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RESUMO

Muitas pessoas ainda associam os cuidados paliativos aos cuidados no estagio terminal do
cancer, consequentemente, adiam o seu fornecimento até as ltimas semanas ou dias de vida.
Desta forma, o objetivo desta Tese foi avaliar a eficécia clinica e a relagdo custo-efetividade
dos cuidados paliativos precoce (CPP) em termos de melhoria da qualidade de vida (QV),
sobrevivéncia e potencial de economia de recursos, no tratamento de pacientes com cancer
avangado quando comparado ao cuidado padrdo. Pesquisamos no MEDLINE, EMBASE e
Cochrane Library. Todas as buscas foram realizadas desde o inicio até junho de 2017. Dois
revisores independentemente selecionaram titulos e resumos com acordo de consenso.
Evidéncias de todos os ensaios clinicos randomizados foram resumidas em uma meta-analise
usando o modelo de efeitos aleatorios. Um modelo foi construido para explorar a relagdo custo-
efetividade do CPP em pacientes com cancer de pulmao em células ndo pequenas. Dos 14.026
artigos identificados, 7 artigos foram incluidos na meta-anélise. Os resultados mostraram que
os CPP melhoram significativamente a QV aos 3 e 6 meses (DMP 0,17; IC 95% 0,05, 0,29; e
DMP 0,42, IC 95% 0,21, 0,63, respectivamente). Dados sobre sobrevivéncia mostraram que
CPP reduziu significativamente a mortalidade (OR 0,71; IC 95% 0,51, 0,99). Os intervalos
predicativos sugerem substancial heterogeneidade e incerteza nos resultados. Assumindo um
limite de custo-efetividade de um PIB per capita por QALY ganho, os resultados da analise de
custo-efetividade mostraram que os CPP sdo dominantes em relacdo aos cuidados padrido. Os
achados sugerem que os CPP efetivamente melhoram a QV, a intensidade dos sintomas e
melhora a probabilidade de sobrevivéncia de pacientes com cancer avangado. No entanto, esses
efeitos ndo foram sustentados apds 6 meses de acompanhamento. A andlise econdmica
apresentada sugere que o CPP em pacientes com cancer de pulmao em células ndo pequenas ¢é
potencialmente custo-efetivo. Estudos futuros estratificados por tipo de cancer sdo necessarias
para estabelecer se existem populacdes especificas que podem se beneficiar mais. Ademais, os

beneficios do CPP para os cuidadores e a relagdo custo-efetividade devem ser considerados.

Palavras-chave: Cuidado paliativo. Neoplasia. Qualidade de vida. Sobrevida.



ABSTRACT

Many people still associate palliative care with care in the terminal stage of cancer,
consequently, delayed the provided until the last weeks or days of life when the disease is
advanced and disease-focused treatments are no longer effective. Thus, the main goal this thesis
was to assess the clinical effectiveness and cost-effectiveness of early palliative care (EPC) in
terms of improving quality of life, survival, and resource saving potential in the treatment of
patients with advanced cancer when compared to standard care. We searched the MEDLINE,
EMBASE, Cochrane Library, and other databases. All searches were performed from inception
to June 2017. Two reviewers independently selected titles and abstracts with consensus
agreement. Evidence from all randomized clinical trials was summarized in a meta-analysis
using the random effects model. A mathematical model was constructed to explore the cost-
effectiveness of EPC in patients with non-small cell lung cancer. From 14,026 papers identified,
7 papers (randomized controlled trials) were included in the meta-analysis. The results showed
that EPC significantly improved quality of life at 3 and 6 months (SMD 0.17, 95% CI 0.05,
0.29 and SMD 0.42, 95% CI 0.21, 0.63, respectively). Survival data showed that EPC
significantly reduced mortality (OR 0.71, 95% CI 0.51, 0.99). Predictive intervals suggest
substantial heterogeneity and uncertainty in the results. Assuming a cost-effectiveness threshold
of one GDP per capita per QALY gained, the results of cost-effectiveness analysis showed that
EPC is dominant over standard care. The findings suggest that EPC effectively improve quality
of life, symptom severity, and improve the likelihood of survival in patients with advanced or
metastatic cancer. However, these effects were not sustained after 6 months of follow-up. The
economic analysis presented suggests that EPC in patients with non-small cell lung cancer is
potentially cost-effective. Future studies stratified by type of cancer is needed to establish
whether there are specific populations that can benefit most. In addition, the benefits of EPC

for caregivers and cost-effectiveness analysis should be considered.

Key words: Palliative care. Neoplasia. Quality of life. Survival.
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1 INTRODUCAO

Em pessoas com cancer avancado, as funcgdes sociais tipicamente declinam
paralelamente ao declinio fisico, enquanto o bem-estar psicoldgico e espiritual geralmente
declinam em quatro momentos principais: em torno do diagndstico, na alta apds o tratamento
inicial, na recidiva da doencga e na fase terminal.

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), todas as pessoas cujo cancer
pode ser um limitador da vida, mas ndo necessariamente intratdveis, devem ser consideradas
elegiveis para receber os cuidados paliativos a partir do diagnostico. Estes pacientes podem se
beneficiar do cuidado e apoio holistico, bem como do planejamento de cuidados, mesmo
quando estdo relativamente bem fisicamente. E importante que os profissionais simplesmente
reconhegam que esse momento inicial pode ser muito desafiador. Alguns pacientes também
valorizam o fato de serem informados sobre o provavel curso da doenga. Esperar pelo declinio
fisico do paciente representa a perda de oportunidade de fornecer cuidados paliativos
coordenados e integrados com outros tratamentos.

No contexto de recursos limitados, evidéncias sobre a efetividade, custos e custo-
efetividades de tecnologias em satde sdo cada vez mais importantes para facilitar decisdes
apropriadas de alocagdo de recursos. O cuidado no final da vida é conhecido por consumir uma
grande propor¢ao dos recursos de saude. Os servicos de cuidados paliativos vém se expandindo
em todo o mundo com o objetivo de melhorar a experiéncia de pacientes com cancer, através
de um melhor controle dos sintomas, coordena¢dao dos cuidados e melhor comunicacdo entre
os profissionais, paciente e sua familia.

As evidéncias disponiveis sobre os beneficios e a aplicagdo de avaliacdo econdmica em
cuidados paliativos precoce (CPP) permanecem limitadas. Portanto, a presente Tese tem como
objetivo analisar a efetividade dos CPP em termos de melhoria da qualidade de vida (QV),
reducdo da intensidade dos sintomas depressivos e aumento da sobrevida em pacientes com
cancer avancado, e ainda, desenvolver uma analise de custo-efetividade para identificar o
potencial de economia de recursos (cost saving) dos CPP em pacientes com cancer de pulmao
de células ndo pequenas.

Para melhor compreensdo, a Tese foi estruturada em seis capitulos conforme descrito
abaixo:

- O primeiro capitulo exibe uma revisao bibliografica do conteudo abordado nesta Tese,

0 que possibilita uma maior e melhor compreensdo do problema abordado, ao lado da
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fundamentagdo tedrica dos pardmetros e analises realizadas para identificacdo da eficacia e

relacdo custo-efetividade dos CPP em pacientes com cancer.

- O segundo capitulo traz em detalhes o passo a passo dos métodos utilizados para
revisar e avaliar a eficacia clinica dos CPP, juntamente com as técnicas utilizadas para modelar

a analise econdmica apresentada.

- No terceiro capitulo, sdo exibidos os resultados obtidos na meta-analise sobre a eficicia
dos CPP em termos de melhoria da qualidade de vida, reducdo dos sintomas depressivos e
aumento da sobrevida. Adicionalmente, este capitulo traz os resultados da analise de custo-
efetividade que comparou os CPP versus cuidado padrdo em pacientes com cancer de pulmao

em células ndo pequenas.

- O capitulo quatro traz as discussdes sobre os principais resultados obtidos pela meta-
analise e avaliacdo econdmica, as limitagcdes e as implicagdes tanto para pratica clinica como

para pesquisa.

- Por fim, no capitulo cinco e seis sdo apresentadas as conclusdes das andlises realizadas

e as producdes bibliograficas resultantes desta Tese.
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1.1 OBJETIVO GERAL E ESPECIFICOS

O objetivo geral da Tese foi determinar a eficécia clinica e a relagdo custo-efetividade
dos CPP em termos de melhoria da QV, sobrevivéncia e potencial de economia de recursos, no
tratamento de pacientes com cancer avangado quando comparado ao cuidado padrio.
Adicionalmente a presente Tese teve por objetivo desenvolver uma nova tecnologia de
diagndstico que possa contribuir para o diagnostico precoce do cancer de mama. Desta forma,
foram aplicados métodos rigorosos de revisdo sistematica e modelagem analitica de decisdo
para avaliar o impacto do CPP em pacientes com cancer avangado, juntamente com técnica

avancadas para o desenvolvimento de um biossensor para diagnostico cancer de mama.

Os objetivos especificos da avaliagdo foram os seguintes:

1. Determinar através da elabora¢do de uma revisdo sistematica com meta-analise a

eficacia clinica do CPP (revisao sistematica de estudos quantitativos);

2. Realizar uma analise de custo-efetividade sobre o uso de CPP em pacientes com cancer

de pulmdo em células ndo pequenas;

3. Desenvolver e caracterizar um biodispositivo para diagnostico de células cancerigenas
do tipo T47D e MCF7 imobilizadas sobre nanomembranas tridimensionais de TiO:

revestida com ouro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo detalha a fundamentagado teodrica desta Tese e apresenta uma visdo geral
sobre o cuidado paliativo precoce em pacientes com cancer avang¢ado: o tamanho e a
importancia do problema, as necessidades dos pacientes e familiares, a prestacdo dos servigos
de cuidados paliativos precoce, as abordagens para melhorar a qualidade de vida e sobrevida
dos pacientes. Adicionalmente, sdo apresentados os principais elementos de uma avaliagdo
econdmica, utilizados na elaboracdo da andlise de custo-efetividade do cuidado paliativo
precoce em pacientes com cancer de pulmao em células ndo pequenas. Além do CPP, outro
componente importante no cuidado e tratamento de pacientes com cancer ¢ o diagnostico
precoce. O diagnostico precoce do cancer em pacientes que apresentam sintomas da doenca ¢é
um importante componente de compreensao e controle, cujo objetivo visa identificar a doenga
o mais cedo possivel e correlacionar o diagnostico com tratamento sem atraso. Quando feito
prontamente, o cancer pode ser detectado em estdgio potencialmente curavel, melhorando
assim, a sobrevida e a qualidade de vida do paciente.

Habitualmente a detec¢do do cancer de mama ¢é realizada através de técnicas como
mamografia, exames de ultrassom, ressonidncia magnética e tomografia por emissdo de
positrons, a qual € tipicamente seguida por biopsia. No entanto, apesar do diagndstico por
imagem aumentar a certeza diagnoéstica, estes ndo confirmam a presenca do cancer. A utilizagdo
de receptores hormonais vem auxiliando na deteccdo precoce do cancer e na reducdo da sua
taxa de mortalidade, porém, sua aplicabilidade ainda ¢ limitada devido a sensibilidade e
especificidade insuficiente.

O monitoramento altamente sensivel e em tempo real dos processos de reconhecimento
biomolecular em amostras biologicas ¢ uma area de grande interesse no campo da ciéncia
biomédica. Um exame de sangue para detectar células tumorais circulantes na corrente
sanguinea de pacientes com cancer poderia complementar outros métodos de detec¢do para
diagnostico da doenca.

Neste contexto de desenvolvimento de novos biodispositivos com maior especificidade
e sensibilidade, o uso da nanotecnologia nas praticas médicas tem possibilitado grandes avangos
através do aprimoramento do diagndstico e tratamento de diversas doengas, em especial do
cancer, colaborando para o aumento da expectativa de vida. O uso de ferramentas
nanotecnoldgicas em formulagdes farmacéuticas e dispositivos para o diagndstico introduzem

alternativas para solugdes de problemas que métodos e técnicas tradicionais ndo possibilitam.



24

A nanotecnologia na produgdo de biossensores para diagnodstico do cancer de mama possibilita
o reconhecimento de elementos bioldgicos, através de um sistema de transdugdo e amplificagdo
dos sinais, permitindo desta forma, a deteccdo de alteracdes bioldgicas e quimicas em

organismos vivos.

2.1 DESCRICAO DO PROBLEMA

Apesar dos avangos no diagnostico e tratamento do cancer, a doenca em estagio
avangado traz um progndstico ruim. Em pessoas com céancer avancado, as funcdes sociais
geralmente diminuem em paralelo com o declinio fisico ao longo do tempo, enquanto o bem-
estar psicologico e espiritual muitas vezes declinam juntos em quatro momentos principais: em
torno do diagndstico, no retorno para casa apds o tratamento inicial, 8 medida que a doenca
avanca (recorréncia) e na fase terminal (CAVERS et al., 2012). Essas questdes podem resultar
em um substancial impacto negativo na qualidade de vida e sobrevivéncia dos pacientes.

Em vista ao exposto acima, a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) definiu os cuidados
paliativos precoce (CPP) como uma abordagem que pode melhorar a qualidade de vida (QV)
dos pacientes e seus familiares através da identificacdo precoce da degeneracdo da satde,
avaliagdo holistica das necessidades, manejo da dor e outros problemas (fisico, psicossocial e
espiritual) e planejamento dos cuidados centrados no paciente. A resolucdo afirma ainda, que
os cuidados paliativos devem ser considerados a partir do diagnostico e combinado com o
tratamento padrao (ASSEMBLY, 2014).

No entanto, vérias sdo as barreiras que limitam o acesso dos pacientes com cancer aos
CPP, incluindo o mal entendimento da sua terminologia. Devido a percepcao erronea sobre sua
intencdo e alcance, diversas pessoas associam cuidados paliativos a cuidados fornecidos na fase
terminal do cancer (ASSOCIATION, 2016). Outra importante barreira esta relacionada a
limitada capacidade de identificacdo precoce dos pacientes que poderiam se beneficiar dos
cuidados paliativos. Sinais de declinio da satde ou condi¢des especificas como internagdes nao
planejadas, sintomas mal controlados ou aumento da necessidade de suporte, podem ser
combinados como indicativos da necessidade de cuidados paliativos (MAAS et al., 2013;
WALSH et al., 2015).

Considerando esses e outros fatores, muitas vezes o fornecimento de cuidados paliativos
¢ adiado até as ultimas semanas ou dias de vida, uma vez que a doenca se encontra em estagio

avancado e os tratamentos focados na doenga nao sdo mais efetivos. O fornecimento tardio de
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cuidados paliativos, representa uma perda de oportunidade de fazer o melhor para os pacientes,
familiares e servigos de satde em termos de melhoria na QV, humor, economia de recursos ¢

possivelmente sobrevivéncia (MURTAGH et al., 2014).

2.2 INCIDENCIAS E MORTALIDADE DO CANCER

Segundo as estimativas mundiais realizada em 2012 pelo projeto Globocan/Iarc, os tipos
de cancer mais incidentes no mundo foram de pulmdo (1,8 milhdo), mama (1,7 milhao),
intestino (1,4 milhdo) e prostata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais frequentes foram pulmao
(16,7%), prostata (15%), intestino (10%), estdmago (8,5%) e figado (7,5%). Nas mulheres, o
cancer de mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmao (8,7%), colo do utero (7,9%) e estdmago
(4,8%) sdo os tipos mais frequentes. A previsdo ¢ de que esses nimeros aumentem até¢ 2030,
onde sdo preditos cerca de 22 milhdes de novos casos e 13 milhdes de mortes ao ano
relacionadas ao cancer (FERLAY et al., 2015).

Em 2018, 600 mil novos casos de cancer sdo projetados para ocorrer no Brasil. Na
distribuicdo dos tipos de cancer mais incidentes por sexo, os canceres de prostata (68 mil) entre
os homens e mama (60 mil) nas mulheres sdo os mais frequentes. Com exce¢do do cancer de
pele ndo melanoma, os principais tipos de cancer incidentes nos homens sdo prostata (31,7%),
pulmao (8,7%), célon e reto (8,1%), estomago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres,
além do cancer de mama (29,5%), célon e reto (9,4%), colo e tutero (8,1%), pulmao (6,2%) e
tireoide (4%) estdo entre os mais incidentes. Adicionalmente, a distribui¢do da incidéncia por
regido geografica, mostra que as regides Sul e Sudeste concentram 70% dos novos casos, € uma
grande variagdo na magnitude e predominancia dos tipos de cancer ¢ observada nas diferentes
regides do Brasil. As regides Sul e Sudeste, apresentam uma predomindncia do cancer de
prostata, mama feminina, pulmao e intestino. Com um perfil semelhante, a regido Centro-Oeste
incorpora a incidéncia de cancer de colo do utero e estobmago. J& nas regides Norte e Nordeste,
os canceres de prostata, mama feminina, colo de utero e estdmago apresentam maior impacto
na populacdo (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA
SILVA, 2017).
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2.3 O QUE OS PACIENTES E CUIDADORES QUEREM E PRECISAM

Pesquisadores mostraram que, além de receber o melhor tratamento possivel, os

pacientes querem e esperam (TUENI, 2008; HUDSON; ZORDAN; TRAUER, 2011; RIFFIN
et al., 2015):

Ser tratados como individuos, com dignidade e respeito pela sua cultura, estilo de vida
e crengas;

Ter sua voz ouvida, ser valorizado por seus conhecimentos e habilidades e poder exercer
a escolha sobre tratamentos e servigos;

Receber informagdes detalhadas de alta qualidade sobre sua condicdo de saude e
possivel tratamento, de maneira honesta, oportuna e sensivel em todos os estagios da
doenca;

Saber quais opg¢des de tratamento estdo disponiveis para eles no ambito do sistema de
saude, voluntérios e setores independentes, incluindo acesso a grupos de autoajuda e
apoio, servicos de terapia complementar;

Saber que serdao submetidos apenas as intervencdes para as quais tiveram consentimento
informado;

Ter uma boa comunicagdo pessoal com os profissionais de satide e de assisténcia;
Saber que os servigos estardo bem coordenados e de alta qualidade;

Saber que os seus sintomas fisicos serdo gerenciados até um ponto aceitavel e
consistente com sua situagao clinica, compativeis com os conhecimentos dos clinicos;
Receber apoio emocional de profissionais preparados para ouvi-los e capazes de
entender suas preocupagoes;

Receber apoio e assessoria em questdes financeiras;

Receber suporte que possam explorar questdes espirituais;

Morrer no lugar de sua escolha;

Ter certeza de que sua familia e seus cuidadores serdo apoiados durante toda a doenga

e perda.
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2.4 IMPACTO DOS CUIDADOS PALIATIVOS EM PACIENTES COM CANCER

O cancer tem se tornado um problema de satide publica e uma das principais causas de
morte mundial (TORRE et al., 2016). Essa magnitude crescente do cancer sdo consequéncias
das alteragdes demograficas como crescimento e envelhecimento da populagdo, bem como,
mudangas no estilo de vida ligadas ao aumento do desenvolvimento humano (FIDLER; BRAY;
SOERJOMATARAM, 2018). Além da substancial carga financeira sobre os pacientes,
familiares e sistemas de satde, pacientes com cancer avangado, geralmente sofrem de multiplos
sintomas fisicos e psicoldgicos como dor, fadiga, perda de peso, falta de apetite, nduseas,
ansiedade, dispneia, confusdo e redu¢ao da QV (WALSH; DONNELLY; RYBICKI, 2000;
KIRKOVA et al., 2012; GREER et al., 2016).

Os CPP visam prevenir e aliviar o sofrimento e melhorar a QV dos pacientes
diagnosticados com cancer e suas familias, cuja caracteristica fundamental, ¢ o cuidado
centrado no paciente (PEPPERCORN et al., 2011; GLARE, 2013). O foco precoce em cuidados
voltados para melhorar a QV mostrou aumentar a satisfagdo do paciente, reduzir a depressao e
ansiedade e a fornecer cuidados mais compativeis com as preferéncias dos pacientes
(HIGGINSON; EVANS, 2010). Além disso, o CPP pode melhorar o tempo de sobrevivéncia e
reduzir os custos gerais do cuidado (CONNOR et al., 2007; TEMEL et al., 2010; MORRISON
et al., 2011).

Diversas organiza¢des profissionais de cancer como American Society of Clinical
Oncology (ASCO), National Comprehensive Cancer Network (NCCN) e European Society of
Medical Oncology (ESMO) recomendam o uso de CPP como um componente integrado ao
tratamento padrdo. As evidéncias mostraram, que além dos beneficios para pacientes e seus
cuidadores, os CPP n3o aumentam os custos, nem causam dano ao paciente ou cuidador
(LEVY; BACK; BENEDETTI, 2009; SMITH et al., 2012; SCHRIJVERS; CHERNY, 2014).
Com isso, as politicas passaram a reconhecer que o alivio da dor e outros sintomas devem ser
altamente prioritarios, que os médicos oncologistas devem ser especialistas em avaliar e
gerenciar esses sintomas e que os centros de tratamento de cancer devem oferecer o cuidado

paliativo como parte de seus servigos.
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2.5 PROVISAO ATUAL DOS CUIDADOS PALIATIVOS

2.5.1 Variacao no servico e incerteza sobre as melhores praticas

Embora exista uma recomendagdo sobre a necessidade de fornecimento de servicos de
CPP para pacientes com cancer, pouca orientacdo sobre a melhor forma de desenvolver
programas bem-sucedidos esta disponivel. A disponibilidade de cuidados paliativos e servigos
de gerenciamento da dor varia de acordo com o pais e a localizagdo geografica, e entre os
centros médicos (QUILL; ABERNETHY, 2013; LOVE; LIVERSAGE, 2014). As unidades que
incorporam servicos de cuidados paliativos devem configurar seus programas com base nas
necessidades dos pacientes, no treinamento e disponibilidade de provedores de cuidados de
satide e nos recursos disponiveis (GAERTNER et al., 2011).

Seguindo o modelo de saude publica, a incorporacao de cuidados paliativos representa
um desafio e a melhoria do acesso aos servicos de cuidados paliativos depende da sua
integracdo com as politicas nacionais de saide e do fortalecimento geral dos sistemas de
prestacao de cuidados em saude (NSUBUGA et al., 2010; KNAUL et al., 2015).

O modelo tradicional em que os cuidados paliativos sdo oferecidos depois de que outras
opgdes terapéuticas tenham sido esgotadas, vem sendo substituido por uma nova abordagem
que integra os servicos de cuidado paliativo as outras modalidades de tratamento apos o
diagnéstico inicial de cancer avangado ou metastatico. Para superar este desafio de mudanca
nos paradigmas, um modelo de cuidados compartilhados sugeriu que os oncologistas se
concentrem principalmente no tratamento do cancer, enquanto uma equipe multidisciplinar de
cuidados paliativos, aborda simultaneamente outras questdes relacionada as necessidades
fisicas, psicossociais € ndo clinicas (FERRELL et al., 2017). A definicdo da terminologia
também deve ser claramente estabelecida, porque as defini¢des ou interpretagdes podem variar.
Por exemplo, o termo “cuidados paliativos” distingue-se das “terapias paliativas”, que sdo
intervengoes especificas da doenca, como terapia sistémica, radioterapia ou cirurgia, projetadas
para prolongar a vida através da desaceleragao do curso da doenga (GAERTNER et al., 2011).
Os cuidados paliativos distinguem também dos ‘“cuidados de suporte ou das terapias de
suporte”, que sdo prescritos para tratar os efeitos adversos do tratamento ou para permitir o uso
de doses maiores ou mais intensas (HUI et al., 2013). Uma compreensdo comum dos servigos
prestados pela equipe de cuidados paliativos ¢ especialmente importante quando os

departamentos estdo coordenando o cuidado ao paciente.



29

Um estudo realizado por Hui e colaboradores (2015) identificou os seguintes modelos de
cuidados paliativos (HUI; BRUERA, 2015).

- Modelo baseado no tempo: destaca o tempo e a extensdo do envolvimento dos
cuidados paliativos ao longo da trajetoria da doenga (FERRIS et al., 2009; ROCQUE;
CLEARY, 2013; VON ROENN; VOLTZ; SERRIE, 2013). No modelo tradicional, a referéncia
aos cuidados paliativos ocorre frequentemente nas ultimas semanas ou meses de vida (HUI et
al., 2010). Isso resultou na estimativa de que os cuidados paliativos estdo associados a morte.
No entanto, neste modelo, os cuidados paliativos sdo introduzidos desde o momento do
diagnéstico de cancer avangado, com um aumento do nivel de envolvimento ao longo do tempo
a medida que suas necessidades de suporte aumentam.

- Modelo baseado no provedor: centrado na provisdo dos cuidados paliativos de
acordo com o nivel de complexidade do paciente (VON GUNTEN, 2002; WEISSMAN;
MEIER, 2011; KAASA, 2013). Os cuidados paliativos primdrios sdo fornecidos por
oncologistas e prestadores de cuidados primarios. Neste modelo, os pacientes com necessidades
de cuidados mais complexos sdo encaminhados para cuidados paliativos secundarios, nos quais
as equipes de cuidados paliativos especializados veem os pacientes em unidades de
internamento ou ambulatorial. Nos cuidados terciarios, os servi¢os funcionam em uma unidade
de cuidado paliativo agudo, frequentemente localizadas em centros académicos. Além de
cuidados clinicos, eles também s3o frequentemente ativos na educacio e na pesquisa.

- Modelo baseado em problemas: este modelo concentra-se nos muitos problemas
oncologicos e de suporte que os oncologistas enfrentam diariamente (BRUERA; HUI, 2010).
Com base na pratica individual, o oncologista ¢ responsavel pelo diagndstico, estadiamento e
tratamento do cancer, bem como por todos os cuidados de suporte relacionados a dor, fadiga,
nausea, depressdo e sofrimento espiritual. Embora o oncologista geralmente ofereca um nivel
razoavel de cuidado, ele pode ndo ser capaz de abordar todas as preocupagdes de forma
abrangente se as necessidades de cuidados do paciente forem complexas. Isto € em parte devido
a falta de tempo, a falta de uma equipe multidisciplinar para abordar os aspectos
multidimensionais dos cuidados e a falta de treinamento formal em cuidados paliativos. Esta
abordagem ¢ razoavel, em contextos em que o acesso a equipes especializadas em cuidados
paliativos ¢ limitado.

- Modelo de atencdo coordenada: conforme observado frequentemente na pratica
clinica, o oncologista em colabora¢do com a equipe de enfermagem, oferece e coordena os
cuidados paliativos. Neste modelo, os principais provedores de cuidado referenciam os

pacientes a varios especialistas que abordam diferentes dominios do cuidado paliativo (médicos
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de outras especialidades, enfermeiros clinicos, assistentes sociais, psicoterapeutas, psicélogos
clinicos ou psiquiatras).

- Modelo de cuidado integrado: neste modelo, os oncologistas rotineiramente
encaminham os pacientes para equipes especializadas em cuidados paliativos no inicio da
trajetoria da doencga, ao invés de excluir o envolvimento de outros especialistas.
Independentemente do modelo selecionado, os CPP podem ser fornecidos em varias
configuragdes, incluindo centros comunitarios, hospitais, unidades de cuidado paliativo ou
ambulatério. Os servicos de cuidados paliativos comunitarios, também podem apoiar os
pacientes na fase inicial da doenc¢a fornecendo cuidado ambulatorial ou de Day Care (SIMONE,
2015; HUIL; BRUERA, 2016).

E observado também, uma variagio na composigdo das equipes de cuidados paliativos.
Geralmente o fornecimento de cuidados paliativos em cancer envolve uma variedade de
especialistas em oncologia, incluindo médicos oncologistas, radiologistas, cirurgides,
patologistas, psicologos, assistentes sociais, enfermeiras, farmacéuticos e outros (BRUERA;
HUI, 2012; GAERTNER et al., 2013; ISE et al., 2014). Embora a necessidade de servicos de
cuidados paliativos tenha sido reconhecida como uma parte importante do cuidado ao paciente,
a disponibilidade de especialistas em cuidados paliativos em determinados cenarios ou
instituicdes pode ser limitada (MARCHETTT et al., 2013). Um dos pré-requisitos de uma equipe
multidisciplinar de CPP ¢ a prontiddo dos profissionais de satde para se envolver em uma
comunicagdo coerente € empatica com o paciente (MORRISON; MEIER, 2004; DE HAES;
TEUNISSEN, 2005; SHOCKNEY; BACK, 2013).

2.6 RECOMENDACAO PARA FORNECIMENTO DO CUIDADO PALIATIVO PRECOCE

As recomendacdes da ASCO sobre o fornecimento de CPP sdo as seguintes (FERRELL
etal., 2017):

e O CPP deve ser fornecidos para paciente com cancer avancado ou metastatico que
apresente alta carga de sintomas ou com necessidades fisicas e psicossociais nao
atendidas;

e Pacientes hospitalizados e ambulatoriais com cancer avangado devem receber servigos
de CPP combinado ao tratamento oncologico padrao;

e Pacientes diagnosticados com cancer avan¢ado, devem ser atribuidos aos CPP dentro

de oito semanas apos o diagnostico;
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Para pacientes com cancer que receberdo atendimento de cuidadores familiares no
ambiente ambulatorial, os provedores podem iniciar o suporte de CPP personalizado,
que pode incluir treinamento telefonico, educacao e reunido face-a-face;

O suporte telefonico pode ser oferecido para cuidadores familiares que vivem em areas

rurais ou que apresentam dificuldade de viajar até uma clinica.

A NCCN concorda e inclui as seguintes recomendacgdes (NCCN, 2016):

Todos os pacientes com cancer devem ser examinados repetidamente para verifica¢ao
da necessidade de fornecimento dos cuidados paliativos, devendo iniciar apds o
diagndstico inicial e posteriormente em intervalos conforme indicagdo clinica;

Os CPP devem ser iniciados pela equipe de oncologia primaria e, em seguida,
aumentados pela colaboragdo com especialistas em cuidados paliativos;

Todos os profissionais de saude devem receber educacdo e treinamento para
desenvolver conhecimento, habilidade e atitudes de cuidados paliativos;

Uma equipe interdisciplinar de especialistas em cuidados paliativos deve estar
disponivel para fornecer consulta ou cuidados diretos aos pacientes e/ou familias
conforme solicitado ou necessarios;

A qualidade dos cuidados paliativos deve ser monitorada por programas institucionais

de melhoria da qualidade.

O NCCN recomenda que a equipe de oncologista deve avaliar pacientes cujo rastreio

confirma a presen¢a de um ou mais dos seguintes sinais (NCCN, 2016):

Sintomas descontrolados;

Dificuldade moderada a severa relacionada ao diagnodstico de cancer e/ou terapia de
cancer;

Comorbidades fisicas, psiquiatricas e condi¢des psicossociais graves;

Tumores so6lidos metastaticos;

Esperanca de vida menor ou igual a 6 meses;

Paciente/familia solicita o fornecimento de cuidados paliativos.
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Os indicadores de curta expectativa de vida incluem o seguinte (NCCN, 2016):

e Pobre status de desempenho - Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) com
escore > 3 ou Karnofsky Performanc Status (KPS) com escore < 50;

e Hipercalcemia persistente;

e Metastase do cérebro;

e Delirio;

e Sindrome da veia cava superior;

e Compressdo da medula espinhal;

e (Caquexia;

e Derrames malignos.

2.7 CUSTOS DOS CUIDADOS PALIATIVOS PRECOCE

A carga econdmica do cancer ¢ alta tanto para os individuos como para a sociedade, e
devido as mudangas na incidéncia, prevaléncia e desfechos da doenga, prevé-se que as
consequéncias financeiras aumentem ainda mais (MARIOTTO et al., 2011). Em particular, uma
parte desproporcional dos custos com os cuidados de satide estd concentrada no periodo final
da vida (TANGKA et al., 2010, 2015; CHASTEK et al., 2012). Assim, melhorar os resultados
dos pacientes/familias e a0 mesmo tempo diminuir os custos relacionados aos cuidados em
saude, torna o CPP uma interven¢do de alto valor, impulsionando a rdpida expansdo dos
programas de cuidado paliativos (CONNOR; SEPULVEDA BERMEDO, 2014; HUGHES;
SMITH, 2014; SIMAO; MIOTO, 2016).

May et al. (2015) mostrou que o fornecimento de CPP esta associado a um efeito maior
sobre o custo direto total. Os custos dos cuidados hospitalares dos pacientes com céancer
avancado, internados hé dois dias, reduziram 24% com o fornecimento de CPP. A hipdtese para
geracdo da economia de recursos, foi resultante das intervengdes agressivas evitadas em
individuos que tiveram a oportunidade inicial de discutir os objetivos de cuidados e escolha do
tratamento (MAY et al., 2015). Objetivando analisar os beneficios da amplia¢ao ao acesso aos
cuidados paliativos, Spettell e colaboradores observaram que o aumento do acesso aos servigos
de cuidados paliativos resultou ndo apenas em melhores resultados relatados pelos pacientes,
mas também em necessidades menos frequentes de internagdes hospitalares e visitas a sala de

emergéncia, levando a economia de recursos (SPETTELL et al., 2009). Sher (2015), também
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observaram uma reducdo no numero de internagdes hospitalares, visitas as salas de emergéncia
e nas mortes hospitalares entre os pacientes que receberam cuidado paliativos comunitarios
especializados (SHER, 2015).

Uma ampla reducdo nos custos foi observada com a implementacao dos servigos de
cuidados paliativos em uma rede com sete hospitais. Os custos de admissdo reduziram em 40%
quando a consulta de cuidados paliativos foi fornecida dentro das primeiras 48 horas de
admissdo. O nimero de readmissdes reduziu em 61% aos 30 dias, 47% aos 60 dias e 42% aos
90 dias. O estudo identificou que os custos evitados representou 1,5 vezes o custo dos servigos
de cuidados paliativos prestados (BHARADWAI et al., 2016). Em outro estudo, pesquisadores
do sistema de satde Johns Hopkins analisaram o impacto financeiro de sua unidade de cuidados
paliativos com seis leitos. Eles entdo projetaram o impacto que seria se aumentassem a unidade
para 11 leitos e expandissem seu servigco hospitalar de consultas de cuidados paliativos. A
economia global de recursos projetada foi acima de US$ 19 milhdes nos proximos cinco anos,

com quase dois tercos das economias provenientes dos servicos CPP (RABOW et al., 2013).

2.8 DESCRICAO DA TECNOLOGIA SOB AVALIACAO

2.8.1 Envolvimento do usuario no planejamento, entrega e avaliacio dos servicos de

cuidados paliatives precoce

As pessoas cujas vidas sdo afetadas pelo cancer podem ser vistas como especialistas em
viver com suas consequéncias. Com base em suas experiéncias, eles podem contribuir
significativamente para o planejamento, entrega e avaliagdo dos servigos. O termo
"envolvimento do usudrio" ¢ frequentemente empregado para cobrir essas atividades por
pacientes e cuidadores (COTTERELL et al., 2011).

E necessario estabelecer uma importante distingio entre o envolvimento do usuario na
tomada de decisdes sobre o proprio tratamento e a participagao no desenvolvimento de servigos
para todos os pacientes. O primeiro ¢ um tema que permeia todas as areas tematicas envolvidas
no cuidada paliativo. O envolvimento do usuario significa habilitar pessoas que usam os
servigos de cuidados paliativos para expressar suas experiéncias e influenciar cuidados mais

amplos (MAGUIRE et al., 2013). Eles podem participar (HARRISON et al., 2009):
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e No planejamento de servigos para assegurar que os servigos atinjam as necessidades de
pacientes e cuidadores;

e Na avalia¢do dos servigos;

e No apoio mutuo com outros pacientes e cuidadores através de grupos de suporte e
autoajuda.

O envolvimento do usudrio pode ser direto ou indireto. O envolvimento direto ocorre
quando os usudrios estdo envolvidos pessoalmente na tomada de decisdes, por exemplo,
representacdo em comités ou painéis. O envolvimento indireto ocorre quando profissionais de
saude coletam informagdes sobre visualizagdes de usuarios ¢ levam isso em considera¢ao ao

tomar decisdes (HARRISON et al., 2009).

2.8.2 Comunicacao face a face

A comunicagdo interpessoal € o processo através do qual pacientes e cuidadores sdo
ajudados a explorar questdes e chegar a decisdes junto aos profissionais de satide. Os pacientes
e cuidadores valorizam a comunicagdo face a face com profissionais de saude especializados
que sdo capazes de se envolver com pacientes em nivel emocional, ouvir, avaliar a quantidade
de informacdo que um paciente quer saber e transmitir informagdes com clareza e simpatia
(MOORE et al., 2013). Existe uma estreita relagcdo entre boa comunicacao e a provisao de apoio
emocional.

Uma boa comunicacdo ¢ um pré-requisito para permitir que os pacientes e cuidadores
tomem as melhores decisdes sobre cuidados. O fluxo da comunicagdo resultara em melhores
resultados para o paciente. Além de uma maior compreensdo, a comunicacdo pode trazer
também uma maior capacidade de participar do processo de tomada de decisdo, melhor
qualidade de vida relacionada a saude e uma melhor experiéncia de cuidados
(FALLOWFIELD; JENKINS, 1999; UITTERHOEVE et al, 2010; FUKUL; OGAWA;
YAMAGISHI, 2011).

2.8.3 Servicos de apoio psicologico

O sofrimento psicolégico ¢ comum entre as pessoas afetadas pelo cancer e ¢ uma

resposta compreensivel e natural a uma situacao traumatica e ameacadora. Os pacientes podem
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deparar-se com situagdes dificeis e angustiantes ao longo de todo o percurso da doenca. Estas
condi¢des podem levar ao desenvolvimento de problemas que variam de tristeza até
preocupagdes psicologicas suficientemente intensas para interferir na capacidade de
desenvolvimento das atividades diarias (HUDSON et al., 2012).

No periodo em torno do diagnostico de cancer, aproximadamente metade de todos os
pacientes experimentam niveis de ansiedade e depressao suficientemente graves para afetar sua
qualidade de vida. Entre os pacientes que apresentam recorréncia de doenga, a prevaléncia de
ansiedade e depressdo aumenta para 50% e permanece nesse nivel durante todo o curso da
doenca avangada. No ano seguinte ao diagnostico, cerca de um em cada dez pacientes apresenta
sintomas suficientemente graves e necessitam de intervengdes psicologicas/psiquiatricas

especializadas (GOTZE et al., 2014).

2.8.4 Servicos de apoio social

O impacto social do cancer ¢ consideravel. Pacientes diagnosticados com cancer podem
apresentar uma série de necessidades de assisténcia social em diferentes estagios da doenca.
Essas incluem (COSTA et al., 2016):

e Apoio emocional, que pode ser derivado do envolvimento em atividades sociais,
companheirismo ou amizade e contato com profissionais de saude e assisténcia social;

e Ajudar com cuidados pessoais, como banhos e vestimentas;

e Conselhos sobre questdes de trabalho e emprego e assisténcia para garantir apoio
financeiro através, por exemplo, de ajuda para fazer uma reivindicacdo de beneficio;

e Ajudar dentro e fora da casa, como limpeza e compras;

e Auxilios praticos, incluindo cadeiras de rodas e outros equipamentos.

O apoio pode ser prestado por familiares, amigos, voluntérios, redes sociais ou por
servicos de assisténcia social. O impacto de fornecer apoio emocional mostra que os pacientes
com cancer podem ser ajudados a lidar com as questdes emocionais da doenga através de
sessoes de apoio em grupo. Em alguns casos, pode ser encontrado melhorias significativas no
nivel de depressao e outros sintomas psiquiatricos (HUDSON; REMEDIOS; THOMAS, 2010;
COSTA et al., 2016).
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2.8.5 Servico de suporte espiritual

O diagnostico de uma doenga que ameaca a vida como o cancer, tem um profundo efeito
sob os pacientes, familia e amigos. Muitas vezes, a medida que os pacientes procuram encontrar
um significado para suas vidas, perguntas inquietantes a respeito da identidade e autoestima
podem surgir, como "Por que isso estd acontecendo comigo?", "Qual é a causa disso?”, “E
minha culpa?", "Como posso dar sentido a minha condi¢ao?" e "Como eu vou lidar com esta
situacao?”. Essas questdes surgem em varios momentos, mas tendem a se concentrar mais
quando (HANDZO, 2011):

e Novos sintomas aparecem;

e Os efeitos colaterais do tratamento tornam-se angustiantes;

e Os pacientes precisam se adaptar as mudangas em suas vidas que tenham consequéncias
emocionais e sociais.

As crengas podem ser religiosas, filosoficas ou de natureza espiritual. A religido formal
¢ um meio de expressar uma espiritualidade, mas a crenga espiritual, preocupada com a busca
do sentido existencial ou significado final da vida, ¢ um conceito mais amplo € nem sempre
pode ser expressa de forma religiosa. Geralmente, inclui referéncia a um poder, que muitas
vezes ¢ descrito como "Deus", um "poder superior" ou "forcas da natureza". Este poder € visto
como uma forma de ajudar uma pessoa a transcender a experiéncia imediata e restabelecer a
esperanga (PETEET; BALBONI, 2013; RUSSO-NETZER; MAYSELESS, 2014).

As questdes-chaves no fornecimento de suporte espiritual e existencial efetivo aos
pacientes com cancer ou que estdo se aproximando da morte sdo (VIVAT, 2008):

e Ouvir a experiéncia do paciente e as questdes que possam surgir;

e Proteger a dignidade, autoestima e identidade do paciente;

e QGarantir que o cuidado espiritual seja oferecido como parte integrante de uma
abordagem holistica da saude, englobando os cuidados psicoldgicos, espirituais, sociais,

emocionais, € no ambito das crengas ou filosofia de vida do paciente.

2.8.6 Servicos de reabilitacao

O cancer e seu tratamento podem ter um grande impacto e afetar a capacidade de os

pacientes continuarem a desenvolver suas atividades de rotina diaria. As atividades que a
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maioria das pessoas desenvolvem sem muita dificuldade como caminhar, falar, comer e beber,
podem ser gravemente prejudicadas. A capacidade de cuidar de si mesmo, trabalhar e continuar
perseguindo seus interesses anteriores a doenga, também podem ser afetadas (BARAWID et
al., 2013).

O servigo de reabilitagdo, tenta maximizar a capacidade funcional dos pacientes,
promover sua independéncia e ajuda-los a se adaptar as suas novas condi¢des. Oferece uma rota
importante para melhorar a qualidade de vida, sem se preocupar com a escala de tempo. Ele
visa maximizar a dignidade e reduzir a extensdo da interferéncia que o cancer causa no

funcionamento fisico, psicossocial e econdmico dos pacientes (BARAWID et al., 2015).

2.9 AVALIACAO DE TECNOLOGIAS EM SAUDE

2.9.1 Defini¢do e propdsito da avaliacio de tecnologias em saude

Por que alguns tratamentos sdo disponibilizados aos pacientes através de servigos de
saude do Sistema Unico de Saude (SUS), enquanto outros ndo sdo? Como as organiza¢des de
saude tomam decisOes sobre se devemos ter acesso aos tratamentos? Como a avaliacao de
tecnologias em satde (ATS) pode ajudar na tomada de decisdes ao encontrar e reunir uma
grande variedade de evidéncias sobre o efeito do tratamento, quanto custam e seus impactos
economicos? Como os métodos e técnicas de pesquisa sofisticados sdo usados para juntar esta
evidéncia em um formato que pode ser usado em uma variedade de sistemas de satide em todo
o mundo?

A primeira coisa a entender sobre ATS ¢ que ndo se trata de tecnologia. Quando se refere
a ATS, a tecnologia em questdo pode ser qualquer interven¢ao médica, incluindo intervengdes
cirargicas, como um bypass cardiaco, substituicdo do quadril ou uma estratégia clinica de
cuidado como o cuidado paliativo, dispositivos médicos, como 0s marca-passos ou mais
comumente, um medicamento (GOODMAN, 2016).

A defini¢do formal mais conhecida de ATS vem da International Network of Agencies
for Health Technology Assessment (INAHTA). Eles definem ATS como “Um campo
multidisciplinar de analise de politicas que estuda as implicagdes médicas, economicas, sociais
e éticas do desenvolvimento, difusdo e uso de tecnologias da saude” (MERLIN; TAMBLYN;

ELLERY, 2014). De uma forma mais simples, isso significa que, dentro da ATS, estudamos a



38

efetividade clinica de uma intervencdo médica, como um novo medicamento (ou seja, quanto
ele beneficia os pacientes em comparacdo com os tratamentos atualmente disponiveis), qual o
impacto econdmico de fazer estar disponivel para os pacientes, como a politica de saude pode
ser afetada pela nova tecnologia tornando-se disponivel e quais as implicagdes sociais e éticas
para os pacientes e a sociedade em geral.

As principais atividades e objetivos da ATS podem ser definidos como um processo que
examina multiplos aspectos do valor de uma tecnologia de satide nova ou existente, com a
finalidade de informar as decisdes que devem ser feitas sobre a ado¢do dessa tecnologia. Essas
decisdes podem ser sobre se adotar uma tecnologia, em que tipos de pacientes, ou por quanto
tempo. Todas essas questdes podem ser abordadas em uma Unica avaliacao da tecnologia da
saude (SACKETT et al., 1996).

Em suma, ATS ¢ uma forma de pesquisa altamente pratica e aplicada, projetada para
impactar diretamente na tomada de decisdes nos cuidados de saude, reunindo e sintetizando a
evidéncia de pesquisa sobre a eficdcia de um novo tratamento, seus custos e quaisquer

melhorias que ele traz para os pacientes.

2.9.2 Principais perguntas da avaliacio de tecnologias em saude

Hoje, os gestores e tomadores de decisdes enfrentam diversos desafios na melhor forma
de alocar recursos de cuidados de saude. Esses desafios se apresentam em todo o mundo e em
diferentes niveis de tomada de decisdo, seja, nivel nacional por ministro da saude e a nivel local,
por equipes de gerenciamento de hospitais. A demanda por novas tecnologias ¢ alta,
especialmente quando sdo apoiadas por boas evidéncias. Infelizmente, os servigos de saude ndo
podem incorporar todas as novas tecnologias dentro de um or¢amento praticamente fixo,
portanto, os gestores e tomadores de decisdo enfrentam escolhas dificeis. Nesse ponto, ¢ onde
a ATS entra. A ATS ajuda os tomadores de decisdo a fazer escolhas informadas interrogando
as informacdes relevantes sobre as novas tecnologias. As questdes-chaves que a ATS aborda

sdo (DEVLIN; SUSSEX, 2011; EUNETHTA., 2016):

e A tecnologia funciona?
¢ Funciona para todos?
o E segura?

e Fornece informagdes de custos, ¢ custo-efetiva?



39

e Os custos compensam os resultados obtidos, ou seja, ¢ eficiente?
e E ético implementar?

e Existe arranjo logistico para incorporar as tecnologias nos servigos?

2.9.3 Avaliacido da qualidade da evidéncia produzida pela revisio sistematica

As ATS devem levar em conta as caracteristicas dos estudos individuais que
contribuiram para o desfecho, assim como dos resultados agregados, cujo efeito pode ser
calculado com o uso da meta-andlise. A abordagem Grading of Recommendations Assessment,
Development and Evaluation (GRADE) oferece um sistema para classificar a qualidade das
evidéncias e avaliar a forca das recomendagdes em revisdes sistematicas. O GRADE oferece
um processo transparente e estruturado para o desenvolvimento e apresentacao do resumo das
evidéncias e para a execugdo das etapas envolvidas no desenvolvimento das recomendagdes
(GUYATT etal., 2011c).

Ao tomar decisdes sobre gestdo de cuidados com a satde, os pacientes e os médicos
devem avaliar os beneficios e desvantagens das estratégias alternativas. Os tomadores de
decisdo serdo influenciados ndo apenas pelas melhores estimativas de vantagens e
desvantagens, mas também por sua confianga nessas estimativas. A aten¢@o insuficiente a
qualidade das evidéncias pode levar a recomendagdes inadequadas que podem levar os médicos
a agir em detrimento do paciente. Reconhecer a qualidade das evidéncias ajudaré a evitar esses
erros (GUYATT et al., 2009).

Uma recomendagdo para oferecer aos pacientes um tratamento especifico pode surgir
de ensaios clinicos controlados, randomizados e rigorosos, que mostram beneficios consistentes
com poucos efeitos colaterais com um baixo custo. Nesses casos, os médicos podem oferecer
esses tratamentos para quase todos os pacientes com pouca ou nenhuma hesitagdo.
Alternativamente, as recomendagdes de tratamento podem surgir de estudos observacionais e
podem envolver danos, encargos ou custos consideraveis. A decisdo sobre usar ou ndo essas
tecnologias envolvem pesar a magnitude do beneficio contra os fatores inconvenientes, custos
e riscos. Portanto, indicar se a evidéncia ¢ de alta qualidade e os efeitos desejaveis superam
claramente os efeitos indesejaveis, ou existe um equilibrio ou sdo incertos. Uma classificacao
simples e transparente da recomendagdo pode transmitir efetivamente essas informacdes

importantes (GUYATT et al., 2009).
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2.10 DESAFIOS ECONOMICOS PARA A PROVISAO DE CUIDADOS DE SAUDE

As despesas em saude apresentam questdes controversas, sdo altamente debatidas por
governantes em todo o mundo e envolve um dos direitos humanos fundamentais. Ao abordar a
saide como um direito humano fundamental, significa que “todos tém o direito ao mais alto
padrao possivel de saude fisica e mental, o qual inclui acesso a todos os servicos médicos,
saneamento, alimentacdo adequada, habitacdo decente, condigdes de trabalho saudéaveis e um
ambiente limpo” (UNITED NATION GENERAL ASSEMBLY, 1948). Em 1966, o Pacto
Internacional sobre Direitos Econdomicos, Sociais e Culturais reafirmou esta ideia,
reconhecendo o direito de todos desfrutar o mais elevado nivel de satde fisica ¢ mental,
trazendo indicagdes direcionadas sobre as medidas a serem adotadas para assegurar o direito a
satide como prevengdo e tratamento das doengas epidémicas, endémicas, profissionais e outras,
bem como a luta contra essas doengas e a criacdo de condi¢des que assegurem a todos, o acesso
a assisténcia e servigos médicos em caso de enfermidade (UN GENERAL ASSEMBLY, 1966).

No entanto, a garantia desse direito tem se tornado um desafio adicional para gestores
e tomadores de decisdo, pois os custos da provisdo de cuidados em saude continuam a aumentar
exponencialmente (DIELEMAN et al., 2017; MARTIN et al., 2017). Isso pode ser atribuido a
varias razoes como o envelhecimento da populagdo, bem como ao ritmo acelerado no qual sdo
desenvolvidas novas e dispendiosas tecnologias médicas (ex. novos medicamentos,
diagnosticos, dispositivos médicos, técnicas cirurgicas e outras). Outro desafio estad
representado na limitagdo dos recursos, o que impossibilita continuar o fornecimento de toda e
qualquer tecnologia em satide a todos os que solicitem, sem critérios objetivos (GOEREE;
DIABY, 2013; FRANKEN et al., 2016). Desta forma, as melhores escolhas precisam ser feitas
pensando no ambito coletivo, e para isso ha necessidade do uso de ferramentas e métodos
robustos para justificar e apoiar a tomada de decisao.

Neste contexto, as avaliagdes econdmicas em saude sdo conduzidas para informar as
decisdes sobre a alocagdo de recursos escassos, € alcancar maior eficiéncia dos gastos em saude
(RICE, 2013). A avaliacdo econdmica foi definida como “a andlise comparativa de alternativas
em termos de seus custos e suas consequéncias” (DRUMMOND; STODDARD; TORRANCE,
1988). Esta ¢ uma ferramenta que pode ser empregada por gestores, para apoiar a tomada de
decisdo e promover o uso eficiente dos recursos, bem como o objetivo da politica social de
garantir que os pacientes tenham acesso aos cuidados em satde necessarios (DRUMMOND;

STODDARD; TORRANCE, 1988; ARESPACOCHAGA, 2013; BLOMQVIST, 2015). Todas
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as avaliacdes econOmicas avaliam os custos, mas as abordagens para medir e avaliar as

consequéncias das intervengdes de saide podem ser diferentes.

2.11 AVALIACAO ECONOMICA DE TECNOLOGIAS EM SAUDE

As avaliagdes econdmicas de tecnologias em saude envolvem a avaliagdo do custo e
efeito trade-off de quaisquer intervengdes, programas ou politicas que afetem resultados de
saude. Essas avaliagdes podem ser estimadas a partir de estudos de nivel individual ou através
de modelos analiticos de decisdo que sintetizam evidéncias de multiplas fontes (DRUMMOND;
STODDARD; TORRANCE, 1988).

A determinagdo de se uma intervengdo representa uma alocacao eficiente de recursos
depende do limite de custo-efetividade do tomador de decisio (MCCABE; CLAXTON;
CULYER, 2008; NEUMANN; COHEN; WEINSTEIN, 2014). Além disso, a avaliagdo
econdmica tem um papel duplo em termos de informagao sobre a tomada de decisdo de alocagao
de recursos em satide. Em primeiro lugar, a avaliagdo econdmica tem um papel a desempenhar
na informag¢do de decisdes com base na informagdo atualmente disponivel. De acordo com o
ponto de vista de tomada de decisdo social, essas decisdes devem basear-se na expectativa de
custo-efetividade, dada a informagao existente e ndo a inferéncia estatistica. Em segundo lugar,
ao identificar areas de incerteza, a avaliagdo econdmica também pode contribuir para informar
as decisdes sobre a necessidade de novas pesquisas para ajudar a resolver essas incertezas

(RABARISON et al., 2015).

2.12 PRINCIPAIS PARAMETROS PARA DESENVOLVIMENTO DE UMA ANALISE
ECONOMICA EM SAUDE

2.12.1 Descri¢ao do problema de decisao

Uma descri¢ao abrangente do problema de decisao que sera abordado ¢ um pré-requisito
necessario para projetar uma avaliagdo econdmica apropriada. Especificar um problema de
decisdo implica identificar a perspectiva a partir da qual o problema deve ser abordado e

especificar as intervengdes (como tratamentos medicamentosos, procedimentos cirirgicos e
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testes diagnosticos) a serem comparados, bem como os desfechos (por exemplo, custos e
resultados) que sera usado para compara-los (PETROU; GRAY, 2011).

No contexto das avaliagdes econdmicas, as medidas utilizadas para avaliar as
intervengdes sdo "custos" e "desfechos". Os custos ¢ os desfechos a serem incluidos na
avaliagdo dependem da perspectiva adotada, ou seja, depende a quem a avaliagdo se destina

informar (DAVIS; MCMASTER, 2017).

2.12.2 Tipos de avaliacdes

As formas especificas de analise refletem as diferentes abordagens para avaliar as
consequéncias das intervengdes. Os principais tipos de avaliagdes econdmicas sao

(DRUMMOND; STODDARD; TORRANCE, 1988):

Analise de custo-consequéncia (ACC): analisa os custos e os desfechos sem tentar

isolar uma tnica consequéncia ou agregar consequéncias em uma unica medida.

e Analise de custo-minimizacio (ACM): ¢ um método de comparar os custos de
intervengoes alternativas, que sdo conhecidas, ou presumidas, como tendo um efeito
clinico equivalente. Este tipo de andlise pode ser usado para determinar qual das
alternativas de tratamento ¢ menos onerosa para alcangar um resultado especifico de

satide em uma populagao.

e Analise de custo-efetividade (ACE): avalia a eficicia de dois ou mais tratamentos em
relacdo ao seu custo e tem como objetivo, maximizar os resultados (por exemplo
Qualidade de Vida Ajustados por Anos de Vida — Quality-Adjusted Life Year - QALY's)

e minimizar os custos.

e Analise de custo-utilidade (ACU): ¢ uma variante da ACE, na qual ¢ estimado o custo
(incremental) por QALY. Neste tipo de andlise, duas intervencgdes alternativas sdo

avaliadas comparando quantos QALY's adicionais sdo obtidos com o custo adicional.

e Analise de custo-beneficio (ACB): ¢ uma comparagdo entre as intervengdes € suas

consequéncias, na qual tanto os custos quanto os beneficios resultantes (desfechos de
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saude) sdo expressos em termos monetarios. Isso permite que duas ou mais alternativas
de tratamento sejam comparadas usando a métrica sumaria do beneficio monetario
liquido, que ¢ a diferenca entre o beneficio de cada tratamento (expresso em unidades
monetarias) menos o custo de cada um. A ACB ndo é comumente utilizada na avaliagio
de tecnologias em saiude devido a dificuldade de associar valores monetarios a

resultados de saide, como (aumento) de sobrevivéncia.

2.12.3 Populagio alvo

A relagdo custo-efetividade de uma intervengdo depende da populagdo para a qual esta
sendo avaliada. Uma descri¢do da populagdo-alvo deve ser detalhada e incluir informagdes
pertinentes como a condicao de satde e sua gravidade, principais comorbidades presentes na
populacao e a distribuicdo de idade e género da populacdo. A avaliagdo econdmica deve refletir
toda a populacdo alvo conforme o problema de decisdo. No entanto, os pesquisadores devem
examinar quaisquer fontes potenciais de heterogeneidade que possam levar a diferengas nos
valores de entrada de parametros em diferentes subgrupos (PHELPS, 1997; SCULPHER,
2008).

Uma analise estratificada exige que a populag@o seja analisada em subgrupos menores
e mais homogéneos, com uma analise realizada para cada subgrupo distinto. Os subgrupos
podem ser definidos por dados demograficos (por exemplo, idade, sexo, informacdes
socioecondmico), gravidade da doenga, estdgio da doenga, comorbidades, fatores de risco,
fatores relacionados ao tratamento (por exemplo, ambiente comunitdrio ou hospitalar),
localizagdo geografica, taxas usuais de aderéncia ou padrdes tipicos de tratamento (COYLE;

BUXTON; O’BRIEN, 2003; ESPINOZA et al., 2014).

2.12.4 Comparador

Avaliagdes econdmicas envolvem a compara¢do de duas ou mais intervengdes, essas

intervengoes sdo referidas como comparadores.
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2.12.5 Identificacdo, selecio e descricio do comparador

Os comparadores devem estar diretamente relacionados e declarados com base nos
componentes definidos pelo problema de decisio. E crucial identificar todos os comparadores
adequados para a andlise, uma vez que as escolhas irdo impactar sobre a relagdo custo-
efetividade da interveng¢do e na relevancia do estudo para os tomadores de decisdes. A inclusdo
das melhores alternativas de cuidado deve ser avaliada quanto a adequagdo como comparador,
isso permitird observar se uma tecnologia ¢ mais custo-efetiva em rela¢do as demais tecnologias
historicamente aceitas ¢ com menor custo (DRUMMOND; STODDARD; TORRANCE, 1988).
Com base em uma lista abrangente de comparadores identificados, um ponto de partida para
selecionar os comparadores adequados para a analise ¢ determinar aqueles que representam o
atendimento atual. Estas devem ser tecnologias atualmente financiadas e comumente usadas.
Além disso, a consideracdo da melhor alternativa de suporte deve ser avaliada quando as novas
tecnologias ndo foram totalmente incorporadas ou apresentam um valor incerto dos beneficios
proporcionados (DAVIS; MCMASTER, 2017).

Os comparadores devem ser claramente descritos para permitir a identifica¢do de todos
os custos e desfechos relevantes (por exemplo, dosagem, rota e frequéncia de administragao,
uso em combinacdo ou em sequéncia com outras intervengdes) (DRUMMOND; STODDARD:;
TORRANCE, 1988).

2.12.6 Mensuracao do uso de recursos

Duas abordagens podem ser adotadas para mensurar o volume de recursos usados. Por
um lado, temos a abordagem de micro custeio ou bottom-up que identifica e mede cada item
relevante no uso de recursos. Essa abordagem gera estimativas de uso de recursos com um alto
nivel de precisdo. No entanto, esta abordagem ¢ intensiva em termos de tempo, cara e pode
produzir estimativas especificas do contexto. Por outro lado, uma abordagem de macro custeio
ou top-down mede o uso de recursos no nivel agregado, sem especificar itens individuais. Essas
estimativas beneficiam a maior generalizagdo e melhoram a comparabilidade nos estudos de
custo (CHAPKO et al., 2009).

Em termos de fontes de dados, o uso de recursos pode ser medido em uma amostra de
pacientes (coleta de dados primarios). Um estudo de custo pode acompanhar pacientes que

sofrem de uma doenca especifica (SIMOENS, 2009). O uso de recursos também pode ser
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derivado de fontes existentes, como prontuarios médicos, banco de dados de seguradoras de
saude, da literatura publicada, outras fontes de dados de cuidados de rotina ou conjuntos de
dados secundarios de grande escala (SIMOENS; HUMMELSHOJ; D’HOOGHE, 2007;
SIMOENS, 2009).

2.12.7 Perspectiva da analise e tipos de custos

A perspectiva escolhida para a avaliacdo economica deve estar diretamente relacionada
ao problema de decisdo e declarado como parte dele. A perspectiva padrdo para a analise
econdmica das intervencdes em saude publica ¢ tipicamente a do setor publico. Isso permite
que os custos e beneficios de mais de um departamento ou 6rgdo do governo central e local
sejam levados em consideracdo. Os custos incluidos na andlise serdo definidos de acordo com
a perspectiva adotada (Tabela 1) (WHO-CHOICE, 2003; OWEN et al., 2012).

Existem trés tipos de custos em avaliagdo econdmica: diretos, indiretos e intangiveis. O
primeiro pode ser classificado em médicos e ndo médicos. Os custos diretos médicos se referem
aos gastos diretamente relacionados aos cuidados com a saude, como a remuneracdo dos
profissionais de satde, custos com medicamentos, exames, didrias hospitalares. Os custos
diretos ndo médicos incluem as despesas com transporte do paciente para unidade de satde,
adaptacdes domiciliares, bem como alimentacdo e outros. Os custos indiretos sdo aqueles
relacionados a perda da capacidade de trabalho como absenteismo ou reducdo da produtividade
decorrentes da morbidade ou mortalidade precoce causada pela doenga. A terceira modalidade
de custo esté relacionada as perdas da qualidade de vida, particularmente relacionadas a dor, ao

sofrimento e a exclusao social (PATO PATO etal., 2011; Y et al., 2014).



Tabela 1. Exemplos dos diferentes custos por perspectiva.

Perspectiva

Exemplos

Sistema de saude

publica

Medicamentos, dispositivos médicos, procedimentos
cirargicos

Equipamentos, instalagdes, despesas gerais

Servigos hospitalares e ambulatoriais

Servigos de diagnoésticos, investigagdo e triagem
Servicos de reabilitagdo ambulatorial ou domiciliar

Cuidados médicos e outros profissionais de satde

Sistema de saude

privada

Medicamentos, dispositivos médicos, procedimentos
cirargicos

Servigos hospitalares e ambulatorial

Servicos de diagnosticos, investigagdo e triagem
Servigos de reabilitagdo ambulatorial ou homecare

Cuidados médicos e outros profissionais de satde

Sociedade

Pagamento do proprio bolso (por exemplo,
medicamentos, dispositivos e outros)

Custos com deslocamento, alimentagdo, cuidadores
remunerados

Perda de produtividade devido a reducdo da capacidade

de trabalho ou auséncia do trabalho

Fonte: (WHO-CHOICE, 2003; OWEN et al., 2012)

2.12.8 Horizonte temporal

46

O horizonte temporal deve ser suficientemente longo para capturar todas as potenciais

diferencas nos custos e desfechos associados as intervengdes comparadas. O horizonte temporal

da analise deve ser orientado, com base na histéria natural da doenca e deve refletir todos os

estados da condicao de sauide (FREEMANTLE, 1997; FOX-RUSHBY; CAIRNS, 2005). Uma

analise de longo prazo permite explorar as incertezas, no entanto, isto ndo implica que os dados

primarios devam ser coletados de pacientes ou populacdes afetadas durante esse periodo. Ao

modelar condi¢des cronicas, o horizonte de vida ¢ mais apropriado. Horizontes de tempo mais
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curtos podem ser considerados quando ndo ha diferengas significativas nos custos e desfechos
da intervengdo a longo prazo, ou quando a condi¢do afeta o individuo apenas durante um
periodo de tempo definido (por exemplo, doengas agudas). Nestes casos, deve ser fornecida
uma justificativa do horizonte temporal selecionado (GOLLIER, 2002; BERIOT-MATHIOT;
VESTENBAEK; POULSEN, 2007).

2.12.9 Taxa de desconto

Uma vez que as intervengdes avaliadas atuem a longo prazo (além de um ano), uma taxa
de desconto deve ser aplicada sobre os custos e beneficios. As diretrizes metodologicas do
Ministério da Satde recomenda uma taxa de desconto de 5% (RIBEIRO, RODRIGO
A;NEYELOFF, JERUZA L;ITRIA, ALEXANDER;SANTOS, VANIA CC;VIANNA, CID M
M;SILVA, E N;ELIAS, FLAVIA TS; WICHMANN, ROBERTA M;:SOUZA, KATHIAJA M;
CRUZ, LUCIANE N; SILVA, 2016). Para encontrar a razao de custo efetividade incremental
(incremental cost-effectiveness ratio - ICER) a taxa de desconto deve ser aplicada aos custos
reais ¢ aos resultados medidos em QALYs. A taxa de desconto nao deve ser confundida com
ajuste da inflacdo, pois ambos sdo necessarios. O ajuste da inflagdo reflete a mudanga no poder
de compra da moeda. A taxa de desconto reflete a perda de valor quando ha um atraso na
obtengdo de um item de valor (custos ou desfechos) (GRAVELLE; SMITH, 2001;
SEVERENS; MILNE; SEVERENS, 2004). Para incorporar o potencial de incerteza ao modelo
¢ avaliar a sensibilidade dos resultados as mudangas da taxa de desconto, uma analise de caso
com uma taxa de 0% deve ser realizada para mostrar o impacto da taxa de desconto (ZHUANG

et al., 2007; ARMITAGE, 2017).

2.12.10 Medidas de utilidade

O conceito de utilidade, deriva da teoria economica de tomada de decisdo sob incerteza,
publicada por John von Neumann e Oscar Morgenstern em 1944. O principal fundamento dessa
teoria € que os individuos tém preferéncias e tomam decisdes diante da incerteza. Portanto, o
termo utilidade, em avaliagdes economicas reflete as preferéncias diante da incerteza
(TORRANCE; FEENY, 1989). O que no caso da saude sdo as preferéncias por determinados
estados de saude (GUYATT, 1995).
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Basicamente existem trés técnicas bem estabelecidas para a medida direta de utilidade:
a escolha pela chance (standard gamble), a escolha pelo tempo (time trade-off) e a escala visual
analdgica. Nas técnicas, o estado de satde ¢ representado por uma escala, onde o valor de
utilidade em uma extremidade equivale a 0 (zero) e representa o pior estado de saude possivel
(por exemplo, a morte), e na outra extremidade equivale a 1, representando uma saude perfeita
(TORRANCE; FEENY, 1989; BENNETT; TORRANCE, 1996).

No entanto, as medidas diretas de utilidades, utilizando as técnicas descritas, sdo em
geral complexas, demoradas e dispendiosas (TORRANCE; FURLONG; FEENY, 2002). Uma
abordagem mais pratica e que tem sido comumente empregada ¢ a utilizagdo medidas indiretas,
que, através de sistemas multiatributos, permite descrever e calcular as preferéncias para
diversos estados de satde. Existem diversos instrumentos para medir o valor de utilidade, os
mais utilizados sdo: Euro-Qol-5D (EUROQOL GROUP, 2009), Health Utilities Index
(FURLONG et al., 2001), Health Assessment Questionnaire (HAQ) (BRUCE; FRIES, 2005) ¢
36 item Short-Form (SF-36) (WARE et al., 1993).

2.13 ANOS DE VIDA AJUSTADOS PELA QUALIDADE

Os medicamentos podem prolongar a vida, melhorar a qualidade de vida ou ambos. Uma
medida de efetividade na satide para analise de custo-efetividade, e amplamente utilizada para
orientar decisdes sobre alocagdo de recursos aos cuidados a saude, ¢ 0o QALY. Um QALY leva
em consideragdo como um tratamento afeta o paciente em termos de quantidade de vida (por
quanto tempo o paciente vive) e qualidade de vida (a qualidade de vida dos anos restantes de
vida). O QALY combina esses dois fatores em uma unica medida que apresenta os beneficios
sobre a saude que cada tecnologia avaliada oferece (FANSHEL; BUSH, 1970; TORRANCE;
THOMAS; SACKETT, 1972; WEINSTEIN; STASON, 1977).

O diagrama abaixo, mostra os beneficios extras para saide (medidos em QALYs
ganhos), representados esquematicamente pela soma das areas A e B. A area A equivale aos
ganhos em termos de melhoria da qualidade de vida com o medicamento Y em comparagao
com o medicamento X, enquanto a area B representa os ganhos na extensdo da vida com o

medicamento Y, mantendo o paciente vivo por mais tempo que o medicamento X (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama do conceito de Quality Adjusted Life Year (QALY)
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Fonte: (TORRANCE; FEENY, 1989)

2.14 PLANO DE CUSTO-EFETIVIDADE

O plano de custo-efetividade ¢ usado para representar visualmente as diferengas de
custos e resultados de saude entre as alternativas comparadas. Em um grafico de duas
dimensdes, os desfechos de satde (efeito) sdo plotados no eixo X e os custos no eixo Y. Onde
a "pratica atual" é plotada na origem e os valores de X e Y representam os resultados de saude
e custos incrementais em relacdo a pratica atual (Figura 2) (BLACK, 1990).

As novas tecnologias podem ter custos mais altos ou mais baixos e uma eficacia maior
ou menor que o comparador, de modo que o resultado pode cair em um dos quatro quadrantes.
Se o resultado cair no quadrante 2, a tecnologia ¢ mais eficaz e menos dispendiosa do que o
comparador. Em outras palavras, a nova tecnologia ¢ chamada de dominante. Isso indica que a
tecnologia pode ser adotada e que ndo ha necessidade de realizar uma avaliagdo econOmica.
Inversamente, se o resultado cair no quadrante 4, o comparador dominara a nova tecnologia e
o comparador devera ser adotado. Nos quadrantes 1 e 3, uma opcao € mais eficaz, mas também
mais cara que a outra op¢do. Nestes casos, uma avaliacdo econdmica precisa ser realizada
(BLACK, 1990). Alguns paises especificaram limites de custo-efetividade, que servem para
determinar se uma tecnologia ¢ eficiente ou ndo (GROSSE, 2008; CLAXTON et al., 2013;
THAVORNCHAROENSAP et al., 2013). No Brasil, embora as ACE e ACU sejam requisitos
para recomendacdo de incorporagcdo de novas tecnologias no SUS (RIBEIRO, RODRIGO
A;NEYELOFF, JERUZA L;ITRIA, ALEXANDER;SANTOS, VANIA CC;VIANNA, CID M
M;SILVA, E N;ELIAS, FLAVIA TS; WICHMANN, ROBERTA M;:SOUZA, KATHIAJA M;
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CRUZ, LUCIANE N; SILVA, 2016), o Ministério da Saude nao definiu um limiar de custo-
efetividade.

O limiar de custo-efetividade mais comumente referido em paises que ndo possuem o
parametro definido ¢ o da Comissdo de Macroeconomia e Satde publicado pela OMS, que
considera como referencial o valor do Produto Interno Bruto (PIB) per capita do pais
(NEWALL; JIT; HUTUBESSY, 2014; MARSEILLE et al., 2015; BERTRAM et al., 2016). O
limiar baseado no PIB apresenta grandes limitagdes e tem sido criticado por economistas da
saude, devido encontrar-se geralmente acima do limiar de custo de oportunidade (CLAXTON
et al.,, 2013; BERTRAM et al., 2016). A falta da analise sobre a eficiéncia das intervengdes
expde o sistema de satde ao risco de aumentos or¢amentarios a medida que novos
medicamentos sdo langados e podem provocar mais perdas do que ganhos (MARSEILLE et al.,
2015; SCHWARZER et al., 2015). A legislagdo brasileira ndo estabeleceu um limiar, no
entanto, Pichon-Riviere et at. (2017) encontraram, por meio de um método de pesquisa baseado
em gastos com saude e expectativa de vida, que o limiar para o Brasil deveria estar entre 0,62-
1,05 de baixa e média renda (PIB) per capita/QALY (PICHON-RIVIERE; AUGUSTOVSKI;
GARCIA MARTI, 2017). Embora haja evidéncias cientificas limitadas para especificar os
limites de custo-efetividade em paises de baixa e média renda, o valor de um PIB per capita ¢
frequentemente referenciando na América Latina, ou usado para tomada de decisdo de alocacao
de recursos quando se considera a adocdo de novas tecnologias de saide (MINISTERIO DE
SALUD, 2011; MORENO VISCAYA; MEJIA MEJiA; CASTRO JARAMILLO, 2014).

Planos de custo-efetividade também sdo uteis para mostrar a incerteza em torno dos
resultados de custo-efetividade, frequentemente representados como uma nuvem de pontos no
plano correspondente a diferentes repeticdes de um modelo economico em uma analise de

sensibilidade (probabilistica) (BLACK, 1990).
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Figura 2. Plano de custo-efetividade
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2.15 CONCEPTUALIZACAO DO MODELO

A modelagem no contexto das avaliagdes econdomicas em satde pode representar o
mundo real em estruturas matematicas e ser usada para gerar estimativas dos custos e desfechos
esperados para as intervencdes de interesse. Um modelo analitico de decisdo usa relagdes
matematicas para definir uma série de consequéncias possiveis que resultariam do conjunto de
intervengoes avaliadas (BRIGGS; SCULPHER, 1998).

Este processo envolve o desenvolvimento de uma estrutura modelo que ¢ definida por
estados ou eventos especificos e as relagdes entre eles que em conjunto, constituem a via clinica
ou de atendimento para a condi¢do de interesse e as interven¢des comparadas. Dependendo da
condi¢do e das intervengdes que estdo sendo modeladas, a via clinica ou de cuidados pode variar
e incluir, por exemplo, visitas médicas, hospitalizagdes, triagem ou certos fatores de risco, bem
como varios estados de saude. A conceptualizagdo do modelo deve incorporar o potencial de
mudanga ao longo da via clinica ou de cuidado (por exemplo, refletir as mudangas na forma
como os individuos podem progredir ou regredir entre os estados de saude) e o modelo deve
ser estruturado de forma a acompanhar essas mudancas (BRIGGS; CLAXTON; SCULPHER,
2006).

O modelo deve ser consistente com o conhecimento atual sobre a condi¢ao bioldgica de

saude, as relagdes causais entre as variaveis que constituem o caminho clinico do cuidado e os
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efeitos esperados das intervengdes. Além disso, o modelo deve ser conceituado para abordar os
problemas de decisdo, incluindo as configuragcdes em que as intervengdes devem ser
comparadas, a perspectiva da avaliagdo, os custos e os resultados a serem considerados e o
horizonte temporal da avaliagdo (BRIGGS; CLAXTON; SCULPHER, 2006; DRUMMOND et
al., 2015).

Determinar o nivel de detalhamento adequado em termos dos estados de saide ou
eventos requeridos e o caminho clinico ou atendimento ¢ um dos desafios mais dificeis ao
conceituar um modelo de decisdo (ROBERTS et al., 2012). O modelo ndo precisa refletir todos
os aspectos possiveis associados com a condi¢do de saude ou caminho clinico, mas deve ser
detalhado o suficiente para capturar os fatores que provavelmente resultardo em diferengas nos
custos ou desfechos entre as intervengdes comparadas. Ou seja, 0 modelo deve ser conceituado
de tal forma que forneca uma representacdo da realidade, que capture os elementos e
relacionamentos essenciais para resolver o problema de decisdo, mas ndo deve ser mais

complexo do que ¢ necessario (STAHL, 2008).

2.16 TECNICAS DE MODELAGEM

Existem diversas técnicas de modelo de decisdo disponiveis para realizacdo de
avaliagcdes econOmicas, incluindo arvore de decisao (ROBERTS et al., 2012), modelos de
Markov (simulacdo de coorte probabilistica) (SIEBERT et al., 2012), simulagdo de Monte Carlo
de primeira ordem (transi¢ao de nivel individual) (ROBERTS et al., 2012; SIEBERT et al.,
2012), modelos de sistema dinamico (PITMAN et al.,, 2012; ROBERTS et al., 2012;
MARSHALL et al., 2015), modelos discretos de simulagao de eventos (KARNON et al., 2012;
ROBERTS et al., 2012; MARSHALL et al., 2015) e modelos baseados em agentes (PITMAN
etal., 2012; ROBERTS et al., 2012; MARSHALL et al., 2015).

A escolha do tipo de modelo deve estar relacionada as caracteristicas do problema de
decisdo, devendo ser justificada a escolha da abordagem de modelagem. Para qualquer tipo de
modelagem escolhida, o modelo deve ser metodologicamente sélido e transparente (CARO et
al., 2012). Ao escolher entre as vdrias técnicas de modelagem, ¢ necessario identificar uma
técnica que aborde o problema de decisdo e que reflita adequadamente o caminho clinico e as
intervengdes sendo comparadas (GRIFFIN et al., 2006). Independentemente da técnica de
modelagem escolhida, sdo necessarios dados para informar os varios parametros do modelo

(exemplo: dados sobre os estados de satude, os eventos € 0 movimento ao longo do caminho
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clinico ou de cuidados). A conceituagdo e incorporagdo de dados no modelo variara de acordo
com a forma como o modelo ¢ especificado para as diferentes técnicas de modelagem
(PITMAN et al., 2012; SIEBERT et al., 2012).

As avaliagdes econdmicas muitas vezes requerem estimativas tanto dos efeitos clinicos
relativos das intervengdes, como informacgdes sobre os resultados na linha de base. Os
resultados na linha de base refletem o histérico natural da condi¢do de saude, enquanto os
efeitos das intervencdes sdo geralmente relatados em relacdo a um comparador (DIAS et al.,
2013). A incorporagdo no modelo de estimativas de pardmetros para efetividade, além da
informagdo basica da historia natural, define o movimento através do modelo para cada

intervengdo (BRIGGS; CLAXTON; SCULPHER, 2006; DIAS et al., 2013).

2.17 ANALISE DOS DADOS

A analise esta relacionada com a forma como os dados obtidos para preencher o modelo
econdmico (por exemplo, efeitos clinicos, danos, uso de recursos, medidas de utilidade) devem

ser analisados em termos de estimativas de resultados para custos esperados e ICER.

2.18 DISTRIBUICAO PROBABILISTICA

Os resultados finais devem ser baseados nos custos e resultados esperados. Estes devem
ser estimados através de uma andlise probabilistica, que proporcionara estimativas de custos e
resultados menos tendenciosas do que uma andlise deterministica. A analise probabilistica
exige que os parametros de dados sejam representados por distribui¢des estatisticas em vez de
estimativas pontuais. Isso permite a caracterizagdo da incerteza subjacente em relacdo aos
custos e resultados estimados para os pardmetros incluidos na ACU (BAIO; DAWID, 2015).

Dada as caracteristicas dos modelos analiticos de decisdo, especialmente os modelos de
Markov, existe um potencial de discordancia entre os resultados de modelos probabilisticos e
modelos deterministas (CLAXTON et al., 2005). O principal argumento a favor do uso de
técnicas probabilisticas ¢ que, devido a analise deterministica considerar apenas os valores
esperados de elementos individuais, estes muitas vezes ddo estimativas incorretas de custos e

resultados. Enquanto a andlise probabilistica, que incorpora a probabilidade de cada pardmetro



54

tomar diferentes valores, fornece uma estimativa de custos e resultados menos tendenciosos
(THOMPSON; GRAHAM, 1996).

Na maioria dos casos, a andlise probabilistica assumira a forma de uma simulagdo de
Monte Carlo. A simula¢do de Monte Carlo ¢ uma técnica adequada para analisar e determinar
a propagacdo da incerteza dos parametros de entrada sobre os resultados obtidos (BRIGGS,
2000). Dentro de uma simulagao de Monte Carlo, os custos ¢ os resultados de cada intervengao
sdo obtidos através da repeticdo do modelo, empregando valores aleatdrios para cada parametro
de entrada: cada conjunto de valores de entrada juntamente com os custos e resultados
associados sao referidos como uma replicagdo do modelo. Este passo ¢ repetido varias vezes, e
os valores esperados de custos e resultados sdo estimados como a média dos valores obtidos de
todas as repetigdes. O nimero de repeti¢des deve ser suficientemente grande para que os valores
esperados para custos e resultados sejam estdveis (ou seja, € improvavel que mudem
substancialmente com um maior nimero de replicagdes), pois ndo estdo sujeitos a erros
substanciais de Monte Carlo. Na maioria dos casos, um minimo de 5.000 repetigdes sdo
necessarias, mas os pesquisadores devem investigar para determinar se grandes niimeros sao
necessarios para a estabilidade (BRIGGS, 2000).

Os valores para cada pardmetro de entrada sdo obtidos aleatoriamente de uma
distribuigdo probabilistica especifica. Assim, para realizar uma simulacdo Monte Carlo, ¢
necessario especificar uma distribui¢do de probabilidade para cada parametro de entrada no
qual haja incerteza (BRIGGS, 2000). A escolha da forma da distribuicao deve refletir a natureza
do parametro de entrada e deve seguir métodos estatisticos padrao (AALABAF-SABAGHI,
2007). As distribuicdes Beta sdo a distribuicdo natural para probabilidades de transi¢do. As
distribuigdes Gama ou log-normal podem ser usadas para dados como custos e as distribui¢des
log-normal podem ainda, serem usadas para efeitos relativos. As distribuicdes, como
distribuigdes triangulares e uniformes que impdem limites artificiais as estimativas dos

parametros, ndo devem ser usadas (AALABAF-SABAGHI, 2007).
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2.19 MEDIDAS DE CUSTO-EFETIVIDADE

2.19.1 Razao de custo efetividade incremental (Incremental cost-effectiveness ratio -

ICER)

Geralmente, o ICER ¢ o principal resultado de uma avaliagdo econdmica. O ICER ¢
uma medida sumdria que representa o valor econdmico de uma interven¢do, em comparagao
com uma alternativa (comparador). Um ICER ¢ calculado dividindo a diferenca nos custos
totais (custo incremental) pela diferenca na medida escolhida como resultado ou efeito na satde
(efeito incremental) (WRIGHT, 2017).

Essa medida resumida pode ser interpretada como o custo extra de obter uma unidade
adicional de efetividade, permitindo assim quantificar os trade-offs entre os resultados obtidos
pelos pacientes e os recursos gastos. Para compreender se um determinado ICER ¢ aceitavel
requer o uso de um limite de custo-efetividade. O limiar de custo-efetividade frequentemente ¢
denotado por A, e pode ser entendido como o limite superior do que a sociedade esta disposta a
pagar por uma unidade adicional de beneficio a saide (BLUMENSCHEIN et al., 2001).

Portanto, o limiar deve refletir os custos de oportunidade, em termos de saude perdida,
resultante da imposicdo dos custos adicionais ao sistema de saude (GAFNI; BIRCH, 1993).
Quando uma nova tecnologia estabelece custos adicionais ao sistema, 0s recursos necessarios
para fornecé-la requerem o desinvestimento de outras intervengdes e servigos. Este
deslocamento de recursos resultard no decréscimo de satide para outros individuos. Assim, o
limite de custo-efetividade representa o custo adicional que deve ser imposto ao sistema para

renunciar 1 (um) QALY da satde através do deslocamento de recursos (WRIGHT, 2017).

2.19.2 Beneficio monetario liquido (net monetary benefit)

A medida de beneficio monetario liquido também pode ser usada como uma medida
adicional (mas ndo alternativa) para o ICER. O beneficio monetario liquido ¢ uma estatistica
resumida que representa o valor de uma interven¢do em termos monetarios quando um limite
de disposicdo a pagar por uma unidade de beneficio (por exemplo, QALY) ¢ conhecido

(STINNETT; MULLAHY, 1998).
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O beneficio monetario liquido ¢ calculado pela seguinte equagdo: beneficio (efeito)
incremental x limiar de custo-efetividade - custo incremental. Um beneficio monetario liquido
incremental positivo, indica que a intervengao ¢ custo-efetiva em comparagdo com a alternativa
no dado limiar de disposicao a pagar. Nesse caso, o custo para obter o beneficio ¢ menor do que
o valor maximo que o tomador de decisdo estaria disposto a pagar por esse beneficio

(STINNETT; MULLAHY, 1998; BLUMENSCHEIN et al., 2001).

2.20 ANALISE DE SENSIBILIDADE

Qualquer variavel usada em uma avaliacdo econdmica estd sujeita a alguma incerteza
(BRIGGS; SCULPHER; BUXTON, 1994). Essa incerteza pode se originar de divergéncias
metodoldgicas, hipdteses dos pesquisadores na auséncia de dados, dados imprecisos,
necessidade de extrapolar os resultados ao longo do tempo e da necessidade de generalizar os
resultados para outros ambientes ou paises. Uma analise de sensibilidade determina a direcdo e
a extensdo em que os resultados da avaliagdo econdmica variam quando as estimativas das
varidveis de entrada mudam. Existem duas abordagens para realizar uma analise de
sensibilidade em uma avaliagdo econdmica baseada em modelos: andlise de sensibilidade
deterministica e probabilistica (BRIGGS; SCULPHER; BUXTON, 1994; GEISLER et al.,
2009; BAIO; DAWID, 2011).

Uma analise de sensibilidade deterministica explora o impacto nos resultados com a
mudanga em uma varidvel de entrada (analise unidirecional) ou com a mudanga simultdnea em
multiplas variaveis (andlise multidirecional). Uma andlise de cenario fornece a compreensao
sobre a eficiéncia da tecnologia em satide no melhor e no pior dos casos. Essa andlise também
pode servir para testar o impacto de varios cendrios nos resultados de custo-efetividade. Por
fim, uma anélise de limite identifica a combinagdo de estimativas variaveis que garante que a
relacdo custo-efetividade incremental ou custo-utilidade da tecnologia ndo exceda o limite de
disponibilidade a pagar adotado (BRIGGS; SCULPHER; BUXTON, 1994).

Uma analise de sensibilidade probabilistica ¢ baseada em uma simula¢do de Monte
Carlo. O principio ¢ executar a andlise um grande numero de vezes (tipicamente de 1.000 a
10.000 vezes) com diferentes conjuntos de estimativas variaveis extraidas das distribuic¢des.
Isso requer que uma distribui¢do de probabilidade seja atribuida a cada varidvel de entrada.
Para cada repeticdo, a simulacdo desenha parametros de entrada aleatoriamente a partir de suas

distribuicdes estatisticas e calcula pares de dados sobre custo e efetividade. No final das
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repeti¢des, a distribuicdo estatistica conjunta de custos e efetividade € representada como uma
nuvem de pontos no plano de custo-efetividade (conforme apresentado na Figura 2) (BAIO;
DAWID, 2011).

A linha inclinada na Figura 2, representa a razao incremental maxima aceitavel de custo-
efetividade (Maximum Acceptable Incremental Cost-Effectiveness Ratio — MAICER), ou seja,
indica o limiar de custo-efetividade. Normalmente, essa linha corta a nuvem de pares de custo
e efetividade gerados pela andlise de sensibilidade probabilistica. As simulagdes situadas ao
sudeste da linha suportam a relacdo custo-efetividade da tecnologia em saude. A probabilidade
de a tecnologia ser custo-efetiva ¢ estimada pela propor¢ao de pontos situadas ao sudeste dessa
linha. A medida que o limite de custo-efetividade aumenta, a linha da razio incremental maxima
aceitavel de custo-efetividade gira no sentido anti-horario em torno da origem, aumentando a
propor¢ao de pontos a direita da linha. Isso permite desenhar curvas de aceitabilidade de custo-
efetividade representando a probabilidade que a tecnologia avaliada ¢ eficiente para uma gama
de limites de custo-efetividade (SEVERENS et al., 2005). O grafico traca um intervalo de
limiares de custo-efetividade no eixo horizontal contra a probabilidade de que a intervencao

seja custo-efetiva naquele limiar no eixo vertical (Figura 3).

Figura 3. Curva de aceitabilidade de custo-efetividade
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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2.21 NANOTECNOLOGIA COMO POTENCIAL ESTRATEGIA PARA
DESENVOLVIMENTO DE DISPOSITIVOS PARA O DIAGNOSTICO

2.21.1 Cancer de mama

J4

O cancer de mama ¢ caracterizado por um crescimento descontrolado de células
malignas no tecido epitelial mamario. Apesar de afetar ambos os géneros, mundialmente o
cancer de mama € o tipo de cancer mais frequente entre as mulheres e sua incidéncia aumenta
drasticamente com o avan¢o da idade (FERLAY etal., 2015). No Brasil, excetuando-se o cancer
de pele ndo melanoma (aproximadamente 180 mil casos novos), a estimativa para o bi€nio
2016-2017, aponta para ocorréncia de cerca de 420 mil novos casos de cancer. Sendo os tipos
de cancer mais incidentes nas mulheres os canceres de mama (28,1%, 58 mil casos), intestino
(8,6%), colo do tutero (7,9%), pulmao (5,3%) e estdmago (3,7%) — (Figura 4) (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2016a).

Figura 4. Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016 por sexo

Localizacao primaria Casos novos %
" MamaFeminina 57.060 28,1%
Mulheres ;
Colon e Reto 17.620 8,6%
Colo do Utero 16.340 7,9%
Traqueia, Bronquio e Pulm3o 10.890 5,3%
Estomago 7.600 3,7%
Corpo do Utero 6.950 3,4%
Qvario 6.150 3,0%
Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Fonte: Instituto Nacional de Cancer, 2016 (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES
DA SILVA, 2016a).

Embora o cancer de mama possua diversos fatores de risco que contribuem para sua
elevada e crescente incidéncia anualmente, estudos tém demonstrado que fatores como,
historico menstrual, onde pacientes com menarca antes dos 12 anos ou menopausa apds os 55
anos representam maior risco de desenvolvimento da neoplasia (ARAUJO DA SILVA I; DA;
RIUL, 2011; KAMINSKA et al., 2015). Fatores gestacionais como nuliparidade ou gravidez



59

tardia apds os 35 anos, também podem influenciar no aumento do risco. Acredita-se que a
gestacdo obriga as glandulas mamadrias a maturarem, ao se preparar para a producdo do leite
(TOMA; REA, 2008).

Outros fatores relacionados ao aumento do risco de desenvolvimento da neoplasia
mamaria, como, por exemplo, a obesidade, onde a gordura periférica (gordura localizada)
aumenta a secre¢do de hormonio feminino (estrogénio) (LORDELO et al., 2007), o uso de
hormdnios exdgenos (anticoncepcional e reposi¢do hormonal) (THULER, 2003), o avango da
idade, continua sendo o principal fator de risco, além do historico pessoal e familiar, onde
mulheres que j4 tiveram cancer de mama e que tenham parentes de primeiro grau (mae, irma
ou filha) diagnosticados com cancer de mama tém o risco aumentado (ARAUJO DA SILVA I;
DA; RIUL, 2011; KAMINSKA et al., 2015).

A compreensdo clinica a respeito do cancer de mama melhorou drasticamente ao longo
dos anos a partir do conhecimento de sua heterogeneidade que exibe a diversidade
histopatologica, variagdo genética, subtipos moleculares e desfechos clinicos. Além disso,
descobertas cientificas tém levado a novas e melhores formas de prevengdo, diagnostico e

tratamento do cancer de mama.

2.21.2 Métodos convencionais de diagnostico

Diversas técnicas para o diagnodstico do cancer de mama estdo disponiveis, dentre os
métodos mais usuais, estdo o autoexame, o exame clinico das mamas, a mamografia e
ultrassom. No entanto, nos casos quando a mamografia e/ou ultrassom das mamas apresentam
alteracdes suspeitas ¢ recomendado a realizacdo de uma biopsia. O material coletado deve ser
submetido ao processamento e uso de técnicas laboratoriais (imuno-histoquimica e técnicas
moleculares) adequadas, necessitando assim de alguns dias para estabelecer o diagnostico
(KNUTSON; STEINER, 2007; YANG; DEMPSEY, 2007, THORNTON, H.; PILLARISETTI,
2008).

Atualmente, a realizagdo de cirurgia e o uso de esquemas quimioterapicos tém sido as
principais alternativas terapias utilizadas no tratamento do cancer de mama. No entanto,
diversos pacientes tém desenvolvido resisténcia as drogas quimioterapicas, levando a um mau
prognostico do tratamento (RIVERA; GOMEZ, 2010). Portanto, o diagndstico precoce do
cancer de mama tem se tornado um importante pré-requisito para melhoria da eficacia no

tratamento. Embora os métodos convencionais tenham apresentado beneficios no diagndstico
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do cancer de mama, o foco de varios estudos tem sido o desenvolvimento de biossensores para
o diagnostico precoce de cancer de mama (SEZGINTURK, 2011; ARIF et al., 2015;
KAZEROONI; NASSERNEJAD, 2016).

2.21.3 Impacto do diagnostico precoce

Evidéncias cientificas demonstram que o diagnostico precoce do cancer, combinado
com tratamento eficaz e acessivel, resulta na melhoria dos estdgios da doenga, com redu¢ao da
mortalidade por cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002; ILBAWI;
ANDERSON, 2015). No Reino Unido e na Irlanda, mais de 50% da redu¢do da mortalidade
causada por cancer de mama em mulheres com menos de 65 anos, foi devido ao
aperfeicoamento do diagnostico precoce e ao fornecimento de tratamento eficaz (STOCKTON
D, DAVIES T, DAY N, 1997). Melhorias semelhantes na reducdo da mortalidade por cancer
de mama foi observado em outros paises devido a introdug¢do do diagndstico precoce (Figura

5) (SHULMAN et al., 2010).

Figura 5. Exemplo do impacto do diagnoéstico precoce nos Estados Unidos
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Fonte: Shulman, 2010 (SHULMAN et al., 2010).

O diagnostico precoce do cancer apresenta trés passos (Figura 6). Estes passos
correspondem ao caminho padronizado de busca de satide iniciado pelo paciente através da
doenga: (I) conscientizacdo e busca de saude, (II) diagnodstico e (III) inicio do tratamento

(WELLER D, VEDSTED P, RUBIN G, WALTER FM, EMERY J, 2012; RUBIN et al., 2015).
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Figura 6. Elementos essenciais para o diagnostico precoce do cancer
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Fonte: Adaptado do Guia para diagnéstico precoce do cancer da WHO, 2017 (WHO, 2017).
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2.22 AVANCOS DA NANOTECNOLOGIA E O DESENVOLVIMENTO DE
BIOSSENSORES

A nanotecnologia tem atraido a aten¢do de diversos setores como da indistria e da
academia, devido a diversidade de aplicagdes que podem ser desenvolvidas por meio da
manipulagdo de 4atomos e moléculas na escala manométrica. O grande diferencial da
nanotecnologia ¢ a potencializa¢do das propriedades fisico-quimica, que permitem desenvolver
novos materiais € produtos em concentragdes extremamente reduzidas (AGUILAR, 2012;
ERIC DREXLER, 2013). O uso da nanotecnologia passou a representar um novo horizonte
para o conhecimento, com diversos impactos sobre o desenvolvimento tecnoldgico e
econdmico. Diversos tipos de biodispositivos tém sido desenvolvidos com uso da
nanotecnologia, com objetivo de aumentar a relagdo sinal/ruido, aumentar a sensibilidade e
estabilidade, reduzir o tempo de resposta e melhorar os limites de deteccdo em concentragdes
nanomolares e picomolares (CHOI et al., 2007; PERIASAMY; UMASANKAR; CHEN, 2009).
A aplicabilidade da nanotecnologia pode ser observada nas diversas areas do conhecimento, na
saude, destacam-se algumas frentes como na producdo de novos farmacos e biossensores
(KURZWEIL et al., 2006; ERIC DREXLER, 2013). A capacidade de manipular 4tomos e
moléculas possibilita observar em tempo real suas interacdes, fornecendo assim, maior
sensibilidade aos biossensores quando comparados aos métodos convencionais (KOHLES et
al., 2011).
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Os biossensores sdo pequenos dispositivos capazes de reconhecer reagdes bioldgicas,
para detectar os analitos alvos através de um sistema de transdug@o e amplificacdo dos sinais
(WANG, 2000).

Conforme apresentado na Figura 7, estes dispositivos sdo caracterizados por combinar
um sistema de reconhecimento molecular, também chamado de componente bioldgico e
responsavel pela geracdo do sinal; um transdutor de sinal, que converte os processos de
reconhecimento biolégico em sinais mensurdveis ¢ uma unidade de amplificagdo, medida e
processamento de dados, para em seguida serem disponibilizados por meio do display de

apresentacao do resultado (GRIESHABER et al., 2008; LEE et al., 2008).

Figura 7. Representagdo da configuragdo dos componentes funcionais de um biossensor
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Fonte: Adaptado de Grieshaber et al., 2008; Lee et al., 2008 (GRIESHABER et al., 2008; LEE et al., 2008).

Dentre as principais vantagens do seu uso, destaca-se a alta sensibilidade e seletividade.
Devido estas vantagens, os biossensores sdo considerados ferramentas promissoras para
analises clinicas e laboratoriais (JUSTINO et al., 2010). No entanto, ¢ necessario a realizagdo
de outros estudos que assegurem o potencial de uso e comercializagdo destes métodos de

biodeteccao (HOBSON, 2016).

2.22.1 Classificaciao dos biossensores quanto ao elemento receptor

Diversos elementos biologicos podem ser utilizados na constru¢do de um biossensor,
como por exemplo enzimas, anticorpos, antigenos, acidos nucléicos, micro-organismos, tecidos
vegetais ou animais e lectinas (GUAN; MIAO; ZHANG, 2004; OLIVEIRA et al., 2008;
CAYGILL; BLAIR; MILLNER, 2010; SU et al., 2011; MITTAL et al., 2017). Embora haja
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diversos tipos de biorreceptores, a escolha adequada do elemento bioldgico ¢ essencial para
garantir a especificidade do biossensor (VO-DINH; CULLUM, 2008).

Desta forma, inicialmente os biossensores podem ser classificados em biocataliticos ou
de bioafinidade. Cuja classificacdo ¢ realizada de acordo com o mecanismo de intera¢do do
elemento receptor com o analito e os eventos bioquimicos resultantes. Nos biossensores de
bioafinidade, o receptor bioldgico reconhece a molecular alvo e forma um complexo estavel
capaz de gerar um sinal de transdugdo. Nestes sistemas de biodeteccdo, utilizam-se antigenos,
anticorpos, lectinas e receptores proteicos, sendo o equilibrio alcangado sem o consumo do
analito pela molécula bioldgica imobilizada. Ja nos biocataliticos, o receptor bioldgico catalisa
uma reacdo quimica caracterizada pela biotransformacdo do analito em subprodutos que
posteriormente ¢ identificado. Neste caso, a interagao receptor/analito realiza uma mudanga nas
concentragdes dos substratos ou produtos (THEVENOT et al., 2001; MONOSIK;
STREDANSKY; STURDIK, 2012).

Os Dbiossensores podem ser classificados em enzimdticos, genossensores,
imunossensores, aptassensores, microbiologicos e celulares, segundo a natureza do elemento

receptor.

e Biossensores enzimaticos: baseiam-se no uso de enzimas como elementos receptores.
O principio da detec¢do esta relacionado a formacgao de substancias quimicas resultantes
da interagao enzima/analito (NEWMAN; SETFORD, 2006; SASSOLAS; BLUM,;
LECA-BOUVIER, 2012).

e Genossensores: sao elaborados a partir da imobilizacdo de oligonucleotideos capazes
de realizar o reconhecimento molecular através de um processo especifico de hibridagado
(PIVIDORI; MERKOCT; ALEGRET, 2000). Os fragmentos genéticos podem ser
oriundos do dcido desoxirribonucleico (DNA) ou acido ribonucleico (RNA) (JUSTINO
et al., 2015).

¢ Imunossensores: baseados na imobilizagdo de antigenos ou anticorpos na superficie do
transdutor, o processo de bioreconhecimento ¢ caracterizado por uma reagdo
imunoldgica que produz a formagdo de um complexo antigeno-anticorpo (LUPPA;

SOKOLL; CHAN, 2001; PRODROMIDIS, 2010).
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Aptassensores: Aptameros sdo segmentos de oligonucleotideos da fita simples de DNA
ou RNA, que sdo modificados para adquirirem uma conformacao estrutural com alta
especificidade e afinidade para qualquer alvo de interesse farmacéutico ou biologico,
como proteinas, ions e pequenas moléculas (FENG; DAI; WANG, 2014; Ll et al., 2015;
SONG et al., 2017).

Microbiologicos: neste sistema, as bactérias, leveduras e fungos imobilizados sobre

superficies transdutoras, agem como elementos de biodeteccao (LIM et al., 2015).

Celulares: utilizando qualquer tipo de célula viva como elemento de
bioreconhecimento, os biossensores celulares sdo elaborados a partir de células oriunda
de micro-organismos ou nao. Este tipo de biossensor apresenta uma ampla versatilidade
de uso, incluindo o diagndstico precoce de doengas cronicas, monitoramento ambiental
e testes toxicoldgicos. Além destas aplicacdes, os biossensores celulares permitem a
caracterizacao da a¢do de diversos farmacos sobre o sistema biolégico (EDMONDSON

etal., 2014; CHENG et al., 2015; HU et al., 2017).

2.22.2 Classificaciao dos biossensores quanto ao elemento transdutor

Conforme o sistema de transducdo de sinal e o tipo de energia mensurada, os

biossensores podem ser classificados em:

Opticos: sistemas de transdutores opticos sdo baseados na medigio da luz observada ou
emitida como resultado de uma reacdo quimica ou biologica (MEHRVAR; ABDI,
2004). O efeito de Ressonancia de Plasma de Superficie (SPR — Surface Plasmon
Resonance) ¢ uma oscilagdo da densidade da carga longitudinal, ao longo da interface
de dois meios com constantes dielétricas de sinais opostos, onde um ¢ metal (Ag, Au,

Cu, Al) e o outro um dielétrico (DE CARVALHO; RATH; KUBOTA, 2003).

Piezoelétricos: todo corpo possui uma frequéncia natural de vibragdo. A pressdo
mecanica ou a aceleracdo de tensdo faz com que ocorra uma variacdo de massa, capaz
de produzir vibragdes mecanicas. O transdutor pizoelétrico identifica estas vibragdes de

mecanicas sobre ele, e transformar o sinal de pressdo mecanica em sinal elétrico
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(FATIBELLO-FILHO, O.; CAPELATO, 1992). Basicamente o efeito consiste em
converter energia mecanica em energia elétrica, dado que do grego “piezo” ¢ igual

pressao.

Os primeiros pesquisadores a observarem e estudarem o efeito piezoelétrico foram os

irmaos Pierre e Jacques Curie, em 1880. Durante seus estudos sobre o efeito da pressdo na

geracdo de carga elétrica, os irmaos Curie, observaram que quando comprimido o quartzo em

determinadas direcdes, este gerava um potencial elétrico entre as superficies do material

(CURIE; CURIE, 1880). A polarizagdo elétrica apresentada pelos cristais pizoelétricos de

quartzo, confere aos cristais a propriedade de ressonancia.

Desta forma, baseado no principio de revestir a superficie do biossensor com uma

substancia biologicamente ativa, que quando colocada em solu¢do contendo analito, faz com

que a massa do cristal aumente enquanto a frequéncia da ressonancia das oscilagdes reduz

proporcionalmente (MEHRVAR; ABDI, 2004).

Calorimétricos: a maioria dos processos bioquimicos envolve a alteracdo da entalpia
(MORGAN; NEWMAN; PRICE, 1996). Os transdutores calorimétricos sdo capazes de
medir os calores envolvidos nas reagdes quimicas entre o analito e a substancia

biologicamente ativa (MEHRVAR; ABDI, 2004).

Eletroquimicos: a utilizacdo de um método eletroquimico como transdutor de sinal
garante alta seletividade ao biossensor (LOJOU; BIANCO, 2006). O transdutor de sinal
tem a fung¢@o de monitorar as interagdes fisico quimica que ocorrem entre a amostra a
ser analisada e seu receptor. No método eletroquimico, ocorre um processo de redox,
onde a transferéncia de elétrons entre os potenciais trabalhos do componente biologico,
gera um sinal elétrico que ¢ captado na interface solucao/eletrodo na forma de corrente
(GIL, E.C.; MELO, 2010). Biossensores eletroquimicos sdo comumente utilizados em
testes de monitoramento e diagnosticos em analises clinicas (MEHRVAR; ABDI, 2004;
GAU et al., 2005). Estes dispositivos destacam-se pelas principais vantagens como
baixo custo, alta sensibilidade, rapido screening e estabilidade (SONG; XU; FAN,
2006). De acordo com a propriedade avaliada durante o processo de bioreconhecimento,
o mecanismo de transducdo dos biossensores eletroquimicos podem ser subclassificados
em amperométricos, potenciométricos, condutimétricos e impedimétricos

(MEHRVAR; ABDI, 2004).
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Os amperométricos baseiam-se na medida da corrente elétrica gerada no momento da
transferéncia de elétrons do analito para o eletrodo ou vice-versa, resultantes da reagdo
quimica de redox de uma espécie eletroativa. A direcdo do fluxo de elétrons depende
das caracteristicas do analito e pode ser controlada pela aplicagdo de um potencial
elétrico no eletrodo. Na deteccdo amperométrica, ¢ aplicada uma diferenca de potencial
no eletrodo de trabalho, fazendo com que o analito reaja e gere uma corrente. A
intensidade da corrente aplicada deve ser proporcional a concentracdo do analito

gerador de corrente (THEVENOT etal., 2001; WANG et al., 2008).

Os transdutores potenciométricos sdo utilizados para mensurar a redu¢do ou aumento
da concentragdo de algum componente da reagdo por meio da diferenca de potencial
entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia (THEVENOT et al., 2001; RAOOF;
OJANI; KIANI, 2004).

Transdutores condutimétricos medem a mudanga na condutincia entre o par de
eletrodos, resultante do uso de enzimas para catalisar a rea¢do. A reagdo enzimo
catalitica produz ou consome ions que alteram a quantidade de portadores de carga
movel no eletrélito. Usualmente as enzimas sdo produzidas por metais nobres como Au,
Ag, Cu, Ni ou Cr, e sdo imobilizadas na superficie do eletrodo. A interagdo especifica
entre o analito e o eletrodo, modifica a condutancia na camada enzimatica quando um

campo elétrico ¢ aplicado (MORGAN; NEWMAN; PRICE, 1996; WANG et al., 2008).

Impedimétricos aferem a impedancia gerada pelo sistema a partir da aplicagdo de um
potencial senoidal no eletrodo de trabalho frente a uma determinada faixa de frequéncia,
obtendo-se desta forma, uma corrente elétrica alternada que sera associada a impedancia
total da interface eletrodo/solug¢do (RAMANATHAN et al., 2016; SHEIKHZADEH et
al., 2016).
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2.23 TECNICAS ELETROANALITICAS

2.23.1 Voltametria ciclica

A facil aplicabilidade e versatilidade da voltametria ciclica (VC) foram um dos
principais atributos responsaveis pela sua popularizagdo, e fez com que se tornasse uma das
principais ferramentas utilizadas para a compreensdo qualitativa dos processos eletroquimicos
interfaciais. A VC normalmente ¢ utilizada na investigacdo de processos eletrodicos, devido
fornecer rapidamente informagdes sobre a termodinamica de processos redox, a cinética de
reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e sobre a ocorréncias de reagdes quimicas
acopladas a processos adsortivos (BRETT, A. M. O.; BRETT, 1996).

O funcionamento da técnica de VC consiste na aplicacdo de uma variagao de potencial
linear na forma de uma onda triangular (Figura 8) a um eletrodo de trabalho, ocasionando
reacdes de oxidacdo e redugdo na presenca de espécies eletroativas na solugdo ou presentes na
superficie do eletrodo (ROGERIO DOS SANTOS ALVES; ALEX SOARES DE SOUZA,
2014).

Conforme apresentado na Figura 8, um potencial inicial (Einicial) € selecionado para
indicar o inicio do ciclo e varrido linearmente (varredura direta), a uma velocidade constante
em funcdo do tempo, até alcancar o potencial final (Efna). A partir de entdo, a direcdo da
varredura ¢ invertida em dire¢do ao Eiicial, € 0 ciclo é repetido quantas vezes forem necessarias,
obtendo-se como resposta um grafico que representa a correlacdo da intensidade de corrente
obtida em diferentes potenciais ao longo do tempo, denominado voltamograma ciclico (Figura

9).
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Figura 8. Representagdo da variagdo de potencial na forma de onda triangular, em voltametria ciclica
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Fonte: Rogério dos Santos Alves, 2014 (ROGERIO DOS SANTOS ALVES; ALEX SOARES DE SOUZA, 2014).

Figura 9. Voltamograma obtido por voltametria ciclica, Ox representa a forma oxidada da espécie eletroativa, Red

a forma reduzida e “ne-“ representa o niimero de elétrons envolvidos
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Fonte: Rogério dos Santos Alves, 2014 (ROGERIO DOS SANTOS ALVES; ALEX SOARES DE SOUZA, 2014).

De acordo com o voltamograma apresentado na Figura 6, inicialmente ¢ aplicado um
valor de potencial que ndo causa nenhuma reacao de oxirredugdo. Posteriormente aplicando um
aumento do potencial em dire¢do ha regides mais positiva (regido anddica — potencial positivo),
favorecendo a oxidagdo das espécies em solugdo, ocorre o aumento da corrente. Nesta etapa,
forma-se um pico anddico proporcional a concentragdo do analito em estudo. Mesmo com o

aumento do potencial no sentido positivo, a corrente anddica comeg¢a a diminuir devido a
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deplecao das espécies reduzidas passiveis de oxidacao (HARRIS, 2001). Quando o potencial
final (Efinal) ¢ atingido, o potencial passa a ser varrido no sentido inverso. Neste momento, o
potencial torna-se gradativamente mais negativo e as reagdes de reducio sio favorecidas. A
medida que o potencial adquire um valor mais negativo, o eletrodo torna-se uma fonte de
elétrons, favorecendo a reducdo das espécies na interface eletrodo/solucdo. Por esta razdo, os
produtos gerados pela varredura de potencial no sentido positivo (varredura direta), formam um
pico anddico, enquanto a varredura de potencial no sentido negativo (varredura inversa), forma
o0 pico catddico simétrico ao anddico (BRETT, A. M. O.; BRETT, 1996; LOJOU; BIANCO,
2006; PACHECO et al., 2013).

Para execu¢do dos experimentos de VC sdo realizados em células eletroquimicas
composta por trés tipos de eletrodos: de trabalho, referéncia e um auxiliar também conhecido
como contra-eletrodo (GRIESHABER et al., 2008).

O eletrodo de trabalho ¢é responsavel por medir os fendomenos eletroquimicos
investigados. Existem diferentes tipos de eletrodos disponiveis, os mais utilizados sdo de
platina, ouro e prata. Por permitir a oxidacdo e reducdo em solugdes aquosas e nao aquosas, o
carbono (carbono vitreo, eletrodo de pasta de carbono) por ser um material inerente ¢ um bom
material para construcdo de eletrodos (GRIESHABER et al., 2008). O eletrodo de trabalho deve
ser selecionado de acordo com a faixa de potencial que se pretende estudar. O potencial ao
eletrodo de trabalho para medidas voltamétricas ¢ sempre controlado em relag@o ao eletrodo de
referéncia.

O eletrodo de referéncia mantém o potencial constante e idealmente deve ser reversivel,
ter potencial estavel com tempo, ter potencial que retorne ao equilibrio depois que correntes
pequenas sdo passadas através do eletrodo. Os modelos mais comuns sdo o de calomelano
saturado e o de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) (GRIESHABER et al., 2008).

O eletrodo auxiliar atua como fornecedor de elétrons para o eletrodo de trabalho, e faz
com que nenhuma corrente passe pelo eletrodo de referéncia, mantendo assim seu potencial
constante (GRIESHABER et al., 2008). A Figura 10 ilustra a representagdo esquematica de

uma célula eletroquimica utilizada nos experimentos voltamétricos.
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Figura 10. Representacdo esquematica de uma célula eletroquimica de compartimento tinico composta por trés

eletrodos: eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e eletrodo auxiliar

Eletrodo de referéncia \ /'_

Eletrodo auxiliar

Eletrodo de trabalho

Fonte: Adaptado de LANDIM, 2014 (LANDIM, 2014).

Os principais pardmetros obtidos a partir de um voltamograma ciclico sdo: potencial de
pico anodico (Epa), potencial de pico catddico (Epc), corrente de pico anddico (ipa), corrente
de pico catédico (ipc) e diferenca entre o potencial de pico anoddico e catddico (AEp)

(KISSINGER; HEINEMAN, 1983). As defini¢des e medidas dos pardmetros citados estdo

representadas na Figura 11.

Figura 11. Principais pardmetros eletroquimicos observados a partir de um voltamograma ciclico
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Fonte: Kissinger, 1983 (KISSINGER; HEINEMAN, 1983).

A partir dos principais obtidos do voltamograma ciclico ¢ possivel obter informagdes

relacionadas a reversibilidade do sistema em analise, elucidagdo de mecanismos de reagdes
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eletroquimicas, detec¢do da existéncia de reagdes acopladas a processos eletroquimicos,
identificacdo de espécies presentes na solugdo e andlise semiquantitativa das velocidades de

reacdo (BRETT, A. M. O.; BRETT, 1996).

2.24 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) ou simplesmente espectroscopia
de impedancia (EI) ¢ uma técnica eletroquimica utilizada para caracterizar diversas
propriedades elétricas de materiais, principalmente, investigar a dindmica de ligagao de cargas
nas regides interfaciais do eletrodo condutor, com a carga mével no volume de materiais solidos
(tais como semicondutores e dielétricos) ou liquidos (como misturas idnicas e eletrdlitos fracos)
(BARSOUKOV; MACDONALD, 2005; MACDONALD, 2006). A EIE apresenta diversas
aplicagoes, tais como: investigacdo de mecanismos em reacgdes eletroquimicas (GABRIELLI,
1998), medidas de propriedades dielétricas (ALEXE-IONESCU et al., 2010) e de transporte em
materiais (SIDEBOTTOM, 2009), estudo de biossensores (LISDAT; SCHAFER, 2008),
analise de filmes anodizantes e de inibidores de corrosio (A. AMIRUDIN; AMIRUDIN;
THIERRY, 1995).

A EIE baseia-se na aplicagdo de um estimulo elétrico em um sistema de eletrodos
disposto em uma célula eletroquimica e na observacao do efeito desta perturbacio de potencial
sob o sistema em investigacdo. O estimulo do sistema ¢ gerado pela aplicagdo de um potencial
continuo de pequena amplitude na forma senoidal. Através da aplicagdo de um potencial com
poucos milivolts, ¢ possivel promover uma perturbagdo minima ao sistema, onde permite desta
forma, investigar fendmenos eletroquimicos proximos ao estado de equilibrio (DAMOS;
MENDES; KUBOTA, 2004). Neste mesmo sistema de eletrodos ¢ sobreposto um sinal
alternado com diferentes valores de frequéncia, capaz de produzir uma corrente alternada de
natureza senoidal na célula eletroquimica (MACDONALD, 1990, 1992; BOTT; PH, 2001;
SUNI, 2008). Desta forma, por meio do monitoramento das relagdes entre o potencial aplicado
e a corrente resultante, a impedancia do sistema ¢ calculada (BARD; FAULKNER, 2001;
DAMOS; MENDES; KUBOTA, 2004). Através da analise de EIE ¢ possivel avaliar a taxa de
transferéncia de carga, condutividade dos materiais, capacitancia entre outras propriedades
(JIANG, J.; KUCERNAK, 2002).

A impedancia originalmente foi criada para descrever a resposta de um sistema

composto por capacitancias, resisténcias e indutancias, no entanto, estendeu-se para os sistemas
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eletroquimicos devido varios processos contribuirem para compreensdo da relagdo entre
corrente ¢ o potencial do sistema. Primordialmente a impedancia de um sistema elétrico ¢
composta por trés componentes: (I) componente resistivo (resisténcia); (II) componente
capacitivo (capacitancia); e (III) componente indutivo (indutancia). O componente resistivo €
responsavel por realizar a perda de energia elétrica na forma de calor. O componente capacitivo
¢ responsavel por armazenar carga (energia eletrostatica) em um local especifico do sistema,
dificultando a passagem de corrente elétrica. J& o componente indutivo ¢ responsavel por
acumular energia em um campo magnético (KATZ; WILLNER, 2003; LISDAT; SCHAFER,
2008). A impedancia (Z) ¢ calculada por meio da razdo entre a voltagem e a corrente, ambas
em funcdo do tempo e considerando as diferentes frequéncias de excitagdo (Equacgdo 1)
(WANG; YE; YING, 2012).

V(D)
Ci(t)

Equagao 1

Os valores de impedancia correspondem a nimeros complexos compostos por um
componente real (Z’) e um componente imaginaria (-Z”), estando relacionados
respectivamente, a resisténcia e a capacitancia do circuito elétrico (MACDONALD, 1990;
KATZ; WILLNER, 2003; SUNI, 2008). Estes valores estao correlacionados de acordo com as

equacdes 2 e 3 abaixo.

R
Z'=Rs+ — 11—
LT @TCaRa Equagdo 2
. wCRE
g = Llafear
L+ @ CaRer Equagio 3

Onde, R, — resisténcia da solugdo, Rcr — resisténcia a transferéncia de carga, @ —
frequéncia angular e Cy4— capacitancia de dupla camada elétrica (BARD; FAULKNER, 2001).

A representagdo grafica mais comum para avaliar os dados de EIE — Z” (componente
imaginaria da impedancia) vs. Z’ (componente real da impedancia), é por meio do diagrama de
Nyquist, também chamado de semicirculo de Cole-Cole, onde cada componente real da
impedancia ¢ plotado contra seu real componente imaginario (Figura 12). No diagrama de
Nyquist, cada ponto representa a impedancia total do sistema em uma determinada frequéncia.

Nas regides de frequéncias mais elevadas forma-se um semicirculo caracterizando os processos
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limitantes da transferéncia de carga, como a Ry € Rcr. Ja nas regides onde as frequéncias sao
menores, observa-se uma linha reta caracterizando o processo difusional na dupla camada
elétrica. O diagrama de Nyquist ¢ um tipo de representa¢do grafica amplamente utilizado na
eletroquimica devido fornecer informagdes sobre a cinética de transferéncia de elétrons e de
facil interpretacdo visual (ALVES; BRETT, 2002; WANG; YE; YING, 2012; BAHADIR;
SEZGINTURK, 2016).

Figura 12. Representagdo de um diagrama de Nyquist
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Fonte: Avelino,2017 (AVELINO, 2017).

A EIE ¢ um método eletroquimico que se destaca dos demais devido sua sensibilidade.
Embora originalmente a espectroscopia de impedancia tenha sido desenvolvida para uso da
engenharia elétrica, atualmente ¢ uma técnica muito utilizada em diversas dreas como analises
clinicas e biomédicas, tecnologia farmacé€utica, ciéncias de materiais, entre outras. Devido sua
capacidade de monitorar propriedades fisico-quimicas, tais como a capacitancia e a resisténcia
a passagem de elétrons, definir eventos moleculares a nivel da dupla camada elétrica e permitir
a caracterizagdo estrutural de biossensores e a compreensdo de fendmenos interfaciais, como
os processos de biodetec¢do na superficie dos eletrodos modificados (KATZ; WILLNER, 2003;
GUAN; MIAO; ZHANG, 2004; PARK; PARK, 2009; BAHADIR; SEZGINTURK, 2016).
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2.25 AVALIACAO MORFOLOGICA

A microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ uma técnica de caracterizacdo
microestrutural de superficie irregulares. Seu principio de funcionamento consiste na emissao
de um feixe de elétrons por meio de um filamento de tungsténio, que concentrado, controlado
e reduzido por um sistema de lentes eletromagnéticas, diafragmas e bobinas, incidem sobre a
amostra, promovendo uma série de sinais relacionados com a interagdo do feixe de elétrons
incidente e a amostra. A intera¢do do feixe com a amostra permite caracterizar as propriedades
da topografia da superficie, composi¢do e a cristalografia da amostra (Figura 13) (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007).

Figura 13. Desenho esquematicos de um microscopio eletronico de varredura
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Fonte: Oréfice et al., 2006 (OREFICE, R. L., PEREIRA, M. M., MANSUR, 2006).

Os sinais obtidos da interacdo do feixe incidente com a amostra sdo: elétrons
secundarios, elétrons retroespalhados, raio-X caracteristicos, raio-X continuos, fétons de luz
(fotoluminescéncia) e elétrons Auger. Dentre os sinais utilizados mais frequentes estdo os
elétrons secunddrios, elétrons retroespalhados e raio-X caracteristicos. Os elétrons secundarios
sdo espalhados inelasticamente pelo feixe de elétrons primario, e sdo provenientes de regides

superficiais da amostra, entre 1 ¢ 10 nm (GOLDSTEIN et al., 2003). A partir desses elétrons ¢
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possivel obter imagens com informagdes morfoldgicas da amostra. Os elétrons retroespalhados
sdo gerados por meio de colisdes eldsticas entre o feixe de elétron primdrio e o nucleo atomico.
Os elétrons retroespalhados sao originados em regides mais profundas da amostra, até¢ 1,5 pm
(GOLDSTEIN et al., 2003). Os elétrons retroespalhados sdo responsaveis por fornecer imagens
caracteristicas da variacdo de composicdo da amostra. J4 os raios-X caracteristicos sao
produzidos em qualquer regido da amostra pelos elétrons primdarios e possui energia suficiente
para remover um elétron de uma camada interna de outro 4&tomo. Eles podem surgir de regides
com até 3 um e por possuir energia caracteristica de cada atomo, fornecem informacdes

elementares (DA ROZ et al., 2015).

226 LECTINA COMO COMPONENTE DE BIORRECONHECIMENTO EM
BIOSSENSORES

Carboidratos estdo presentes na maioria das células e desempenham um papel
importante no crescimento e desenvolvimento celular, no reconhecimento e resposta imune,
transducdo de sinal e na comunicagdo celular (INATANI et al., 2003; OHTSUBO; MARTH,
2006; CHEN; CHEN; DEMETRIOU, 2007; PILOBELLO; MAHAL, 2007). A glicosilacao
anormal tem sido associada com o desenvolvimento de diversas doengas, como, artrite
reumatoide, infec¢do viral, bacteriana e canceres (OHYAMA; TSUBOI; FUKUDA, 1999;
SHARON; LIS, 2004). Desta forma, a da caracterizagdo da expressdo de carboidratos na
superficie celular tornou-se importante para compreensdo do seu papel na doenga, bem como,
no desenvolvimento de dispositivos para diagnostico (S.Y. CHEN, T. ZHENG, M.R.
SHORTREED, C. ALEXANDER, 2007).

Diversos sdo os componentes bioldgicos que apresentam potencial para serem utilizados
em sistemas de biossensores. Entre os compostos organicos utilizados, a Concanavalina A (Con
A), ¢ uma lectina (proteina ligante a carboidratos) extraida originalmente do feijao Jack, que
possui atividade biotecnoldgica de grande relevancia, dada sua versatilidade para imobilizar
uma variedade de glicoproteinas (BARNES et al, 1991; QUINN et al, 1997; R.
BALLERSTADT, 1997, M.V. MIRANDA, M.L. MAGRI, A.A.N. DEL CANIZO, 2002; K.
SUGAWARA, T. SHIROTORI, G. HIRABAYASHI, H. KURAMITZ, 2004).

A Con A ¢ uma proteina que apresenta mudanga na conformagdo de sua estrutura
quaterndria quando colocada em solugdo aquosa, com variacdo de pH (ZAND; AGRAWAL;
GOLDSTEIN, 1971), temperatura (SENEAR; TELLER, 1981) e forca idnica da solucao
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(MCKENZIE; SAWYER; NICHOL, 1972). A varia¢ao do pH favorece ou ndo a agregacdo de
seus dimeros em tetrameros. A subunidade monomérica ¢ constituida por 237 residuos de
aminoacidos e possui uma massa molecular equivalente a 26,5 Kda, cuja agregacao de dois
mondmeros em pH < 5,6, forma um dimero com massa molecular aproximadamente de 53 Kda,
conhecido como dimero canonico. A mudanga do pH para valores superiores a 7,0, resulta na
agregacao de dois dimeros em um tetramero (massa molecular = 104 Kda), chamado de dimero
de dimero (MANDAL; BREWER, 1993; NAEEM; KHAN; KHAN, 2005).

A atividade biologica desempenhada pela Con A esté relacionada a sua capacidade em
reconhecer especificamente residuos de a-D-manopiranosil e a-D-glicopiranosil. A ligagdo ao
sacarideo na conformacao da cadeia, ocorre através de ligagdes de hidrogénio entre quase todas
suas hidroxilas (aceptoras e doadoras) e o dominio de reconhecimento de carboidratos da
lectina. Dentre as sete ligagdes de hidrogénio presentes, quatro sdo realizadas entre os a-aminos
da lectina, arginina e tirosina e trés entre os radicais livres de espartato e aspargina, ligados ao
ion célcio; além de interacdes de van der Waals entre os residuos aromaticos de tirosina e os
carbonos glicosidicos C-5 e C-6 (DEREWENDA, Z.; YARIV, J.; HELLIWEIL, J. R.; KALB
(GILBOA), A. J.; DODSON; M. Z.; WAN, T.; CAMPBELL, 1989; LORIS et al., 1998).

2.27 APLICACOES MEDICAS DA NANOTECNOLOGIA

A nanotecnologia na medicina estd voltada para o diagndstico, prevencdo e tratamento,
tendo como objetivo principal melhorar a qualidade de vida das popula¢des (FREITAS, 2005).
O uso de nanoestruturas na medicina surgiu como ferramenta para alavancar os avangos na
medicina tradicional e esta relacionado a dois fenomenos que ocorrem na nanoescala: transi¢des
em propriedades fisico-quimicas e transi¢des em interacdes fisioldgicas (ETHERIDGE et al.,
2013).

A liberagdo controlada e o uso de nano carreadores sdo algumas das aplicagdes da
nanotecnologia que possibilitam apds vultosos investimentos em pesquisa e desenvolvimento
(P&D), o resgate de drogas descartadas devido seus potenciais efeitos toxicos e baixa
disponibilidade (ROSSI-BERGMANN, 2008). A rapida metabolizagdo e os efeitos toxicos ao
organismo sao problemas que comumente impedem a aprovacgao e o registro de farmacos. Desta
forma, o encapsulamento de um farmaco, além de protege-lo contra a degradagdo prematura e
promover a solubilizacdo, pode ajudar a direcionar os farmacos para regides especificas

(ROSSI-BERGMANN, 2008; GARUD; SINGH; GARUD, 2012). Na produgao de firmacos e
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sistemas de distribuicdes de medicamentos, em especial para o tratamento do cancer, as
nanotecnologias apresentam um grande potencial de inovagao, sobretudo pelos seus beneficios
associados.

O uso da nanotecnologia para o diagndstico de doencas tem sido incorporado aos
biodispositivos para aumentar a relag@o sinal/ruido, reduzir o tempo de resposta, aumentar a
estabilidade e sensibilidade, e obter um limite de detec¢do em concentragcdes nanomolares
(CHOI et al., 2007; PERIASAMY; UMASANKAR; CHEN, 2009; TIWARI; NORDIN, 2014).
A nanotecnologia possibilitou o desenvolvimento de uma nova geragdo de dispositivos com
caracteristicas especificas, como menores dimensdes, mais rapidas e barato e ndo requerem
manuseio especializado. Estes dispositivos apresentam maior acurdcia e sensibilidade,
utilizando uma menor quantidade de amostra (SYEDMORADI et al., 2017).

Os biossensores geralmente sdo compostos por trés elementos: o elemento bioldgico,
transdutor e aparelho de leitura. Onde, um elemento bioldgico como a enzima, ¢ capaz de
reconhecer e sinalizar a presenga, atividade ou concentracdo de determinada biomolécula
(CHOI, 2012). A interacao entre a biomolécula investigada e o elemento biologico do
biossensor produz uma variagdo nas propriedades fisico-quimicas deste (Ex. mudanga de pH,
transferéncia de elétrons, mudanca de temperatura, massa, entre outros) que sao detectadas pelo
transdutor. O sinal resultante desta interag¢@o indica a presenca do analito de interesse e sua
concentracdo (BOULAIZ et al., 2011).

A capacidade de detectar biomoléculas associada a doencas, tais como metabolitos
especificos, acidos nucleicos, proteinas, patdogenos e células, tais como células tumorais
circulantes, sdo essenciais ndo somente para o diagndstico da doenca, mas também para a
investigacdo biomédica que envolve a descoberta e desenvolvimento de novos farmacos
(CHOI, 2012).

A especificidade de ligagdo a carboidratos conferida as lectinas (Con A), permite que
elas sejam empregadas em diversos solugdes biotecnologicas, como a purificacdo e
caracterizacdo de carboidratos complexos e glicoproteinas (WU et al., 2009), ensaios de
diagnésticos (OLIVEIRA; CORREIA; DINIZ, 2009), marcagdes histoquimicas (CORREIA et
al., 2010) e no desenvolvimento de biossensores para diagnostico de dengue (DEBORA M.N.
LUNA, MARIA D.L. OLIVEIRA, MAURICIO L. NOGUEIRA, 2014).

O desenvolvimento e a utilizacdo de biossensores tem representado um grande avanco
em diversas areas, na saude, a nanotecnologia tem contribuido de forma crescente e
exponencial, com grandes ganhos para o campo da promogdo a satide. E cada vez mais

constante, o desenvolvimento de novas técnicas e materiais, o que representa uma ampliagdo
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da aplicabilidade. O uso de biossensores para identificacdo precoce e tratamento do cancer, ¢
uma importante ferramenta para uso na medicina, pois, além de permitir o uso de técnicas
menos invasivas, auxiliam no desenvolvimento de novos farmacos menos nocivos aos
pacientes. Aumentando desta forma, as chances de sucesso no tratamento.

Face ao exposto, esta etapa do estudo teve como objetivo, construir uma plataforma
bioconjugada por meio de uma série de ligacdes covalentes entre moléculas de lectina e uma
camada de cisteina imobilizada sobre nanomembranas tridimensionais de TiO> revestida com

ouro.
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3 METODOS PARA DESENVOLVIMENTO DA REVISAO SISTEMATICA, ANALISE
ECONOMICA E DO BIOSSENSOR

3.1 PROTOCOLO DE REVISAO

Realizou-se uma revisdao sistematica de acordo com as orientagdes dos relatorios
preferenciais para analise sistematica e meta-analises (PRISMA) (Anexo A) (MOHER D,
LIBERATI A, TETZLAFF J, 2009). O protocolo foi registrado no Prospecto Internacional de
Revisoes Sistematicas (PROSPERO) (CRD42017065309).

3.2 CONSTRUCAO DA PERGUNTA DE PESQUISA

A pergunta condutora neste estudo foi estruturada usando a populacdo, intervengao,
comparador e resultados - outcomes (PICO), este processo foi utilizado para dividir a pergunta
em conceitos e termos de pesquisa. A pergunta de pesquisa foi estruturada de acordo com o

modelo PICO da seguinte forma:

e Populacio — compreendeu todos pacientes adultos com diagndstico de cancer
metastatico, avan¢ado ou incuravel.

e Intervencdo — compreendeu o cuidado paliativo precoce fornecidos logo apds o
diagnostico de cancer avangado.

e Comparagdo — compreendeu ao cuidado padrdo (exceto terapias paliativas para
prolongar a vida ou aliviar os sintomas como quimioterapia ou radioterapia paliativa).

e Outcomes — os desfechos principais foram a melhoria da qualidade de vida, medida aos
3, 6 e 12 meses de acompanhamento e o aumento da sobrevida dos pacientes com cancer
avancado. Outros desfechos avaliados incluiram a redu¢do na intensidade dos sintomas,

melhora do humor deprimido e ansiedade.
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3.3 ESTRATEGIA DE BUSCA E SUMARIZACAO DOS RESULTADOS

3.3.1 Bases de dados eletronicas

A busca por evidéncias sobre a eficacia clinica do CPP em pacientes com cancer
avancado constitui a plataforma central desta Tese. Os objetivos dos ECRs individuais e os
dados deles disponiveis determinaram quais desfechos foram vidveis meta-analisar. A andlise
da eficécia dos CPP possibilitou determinar a analise de custo-efetividade.

Uma busca detalhada da literatura foi realizada usando varios bancos de dados
eletronicos: MEDLINE (via PubMed), Centre for Reviews and Dissemination (CRD), The
Cochrane Library, Cumulative Index to Nursing and Allied Health Literature (CINAHL),
EMBASE e Google Scholar. Além disso, foi pesquisado estudos em andamento nas plataformas
International ~ Clinical Trial Registry Platform (ICTRP, www.who.int/ictrp) e
ClinicalTrials.gov.

A estratégia de pesquisa combinou termos e sindbnimos MeSH como cuidado paliativo,
neoplasia, QV e sobrevida. Além disso, filtros de pesquisa especificos para ECRs também
foram aplicados. Todas as pesquisas foram realizadas desde o inicio até junho de 2017. As
estratégias de busca utilizadas, juntamente com o numero de estudos recuperados nas bases de

dados pesquisadas, sdo apresentadas no Apéndice A.

3.4 SELECAO E IDENTIFICACAO DOS ESTUDOS

3.4.1 Critério de selecao dos estudos

Os resultados da pesquisa dos diferentes bancos de dados foram importados e
incorporados na ferramenta da Cochrane - Covidence e as duplicatas foram removidas
automaticamente ou excluidas manualmente. Dois revisores (FZ e 1Z) avaliaram de forma
independente os titulos e resumos recuperados para identificar os potenciais artigos para
inclusdo na meta-analise. Em seguida, ambos os revisores analisaram os demais documentos

completos. Todo o desacordo foi resolvido através de discussdes até chegar ao consenso. Se o
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consenso ndo puder ser alcancado entre os dois revisores, a opinido de um terceiro revisor

(CASA) foi solicitada.

3.5 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ESTUDOS

A qualidade de cada artigo selecionado para compor a meta-analise foi avaliada usando
a ferramenta de colaboragdo da Cochrane para avaliar o risco de viés de estudos randomizados.

Os riscos avaliados foram:

e Risco de viés de selecdo (geracdo de sequéncia aleatoria e ocultacdo da alocacdo)

e Risco de viés de desempenho (cegamento dos participantes)

e Risco de viés de deteccdo (cegamento dos avaliadores de resultados)

e Risco de viés de atrito (dados de resultados incompletos)

e Risco de viés de resultados (relato seletivo dos resultados, subgrupos ou anélise)

e Risco de outras fontes de viés (quaisquer preocupagdes importantes sobre outras
possiveis fontes de viés, como fonte de financiamento, adequagdo dos métodos
estatisticos utilizados, tipo de andlise, heterogeneidade entre os grupos em importantes

fatores)

Os riscos foram avaliados como baixo risco de viés (+), alto risco de viés (-) ou risco de
viés incerto (?). A qualidade da evidéncia e a for¢a da recomendacao foram avaliadas usando a
abordagem Grading of Recommendations Assessment, Developing, and Evaluation (GRADE)
(GUYATT et al., 2009, 2011a). Pretendeu-se avaliar o potencial viés de publicagdo através da
analise de funnel plot, no entanto, devido ao pequeno numero de estudos identificados para

revisdo, isso ndo foi possivel realizar (STERNE et al., 2011b).

3.6 EXTRACAO DOS DADOS

Finalmente, com os artigos considerados relevantes selecionados, os dados foram
extraidos e inseridos em um formulério especialmente projetado para resumir as principais
caracteristicas dos estudos. O objetivo principal do estudo, delineamento, método de

randomizagdo, populagdo, principais caracteristicas, prognéstico e resultados foram
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documentados. Os resultados obtidos foram registrados de acordo com o tempo de
acompanhamento — 3, 6 ¢ 12 meses. Quando essa informacao ndo pode ser recuperada, um e-

mail foi enviado aos autores solicitando dados nao relatados.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As estimativas de resultados foram agrupadas em uma meta-analise, usando modelo de
efeito randomizado com base no método DerSimonian-Laird. O modelo de efeito randomizado
explica o erro de amostragem e entre as variagdes do estudo. Este modelo ¢ preferivel quando
ha heterogeneidade nos resultados e fornece estimativas que sdo mais conservadoras
(PEREIRA; IOANNIDIS, 2011). Além disso, o modelo de efeito fixo (inverso da variancia)
também foi utilizado como andlise de sensibilidade. O intervalo preditivo que incorpora a
extensdo da heterogeneidade e inconsisténcia na analise foi utilizado para avaliar a extensdo da
incerteza no tamanho do efeito estimado em cada resultado medido (RILEY; HIGGINS;
DEEKS, 2011).

Quando o desfecho ¢ relatado em uma escala significativa (escala de uso generalizado)
e todos os estudos na andlise utilizam a mesma escala, a meta-andlise pode ser realizada
diretamente pela diferenca bruta das médias. Considere um estudo que reporta a média de dois
grupos (tratamento e controle) e suponha que vocé deseja comparar as médias dos dois grupos.
Assumindo que pnl e u2, representam a verdadeira média nos dois grupos, a diferenca da média

da populagdo ¢ definida como:
A= py — iy (3.1)

No entanto, os estudos selecionados para compor a meta-analise possuem dois grupos
independentes e utilizaram diferentes instrumentos para medir os resultados. Se diferentes
estudos utilizam diferentes instrumentos para avaliar os resultados, a escala de medida sera
diferente de estudo para estudo, desta forma, ndo € significativo combinar o tamanho do efeito
pela diferenca bruta das médias. Nesse caso, podemos dividir a diferenca da média em cada
estudo pelo desvio padrao (DP) desse estudo para criar um indice - a diferenca de média

padronizada (DMP) que seria comparavel através dos estudos (COHEN, 1988a).
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Assumindo que p1 e o1 representa a verdadeira média (populacdo) e DP do primeiro
grupo e [ e 62 representa a verdadeira média (populagiao) e DP no outro grupo. Se os dois DPs
da populacdo forem os mesmos (como ¢ assumido na maioria das técnicas de anélise de dados
paramétricos), de modo que 61 = o2 = o, entdo a DMP da populagdo ¢ definida como
(BORENSTEIN et al., 2009):

s—H1—Ha (3.2)

o

A DMP (8) de estudos que utilizam dois grupos independentes pode ser estimada como:

X —-x, 3
Swilhin

No numerador, x-barra 1 e x-barra 2 representam as médias da amostra nos dois grupos.

No denominador, o Swithin ¢ o DP ponderado e combinado entre os dois grupos

R (ny — 1)S7 + (np — 1)S3 (3.4)
within n oty — 5

onde n; e n» s3o o tamanho da amostra nos dois grupos, € Si € Sz sdo os DPs nos dois grupos.
Usamos o simbolo o para denotar o parametro de tamanho do efeito e o d para a estimativa da

amostra deste parametro, a variancia de d (uma boa aproximacdo) pode ser calculada por

(BORENSTEIN et al., 2009):

n+m d?

V.
! ninp 2(”1 +n2)

(3.5)

Nesta equacdo, a primeira parte a direita reflete a incerteza na estimativa da diferenca
da média (numerador em 3.3) e a segunda reflete a incerteza na estimativa de Swithin

(denominador em 3.3). O erro padrdo de d ¢ calculado pela raiz quadrada de V.

SE; =V, (3.6)

Acontece que d tem um ligeiro viés, tendendo a superestimar o valor absoluto em

amostras pequenas. Este viés pode ser removido por uma simples correcdo que produz uma
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estimativa imparcial de o, chamada Hedges' g (HEDGES, 1981). Para converter de d para
Hedges' g, usamos um fator de correcdo chamado, J. Hedges que pode ser obtido através da

formula:

3 (3.7)

J=1-
4df — 1

Nesta expressao, df representa o grau de liberdade usado para estimar Swithin, que para
dois grupos independentes € n; + ny - 2. Esta aproximagdo sempre tem um erro inferior a 0.007

e menos que 0.035 por cento quando df > 10 (HEDGES, 1981). Entao,

g=J xd, (3.8)
V, =J% x Vg, (3.9)
SE, = \/V, (3.10)

Os desfechos medidos como DMP tém o objetivo de comparar os resultados em
diferentes estudos através de diferentes medidas. Por esse motivo, ndo pode ser interpretado
como uma diferenca de pontos na escala de avaliagdo ou na melhoria percentual. Uma
abordagem para interpretar a magnitude da DMP ¢ usar as diretrizes amplamente aceitas de
Cohen (COHEN, 1988a). Para DMPs, ele definiu 0,2 como um efeito pequeno, 0,5 como efeito
médio e 0,8 como grande. A andlise de sobrevivéncia foi avaliada usando o modelo de efeito
randomizado e a métrica escolhida foi o odds ratio (OR).

A heterogeneidade estatistica foi avaliada e quantificada usando o Q de Cochran e I°.
Devido ao pequeno nimero de estudos incluidos na meta-analise, utilizamos p < 0,10 como
indicacdo de significancia estatistica e evidéncia de heterogeneidade (HIGGINS; THOMPSON,
2002; PEREIRA et al., 2010b). Todas as analises foram realizadas usando o Software Stata 14
(STATACORP, 2015).
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3.8 METODOS PARA ANALISE DE CUSTO-EFETIVIDADE

3.8.1 Estrutura do modelo

Uma analise de custo-efetividade foi conduzida para modelar os custos e os resultados
obtidos através do CPP em pacientes com idade igual ou superior a 65 anos, diagnosticado com
cancer de pulmao em células ndo pequenas, de acordo com a perspectiva do sistema publico de
saude brasileiro. O delineamento de custo-utilidade foi escolhido para destacar a importancia
dos CPP, como oportunidade para fazer o melhor para os pacientes, familiares e servigos de
saude em termos de melhoria na QV e economia de recursos (MORRISON; MEIER, 2004;
MORRISON, 2008). Uma hipotética arvore de decisdo foi construida para refletir duas
estratégias clinicas concorrentes: fornecer CPP versus cuidado padrdo para pacientes com
cancer de pulmao em células ndo pequenas.

Os CPP foram definidos de acordo com o modelo apresentado por Temel et al. (2010).
Neste modelo, os CPP foram iniciados até 8 semanas apds o diagnostico de cancer de pulmao
em células ndo pequenas incurdvel. Pacientes atribuidos para receber CPP reuniram-se
mensalmente com um membro da equipe de cuidados paliativos para manutenc¢ao dos sintomas,
estabelecer metas para o melhor cuidado e auxiliar na tomada de decisdo sobre o tratamento.
Os pacientes designados ao grupo de cuidado padrdo, ndo foram agendados para receber
cuidados paliativos, a menos que o paciente, a familia ou o oncologista tenham solicitado uma
consulta. Em ambas as estratégias clinicas, os pacientes continuam a receber cuidados
oncologicos de rotina (TEMEL et al., 2010).

Na média, o tempo de sobrevivéncia dos pacientes com cancer de pulmao em células
ndo pequenas ¢ inferior a um ano. Alguns estudos mostraram que as estimativas medianas de
sobrevivéncia dos pacientes com cancer avancado atribuido ao CPP variaram entre 11 e 18
meses (BAKITAS et al., 2009a, 2015; TEMEL et al., 2010). Assumindo essa suposi¢ao, o
modelo analitico da arvore de decisdo foi desenvolvido no Microsoft Excel 2013, para refletir
uma estrutura temporal ao longo de um periodo de 12 meses. A Figura 14 mostra como uma
coorte de pacientes com cancer de pulmao em células ndo pequenas pode percorrer através da
hipotética arvore de decisdo, durante esse periodo. No final do caminho, cada ramo da arvore

de decisdo fornece os resultados do modelo.
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Figura 14. Modelo de arvore de decisao do CPP
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O estagio avangado da doenca e o uso de quimioterapia podem levar o paciente a
experimentar varios sintomas e efeitos, tais como aumento da intensidade da dor, depressao,
anorexia, falta de ar, constipagdo, nduseas, vomitos e outros. Conforme o paciente com cancer
de pulmio em células ndo pequenas entra no modelo, ele/ela pode receber CPP ou ndo com
base na probabilidade de usar cuidados paliativos na linha de base. Quando um paciente
atribuido ao CPP faz uso de quimioterapia, ele pode visitar a sala de emergéncia ou
possivelmente ser hospitalizado para tratamento de sintomas ou efeitos adversos. Cada evento
que requer cuidado médico resultara na permanéncia do paciente vivo ou na morte do mesmo.

O principal desfecho analisado foi o custo por Quality Adjusted Life Year (QALY)
ganho, representado pelo ICER. Adicionalmente, assumindo o limiar de R$ 30.179,67 (uma
vez o Produto Interno Bruto (PIB) per capita - 2016) (WHO, 2003a), o net monetary benefit
(NMB) foi calculado para representar o valor da intervengdo em termos monetarios (GROSSE,
2008). Um NMB positivo indica que a estratégia correspondente vale a pena ser implementada,
enquanto, um NMB negativo sugere o contrario. Uma taxa de desconto sobre os custos e efeitos

ndo foi aplicada devido a estrutura temporal da anélise ndo exceder 1 ano.
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3.9 SUPOSICOES DO MODELO

Na formulagdo dos principais pressupostos da andlise de custo-efetividade, fizemos
estimativas conservadoras para evitar o favorecimento da intervencao. As principais suposi¢cdes
do modelo foram: assumimos que todos os pacientes foram hospitalizados e observados na sala
de emergéncia uma vez durante o horizonte temporal de 12 meses; devido a falta de
informagdes sobre o custo individual de fornecer CPP, uso de quimioterapia e servigo de
emergéncia no Brasil, calculamos os custos de cada servigo citado, com base na propor¢ao dos
custos de atendimento ambulatorial; os custos utilizados no modelo foram baseados em um
unico estudo sobre os custos estimados dos cuidados em pacientes com cancer de pulmao em
um hospital publico de referéncia no Brasil. Os pacientes atribuidos ao grupo CPP foram vistos
como pacientes ambulatoriais e receberam uma visita inicial, seguida de uma visita mensal.
Dado que nao ha dados sobre a eficacia do CPP e QV em pacientes brasileiros com cancer de
pulmdo em células ndo pequenas, assumimos informagdes sobre risco relativo (RR) e QV
provenientes de outros locais (paises); uma vez que ndo ha informagdes sobre o impacto do
CPP na sobrevida global de pacientes com cancer de pulmdo em células ndo pequenas,
assumimos a mesma taxa de sobrevida entre aqueles que receberam CPP e aqueles que
receberam cuidados padrdo. As principais suposig¢des do estudo foram exploradas pela andlise

de sensibilidade.

3.10 PARAMETROS DE ENTRADA DO MODELO

3.10.1 Estimativas clinicas

As probabilidades de requerer um servigo de cuidado de saude entre os pacientes com
cancer de pulmio em células ndo pequenas estdo listadas na Tabela 2. As estimativas da
probabilidade de requerer um servigo de satde com o uso de CPP, quimioterapia, visita a sala
de emergéncia e admissdo hospitalar, foram baseadas nos dados disponiveis sobre cancer de
pulmdo (VERA-LLONCH et al., 2011; SHI; ZHU, 2016). O RR de reducdo no uso desses
servicos com a introdug¢@o do CPP foi calculado com base nos resultados obtidos por Triplett et
al. (2017) e usados no modelo. Este estudo de coorte retrospectiva usou dados do banco de

dados vinculado ao SEER-Medicare. Os registros de cancer do SEER-Medicare sdo compilados
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pelo Instituto Nacional do Cancer e incluem informagdes individuais de pacientes que
representam 28% da populag@o dos Estados Unidos. O estudo avaliou o efeito dos cuidados
paliativos em pacientes (n = 6.580) com cancer avangado com idade acima dos 65 anos
diagnosticados entre 2000 e 2009. Os participantes eram homens e mulheres (52,7%), maiores
de 66 anos, diagnosticados com um dos quatro tipos de cancer mais comuns: mama (5%), colo
retal (15,7%), pulmao (75,1%) e prostata (4,2%) (TRIPLETT et al., 2017). Os RRs de reducao
das estimativas clinicas (0,53 para admissdo hospitalar, 0,62 para visita a sala de emergéncia e
0,46 para uso de quimioterapia) foram aplicado aos valores da linha de base de cada servigo, a
fim de estimar o grau de efetividade dos CPP. Isso resultou no pressuposto de que CPP em
pacientes com cancer de pulmdo em células ndo pequenas poderia potencialmente reduzir a
admissao hospitalar de 72,1% para 38,2%, as visitas de emergéncia de 62,2% para 38,6% e em

uso de quimioterapia de 55,5% para 25,5% nos tltimos 12 meses de vida.
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Tabela 2. Modelo de probabilidades de requerer um servigo de saide entre os pacientes com cancer de pulmio de

células ndo pequenas

Distribuicoes usadas

Parametros Estimativa na analise de
Variacao
clinicos média sensibilidade
probabilistica
CpPP 54,1% Beta 27.1% 81.2%
Uso de
55,5% Beta 27.8% 83.3%
quimioterapia
Visita a sala de
. 62,2% Beta 31.1% 93.3%
emergéncia
Admissao
72,1% Beta 36.1% 99.9%
hospitalar
Uso de
0,46 Lognormal 0,39 0,53
quimioterapia
Visita a sala de
0,62 Lognormal 0,52 0,74
emergéncia
Admissao
0,53 Lognormal 0,44 0,65
hospitalar
Doenca estavel,
0,653 Beta 0.327 0.980
sem EA
Moderado EA 0,625 Beta 0.313 0.938
Severo EA 0,591 Beta 0.296  0.887
Doenca
0,473 Beta 0.237 0.710
progressiva

1. A variagdo foi calculada entre +/- 50% para andlise de sensibilidade. CPP = cuidado paliativo precoce; EA =

eventos adversos; RR = Risco Relativo. Fonte: Elaborado pelo autor.

3.10.2 Custos

Com base na perspectiva do sistema publico de satde brasileiro, o consumo estimado

de recursos considerou apenas os custos médicos diretos. A estimativa de custo total foi

calculada a partir do estudo realizado por Knust et al (2017) e incluiu os custos com cuidados

de rotina e CPP, uso de quimioterapia, visita a sala de emergéncia e internacdo hospitalar
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(KNUST et al., 2017a). Todos os custos foram expressos em Real (R$) e os custos estimados
em 2014 foram inflados até 2017, com base no indice de Precos ao Consumidor (IPC)
acumulado no periodo.

Os custos relacionados aos cuidados de rotina foram calculados com base nos custos
ambulatoriais e compreendem os seguintes componentes: radioterapia e quimioterapia,
medicamentos, exames de imagem (exceto tomografia por emissdo de positrdes - tomografia
computadorizada), exames laboratoriais e patologicos, consulta ambulatorial com especialistas
e transfusdo de sangue (KNUST et al., 2017a). Devido a falta de informagdes individualizadas
sobre os custos dos cuidados paliativos e dos servigos de emergéncia em pacientes com cancer
de pulmao em células ndo pequenas no Brasil, os custos desses servigos foram calculados em
relacdo ao custo total. Assumimos assim, uma porcentagem de 6% dos custos totais para
calcular cada um desses servigos (KNUST et al., 2017a; SIQUEIRA ASE, GONCALVES JG,
MENDONCA PEX, MERHY EE, 2017) (Tabela 3).

Tabela 3. Recursos usados na analise de custo-efetividade

Distribuicoes
usadas na
Média
Recursos usados analise de Variacodes (R$)*
(R$)?
sensibilidade
probabilistica
Cuidado
oncoldgico de 3.101,35 Gamma 4.652,03 7.753,38
rotina' + CPP
Uso de
4.102,36 Gamma 6.153,54 10.255,91
quimioterapia
Visita a sala de
. 591,03 Gamma 886,55 1.477,58
emergéncia
Admissao
3.064,49 Gamma 4.596,74 7.661,23
hospitalar

1. Cuidado oncoldgico de rotina incluiu: medicamentos (exceto quimioterapico), exames laboratoriais e
patologicos, exames de imagem (exceto tomografia por emissdo de positrdes - tomografia computadorizada),
consulta ambulatorial com especialistas e transfusdo de sangue; 2. Valores ajustados para dezembro de 2017; 3.
As variagdes dos valores foram calculadas entre 50% e 150% para andlise de sensibilidade. Fonte: Elaborado pelo

autor.
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3.10.3 Escores de utilidade (utilities)

Os valores de utilidade foram coletados do estudo conduzido por Nafees et al. (2008).
O referido estudo considerou o estado de resposta do tumor quanto a toxicidade em pacientes
com cancer de pulmao em células ndo pequenas (NAFEES et al., 2008). O escore de utilidade
para pacientes com a doenca estdvel, sem efeitos colaterais e nenhuma necessidade de
atendimento de emergéncia ou hospitalizacdo foi 0,653. A neutropenia e fadiga foram
consideradas efeitos adversos graves relacionados a necessidade de hospitalizagdo. Para
calculos de utilidades dos pacientes que necessitaram de hospitalizagdo, o escore foi 0,591.
Enquanto a diarreia e vomito foram considerados efeitos colaterais moderados relacionados a
necessidade de cuidados de emergéncia. Para esses pacientes, o escore de utilidade foi de 0,625.
Para calculos de utilidade nos casos mais graves (doenca progressiva) na qual o paciente

necessita de cuidados de emergéncia e hospitalizagdo, o valor da utilidade foi 0,473.

3.10.4 Sobrevivéncia

As porcentagens médias de sobrevivéncia usadas no modelo foram estimadas a partir
dos ECR (BAKITAS et al., 2009a, 2015; TEMEL et al., 2010). A taxa média de sobrevivéncia
no grupo CPP foi 59,5%, enquanto que no grupo de cuidado padrao o valor foi de 47% ap6s 12

meseEs.

3.11 ANALISE DE SENSIBILIDADE

Para avaliar a robustez do modelo, varias analises de sensibilidade unidirecional foram
realizadas com base nos parametros de maior nivel de incertezas (custos, escores de utilidade e
RR). As analises de sensibilidade consistiram em variar cada parametro chave dentro do menor
e maior valor de seu intervalo de confianca. Quando o intervalo de confianca ndo foi
disponibilizado para o parametro, este foi calculado dentro de uma faixa de + 50% para
estimativas relacionadas ao escore de utilidade e entre 50% e 150% para estimativas de custos
(Tabela 2 e 3). Adicionalmente, o impacto das incertezas em torno dos parametros chave do

modelo sobre a relagdo custo-efetividade incremental foram avaliados através de 1.000 anélises
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de sensibilidade probabilistica, usando a simulagao de Monte Carlo. As curvas de aceitabilidade
de custo-efetividade foram criadas a partir dessas analises.

A andlise de sensibilidade probabilistica foi realizada através da atribuicdo de
distribuicdes beta () para os parametros clinicos (probabilidades) e escores utilidade,

lognormal para taxas de RR e distribuicdo gamma (y) para os custos.

3.12 METODOS PARA DESENVOLVIMENTO DO BIOSSENSOR

3.12.1 Materiais

Albumina de soro bovino, meio RPMI 1640, solucao salina tamponada com fosfato,
ConA, WGA, cisteina (Cys), l-etil-3- (3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-
hidroxissuccinimida (NHS), isopropdxido de titdnio Ti(OCs3H7)s (99,999%) e Ferroceno
Fe(CsHs)> (98%) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St Louis, EUA) e usado como
recebido. Ferri e ferrocianeto de potassio foram obtidos da VETEC (Brasil). Todos os produtos
quimicos e solventes foram de grau analitico e utilizados como recebidos, sem purificacao
adicional. Toda a agua utilizada nos experimentos foi obtida a partir de um sistema de
purificagcdo Milli-Q plus (Billerica, EUA).

O NHSF da linhagem celular CCDSK e as linhagens de células de cancer de mama
(MCF-7 e T47D) foram obtidos do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Brasil). As células foram cultivadas em RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro bovino fetal, 2 mM de glutamina, 100 mg mL"!' de estreptomicina ¢ 100 U
mL! de penicilina a 37 °C com 5% de CO> (Samoszuk et al. 2005). Neste estudo, células com
um numero de passagem inferior a 30 foram empregadas para todos os experimentos in vitro.
A tripsinizagdo de culturas de células foi realizada com tripsina a 1,0% para dissociar as células
aderidas, as quais foram contadas e ajustadas para um niimero conhecido de células. Para a
investigacao de biossensores, as suspensdes de células foram centrifugadas a 3000 rpm durante
5 minutos e depois lavadas duas vezes com PBS, em seguida o eléctrodo de lectina TiO>-MN

foi imerso nas suspensdes de células durante 30 minutos.
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3.12.2 Instrumentos

Utilizou-se um dispositivo de pulverizagao catddica rapida SC-701 (Sanyo Electronics,
Téquio, Japao) para evaporar uma fina camada de ouro sobre a superficie nanoestruturada para
permitir a imobilizacdo de lectina e também para preparar amostras de microscopia. A
caracterizacdo morfologica do substrato nanoestruturado foi realizada utilizando microscopio
eletronico de varredura JSM 5900 (JEOL Instruments, Japao). O comprimento da varredura, a
distancia de trabalho e a ampliacdo foram ajustados para obter uma resolu¢do adequada.

As experiéncias eletroquimicas foram realizadas numa célula de trés eletrodos utilizando um
potenciostato/galvanostato PGSTAT 128N (Autolab, Eco Chemie, Holanda). A superficie
nanoestruturada de TiO>-MN foi utilizada como eletrodo de trabalho, enquanto fios de platina
e Ag/AgCl saturados com KCI foram usados, respectivamente, como eletrodos de contagem e
de referéncia. As medicdes de corrente versus voltagem foram realizadas a uma taxa de
varredura de 50 mVs! e um potencial de varia¢do de - 0,2 a + 0,7 V foi usado. Medidas de
impedancia foram registradas entre 100 mHz e 100 kHz. A amplitude do potencial de onda
senoidal aplicada foi de 10 mV. As medidas eletroquimicas foram realizadas em diferentes
estagios durante a preparac¢do do substrato nanoestruturado e realizadas quando imersas em 10
mM K4[Fe(CN)s]*/K3[Fe(CN)e]*> (1: 1, v/ v) solugdo de sonda redox tamponada em PBS a pH
7,4. Todas as medidas eletroquimicas foram repetidas em triplicata e realizadas a temperatura

ambiente dentro de uma gaiola de Faraday.

3.13 FABRICACAO DO SENSOR

3.13.1 Crescimento da nanoestrutura tridimensional de TiO;

O Ti02-MN foi preparado de acordo com um método previamente relatado (Fabreguette
et al. 2001; Lazar et al. 2011; Lazar et al. 2008), com uma ligeira modificacdo da espessura do
substrato e da temperatura de crescimento do TiO>-MN. Resumidamente, um filme de cobalto
de 5 nm de espessura foi obtido usando o método fisico de deposicao de vapor por feixe de
elétrons em substrato de vidro de cal sodada. O filme foi entdo recozido a 500 °C por 1 hora
sob condigdes de ar atmosférico. As estruturas de TiO> foram cultivadas em um reator MOCVD

caseiro de geometria horizontal operando sob 76 torr com uma temperatura de crescimento de
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550 °C, usando N> como gés de arraste (0,6 litros por minuto), Ti(OC3H7)s como fonte para
tanto Ti como O ¢ Fe(CsHs), como catalisador. Estas eram as tnicas condigdes fixas definidas

para pressdo de crescimento e fluxo de géas de arraste.

3.13.2 Modificacdo da superficie nanoestruturada de TiO>-MN

A fim de conseguir uma ligacdo forte entre lectinas e TiO2-MN, uma camada de ouro
de 10 nm foi evaporada em cima de TiO2-MN, ao qual foram adicionados 5 pL de solucdo de
Cys (30 mM). O aminoacido Cys ancora sobre a superficie nanoestruturada através da ligagao
ouro-tiolato e, simultaneamente, servira de imobilizador para as lectinas. Ap6s um tempo de
espera de 15 min, lavamos a superficie com quantidades generosas de solugao tampao PBS para
remover quaisquer moléculas ndo ligadas. Posteriormente, a superficie do eletrodo de TiO2-
MN modificado por Cys foi tratada com uma solucao de 0,4 M EDC e 0,1 M NHS (1: 1, v/v)
durante 10 min para ativar o grupo carboxico terminal de Cys. Apds esse periodo, a superficie
foi tratada por 10 min com 5 pL. de solu¢do de lectina para estabelecer ligagdes covalentes
terminais. Por fim, utilizou-se albumina de soro bovino para bloquear os restantes locais ativos.
O procedimento descrito fornece ao transdutor uma forte imobilizacdo da camada de bio-
reconhecimento como resultado da subsequente ancoragem covalente das lectinas. A
capacidade de deteccdo da plataforma para células cancerigenas foi avaliada testando solugdes
a diferentes concentragdes celulares, entre 10 e 10° células. Solugdo de linhagem celular NHSF

foi empregada como uma amostra negativa.
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4 RESULTADOS DA REVISAO SISTEMATICA COM META-ANALISE,
AVALIACAO ECONOMICA DE CUSTO-EFETIVIDADE E DO BIOSSENSOR

4.1 REVISAO SISTEMATICA E META-ANALISE DA EFETIVIDADE CLINICA DOS
CUIDADOS PALIATIVOS PRECOCE

4.1.1 Selecao dos estudos

A Figura 15 descreve o fluxograma do processo de identificagdo dos estudos relevantes
incluidos na revisdo. No geral, a pesquisa nos bancos de dados recuperou 14.026 artigos, dos
quais 81 foram lidos na integra. Apds outras exclusdes, oito estudos foram selecionados devido
preencheram todos os critérios de inclusdo (Tabela 4). Razdes para exclusdo dos estudos estdo

listadas na tabela do Apéndice B.

Figura 15. Diagrama de fluxo da prospecgdo dos estudos comparando a eficacia e a seguranga do CPP com o

tratamento padrdo em pacientes com cancer avangado ou metastatico

|

40

Pesquisa nas bases de dados
(n = 14,026)

Registros duplicados removidos
(n=1,214)

A 4

v

Registros triados
(n=12,812)

Registros excluidos
- N&o cumpriu os critérios do
PICO (n=12.731)

Resumos e textos completes
avaliados (n = 81)

Registros excluidos (n = 73):
Delineamento do estudo = 56
Erro de populagdo =7
Erro de intervengdo = 7
Erro de desfecho =3

Elegibilidade Fase I e IIJ [ Triagem J [ Identificag

. J
C N Estudos incluidos na sintese
qualitativa (n = 8)
=}
£ !
=
E Estudos incluidos na sintese
quantitativa (meta-anéalise)
(n=7)
.

Fonte: Elaborado pelo autor



Tabela 4. Caracteristicas dos ECR selecionados sobre a efetividade do CPP vs. cuidado padrao em pacientes com cancer avangado

Tattersall et al.

2014
(TATTERSALL  Zimmermann et al.
Bakitas et al. Temel el al. Bakitas et al.
MHN, MARTIN 2014
2009 (BAKITAS et 2010 (TEMEL et 2015 (BAKITAS et
A, DEVINE R, (ZIMMERMANN et
al., 2009a) al., 2010) al., 2015)
JOAN RYAN al., 2014a)
RN, JANSEN J,
2014)
N 145 134 77 74 53 54 228 233 104 103
Masculino (%) 90 (62) 78 (58) 35(45) 38(51) 32(53) 26(43) 92(40) 108 (46) 56(55) 53(52)
Branco (%) 143 (99) 132(99) 77 (100) 70 (95) - - - - 102 (98) 98 (95)
Asiatico (%) - - 0 1(1) - - - - - -
Hispanico (%) - - - - - - - -
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Tabela 4. Caracteristicas dos ECR selecionados sobre a efetividade do CPP vs. cuidado padrdo em pacientes com cancer avangado (continuago)

Tattersall et al.

2014
Zimmermann et al.
Bakitas et al. Temel el al. (TATTERSALL 2014 Bakitas et al.
2009 (BAKITAS et 2010 (TEMEL et MHN, MARTIN 2015 (BAKITAS et
(ZIMMERMANN
al., 2009a) al., 2010) A, DEVINE R, al., 2015)
et al., 2014a)
JOAN RYAN RN,
JANSEN J, 2014)
Perdido
1(0.7) 1(0.7) - - - - - - 0 1(1)

seguimento (%)

Gastrointestinal

o 61 (42) 58 (43) - - 20 (33) 24(40) 74(32) 65(28) 26(25) 24(23)

Mama (%) 15(10)  15(11) - - 5(8) 12(20) 41(18) 31(13) 10(10) 13(13)

Outros tumores
- - - - 12 (20) 3(5 - - 10 (10) 10 (10)

solidos (%)
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Tabela 4. Caracteristicas dos ECR selecionados sobre a efetividade do CPP vs. cuidado padrdo em pacientes com cancer avangado (continuago)

Tattersall et al.

2014
Zimmermann et al.
Bakitas et al. Temel el al. (TATTERSALL 2014 Bakitas et al.
2009 (BAKITAS et 2010 (TEMEL et MHN, MARTIN 2015 (BAKITAS et
(ZIMMERMANN
al., 2009a) al., 2010) A, DEVINE R, al., 2015)
et al., 2014a)
JOAN RYAN RN,
JANSEN J, 2014)
Prostata (%) - - - - 0 (0) 2(3) - - - -

Nunca fumou ou

<10 pacotes por - - 18 (24) 16(22) - - - - 72 (70) 73 (71)

ano (%)

Nao sabe

responder (%)
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Tabela 4. Caracteristicas dos ECR selecionados sobre a efetividade do CPP vs. cuidado padrao em pacientes com cancer avangado (continuacao)

Tattersall et al.

2014
Zimmermann et al.
Bakitas et al. Temel el al. (TATTERSALL 2014 Bakitas et al.
2009 (BAKITAS et 2010 (TEMEL et MHN, MARTIN 2015 (BAKITAS et
(ZIMMERMANN
al., 2009a) al., 2010) A, DEVINE R, al., 2015)
et al., 2014a)
JOAN RYAN RN,
JANSEN J, 2014)
Curso nivel
83 (57) 74 (55) - - 23(38) 32(53) 56(25) 57(24) 61 (59) 50(49)
superior (%)
HUHERIREL 43 (30) 38 (28) 1> 151 (65) 35(34) 50 (49)
(%) (65)
Quimloterapla 107 (74) 96 (72) 0(65) 46(65) b7 182 (78) 6 (73) 80 (78)
7 50 (65 5 - - 7 76 (7 7
(%) (76)
Radioterapia (%) 30 (21) 30 (22) 27 (35) 26 (35) - - 16 (7) 13 (6) 20 (19) 20 (19)
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Tabela 4. Caracteristicas dos ECR selecionados sobre a efetividade do CPP vs. cuidado padrdo em pacientes com cancer avangado (continuago)

McCorkle et al. 2015 Maltoni et al. Temel et al.
(MCCORKLE et al., 2015) 2016 (MALTONI et al., 2016) 2016 (TEMEL et al., 2016)

N 66 80 97 &9 175 175

Masculino (%) 19 (29) 45 (56) 59 (62) 47 (53) 91 (52) 98 (56)

Branco (%) 58 (88) 66 (83) - - 156 (89) 167 (95)

Asidtico (%) - - - - 5(3) 32

Hispanico (%) - - - - 7 (4.0) 2(1.1)

Perdido seguimento

(%)

Gastrointestinal

%) - 53 (66) 97 (52) 89 (48) 80 (46) 79 (45)
(1]



Tabela 4. Caracteristicas dos ECR selecionados sobre a efetividade do CPP vs. cuidado padrdo em pacientes com cancer avangado (continuago)

McCorkle et al. 2015 Maltoni et al. Temel et al.
(MCCORKLE et al., 2015) 2016 (MALTONI et al., 2016) 2016 (TEMEL et al., 2016)

Nunca fumou ou <
10 pacotes por ano - - - - 75 (43) 67 (38)
(Y0)

Nao sabe responder

; _ - - 7(4 13 (7
%) 4) (7

Curso nivel
48 (73) 56 (70) - - 76 (43) 69 (40)
superior (%)

Quimioterapia (%) 28 (42) 36 (45) - - - -

CPP = Cuidado Paliativo Precoce, CP = Cuidado Padrdo, N = Nimero, DP = Desvio Padrido

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.2 Caracteristicas dos estudos

Dos oito estudos incluidos, trés foram realizados nos EUA (TEMEL et al., 2010,
2016; MCCORKLE et al., 2015), dois no Libano (BAKITAS et al., 2009a, 2015) ¢ um
no Canadd (ZIMMERMANN et al., 2014a), Australia (TATTERSALL MHN, MARTIN
A, DEVINE R, JOAN RYAN RN, JANSEN J, 2014) e Italia (MALTONI et al., 2016).
Entre os estudos selecionados, o nimero de pacientes avaliados em cada estudo variou de
107-461, com a idade média dos pacientes variando de 60 a 67 anos de idade. Os tipos de
cancer mais avaliados foram cancer de pulmao, gastrointestinal, geniturindrio, mama e
ginecologico. As caracteristicas basicas dos ensaios clinicos randomizados incluidos sao

apresentados na Tabela 4.

4.1.3 Descricao da intervenc¢ao avaliada

Foram incluidos todos os tipos de servigcos de cuidados paliativos profissionais
prestados a pacientes em estagios avancados de cancer. Nestes estudos, pacientes que
receberam cuidados paliativos até oito semanas apds o diagndstico avangado de cancer.
Além do tratamento padrdo do cancer, o CPP incluiu o monitoramento do status dos
pacientes, o gerenciamento dos sintomas, a resolucdo de problemas, a comunicagdo € o
apoio social e o planejamento antecipado dos cuidados. Os pacientes reuniram-se com
enfermeiros e médicos de cuidados paliativos para avaliagdo de rotina e discussdo dos
objetivos do cuidado, ou as necessidades de apoio do paciente e da familia. As praticas
clinicas foram guiadas por orientacdes especificas para pessoas e familias que vivem com
cancer. Duas formas principais de fornecer o CPP foram identificadas entre os ECRs
incluidos: (a) intervengdes realizadas principalmente por telefone e consultas presenciais
(BAKITAS et al., 2009a, 2015; TATTERSALL MHN, MARTIN A, DEVINE R, JOAN
RYAN RN, JANSEN J, 2014; ZIMMERMANN et al., 2014a; MCCORKLE et al., 2015)
e (b) intervengdes realizadas por meio de consultas face a face apenas (TEMEL et al.,
2010, 2016; MALTONI et al., 2016). Os pacientes designados para o grupo de cuidados

padrao foram autorizados a usar todos os tratamentos padrao de cancer.
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4.1.4 Qualidade de vida - QV

A qualidade de vida foi medida por meio da ferramenta FACIT (Functional
Assessment of Chronic Illness Therapy). Esta ferramenta tem um intervalo de pontuagao
de 0 a 184 e mede o bem-estar fisico, emocional, social e funcional de pessoas com
doengas potencialmente fatais. Escores mais altos (valores positivos) indicam melhor QV.
Sete estudos relataram a eficacia do CPP na QV (BAKITAS et al., 2009a, 2015, TEMEL
etal., 2010, 2016; ZIMMERMANN et al., 2014a; MCCORKLE et al., 2015; MALTONI
et al., 2016). Os resultados de todos os estudos, exceto dois, mostraram que o CPP foi
associado a melhoria da QV (MCCABE; CLAXTON; CULYER, 2008;
ZIMMERMANN et al., 2014a). Os dados agrupados mostraram que os pacientes inscritos
no CPP estavam associados a uma melhora significativa na QV do que aqueles recebendo
tratamento padrdo aos 3 meses (DMP 0,17; 1C95% 0,05, 0,29) e aos 6 meses (DMP 0,42;
1C95% 0,21, 0,63 ) (Figura 16). No entanto, de acordo com os critérios de Cohen, a
magnitude do desfecho avaliado foi pequena (COHEN, 1988a). Dois estudos relataram
melhora na qualidade de vida aos 12 meses, mas a andlise conjunta ndo alcangou
significancia estatistica. Um resultado qualitativamente similar foi obtido pelo modelo de
efeito fixo. Os intervalos preditivos sugeriram que estudos futuros podem variar na
direcdo e na magnitude dos tamanhos de efeitos estimados, o efeito estimado de um novo
estudo seria entre (-0,05, 0,39) e (-1,34, 2,17) apds 3 e 6 meses, respectivamente.

Usando a abordagem GRADE, a qualidade da evidéncia foi classificada entre
moderada e baixa (Apéndice C). Consideramos a reducdo da qualidade geral das
evidéncias nos seguintes critérios: risco de viés e imprecisdo (ZIMMERMANN et al.,
2014a; BAKITAS et al., 2015; MCCORKLE et al., 2015; MALTONI et al., 2016;
TEMEL et al., 2016) (Apéndice D).
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Figura 16. Forest plot comparando CPP versus tratamento padrdo em termos de melhoria da qualidade de
vida

%
study year tool SMD (95% CI) Weight
3 months
McCorkle et al. 2015 FACT-G —y— -0.04 (-0.486, 0.38) 7.98
Temel et al. 2010 FACT-L s 0.42 (0.03, 0.80) 9.28
Maltoni et al. 2016 FACIT-Hep -+ 0.28 (-0.07, 0.62) 1.27
Bakitas et al. 2009 FACIT-Pal —t— 0.33 (-0.00, 0.66) 12.31
Bakitas et al. 2015 FACIT-Pal o ) 0.19 (-0.13, 0.50) 13.28
Zimmermann et al. 2014 FACIT-Sp —— -0.03 (-0.27, 0.20) 22.55
Temel et al. 2016 FACT-G 1—— 0.20 (-0.03, 0.42) 23.33
Subtotal (I-squared = 12.4%, p = 0.335) +— 0.17 (0.05, 0.29) 100.00
with estimated predictive interval 3 (-0.05, 0.39)

6 months
Bakitas et al. 2009 FACIT-Pal — 0.65 (0.27, 1.03) 25.76
Bakitas et al. 2015 FACIT-Pal —_— 0.22 (-0.15, 0.59) 26.82
Temel et al 2016 FACT-G —a 0.41 (0.15, 0.66) 47.42
Subtotal (I-squared = 20.8%, p = 0.283) 0.42 (0.21, 0.63) 100.00
with estimated predictive interval g (-1.34,2.17)
12 months
Bakitas et al. 2015 FACIT-Pal ————————— 0.09 (-0.43, 0.61) 49.84
Bakitas et al. 2009 FACIT-Pal — 0.24 (-0.28, 0.76) 50.16
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.684) rrmmmmccccnca- -<> --------- > 0.16 (-0.20, 0.53) 100.00
Inestimable predictive distribution with <3 studies § (TR |
NOTE: Weights are from random effects analysis

T T T T T T

-1.5 -1 -5 o} 5 1 1.5

Favours standard care Favours early palliative care

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.5 Intensidade dos sintomas

A intensidade dos sintomas foi medida pela Edmonton Symptom Assessment Scale
(ESAS) (BRUERA et al., 1991) e Symptom Distress Scale (SDS) (COOLEY; SHORT;
MORIARTY, 2003). A pontuagdo varia de 0 a 900 e 13 a 65, respectivamente. Ambas as
ferramentas avaliam a intensidade dos sintomas mais comuns no cancer, como dor,
atividade, nausea, depressao, ansiedade, sonoléncia, apetite, sensacao de bem-estar e falta
de ar. Escores mais altos (valores positivos) indicam maior intensidade dos sintomas.
Seis estudos relataram a eficacia do CPP no humor deprimido (BAKITAS et al., 2009a,
2015; TEMEL et al., 2010; ZIMMERMANN et al., 2014a; MCCORKLE et al., 2015;
MALTONI et al., 2016). Os resultados de todos os estudos, exceto dois, mostraram que
o CPP estava associado a melhora da intensidade dos sintomas do que o tratamento padrao
(MCCORKLE et al., 2015; MALTONI et al., 2016). As analises agrupadas mostraram
que a intensidade do sintoma foi significativamente menor no grupo CPP apods 3, 6 ¢ 12

meses de acompanhamento (DMP -0,13, IC 95% -0,26, -0,00; DMP -0,27, IC 95% -0,53,
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- 0,01 e DMP -0,39, 95% IC -0,76, -0,03) (Figura 17). Um resultado qualitativamente
similar foi obtido através da andlise de efeito fixo. No entanto, os intervalos preditivos
sugeriram que estudos futuros podem variar na dire¢do e na magnitude dos tamanhos de
efeito estimados.

Segundo os critérios do GRADE, classificamos a qualidade geral da evidéncia
como baixa devido aos seguintes critérios: risco de viés (TEMEL et al., 2010;
ZIMMERMANN et al., 2014a; BAKITAS et al., 2015; MCCORKLE et al., 2015),
inconsisténcia (ZIMMERMANN et al., 2014a; BAKITAS et al., 2015; MCCORKLE et
al., 2015) e imprecisdo (BAKITAS et al., 2009a, 2015; ZIMMERMANN et al., 2014a;
MCCORKLE et al., 2015; MALTONI et al., 2016) (Apéndice C e Apéndice D).

Figura 17. Diferengas médias padronizadas na intensidade dos sintomas comparando CPP com tratamento
padrao

%

study year  tool SMD (95% Cl) Weight
3 months
McCorkle et al. 2015 SDS —_— 0.05 (-0.37, 0.47) 9.08
Temel et al. 2010 LCS —_— -0.42 (-0.80, -0.03) 10.66
Bakitas et al. 2009 ESAS —— -0.13 (-0.45, 0.20) 15.29
Bakitas et al. 2015 QUAL-E — -0.29 (-0.61, 0.02) 15.68
Maltoni et al. 2016 HCS —— 0.03 (-0.26, 0.31) 19.01
Zimmermann et al. 2014 ESAS —— -0.10 (-0.32, 0.13) 30.28
Subtotal (I-squared = 1.8%, p = 0.405) -O— -0.13 (-0.26, -0.00) 100.00
with estimated predictive interval . (-0.32, 0.06)
6 months
Bakitas et al. 2015 ESAS e ol -0.32 (-0.69, 0.05) 49.30
Bakitas et al. 2009 ESAS —_—— -0.23 (-0.59, 0.14) 50.70
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.733) e <t ---------------> 027(:053,-001) 100.00
Inestimable predictive distribution with <3 studies i (= =)
12 months
Bakitas et al. 2015 ESAS —_——— -0.57 (-1.10, -0.04) 48.31
Bakitas et al. 2009 ESAS —_—,— -0.23 (-0.74, 0.28) 51.69
Subtotal (I-squared = 0.0%, p = 0.368) [ G -<>- ---------------- > -0.39 (-0.76, -0.03) 100.00
Inestimable predictive distribution with <3 studies @ (=0=3)
NOTE: Weights are from random effects analysis

T T T T T T

-1.5 -1 -5 [ 5 1 15

Favours early palliative care Favours standard care

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.6 Humor depressivo

A melhora do humor foi medido pelos instrumentos, Patient Health
Questionnaire-9 (PHQ-9) (LOWE et al., 2004), Centre for Epidemiological Studies
Depression Scale (CES-D) (RADLOFF, 1977) e Hospital Anxiety and Depression Scale
(HADS) (ZIGMOND; SNAITH, 1983). Suas pontuagdes variam de 0 a27,0a60¢e 0 a
21, respectivamente. Nestes instrumentos, escores mais altos (valores positivos) indicam
um nivel maior de humor deprimido.

Seis estudos relataram a eficacia do CPP no humor deprimido (BAKITAS et al.,
2009a, 2015, TEMEL et al., 2010, 2016; MCCORKLE et al., 2015; MALTONI et al.,
2016). Os resultados de todos os estudos, exceto dois, mostraram que o CPP foi associado
a um escore de humor mais alto do que o tratamento padrao (BAKITAS et al., 2015;
MCCORKLE et al., 2015). Durante um periodo de 3 meses, o CPP foi associado com
melhora estatisticamente significativa no escore de humor em comparagdo com 0s
cuidados padrao (DMP -0,19, IC 95% -0,36, -0,01). No entanto, isso nao foi observado
em 6 ¢ 12 meses (Figura 18). Podemos observar que houve evidéncia de substancial
inconsisténcia entre os estudos que contribuiram para a analise de 3 meses, € apenas trés
e dois estudos contribuiram para as analises de 6 e 12 meses, respectivamente. Além
disso, os intervalos preditivos também sugeriram que estudos futuros podem variar na
direcdo e na magnitude dos tamanhos de efeito estimados.

De acordo com a abordagem GRADE, reduzimos a qualidade geral da evidéncia
de acordo com os seguintes critérios: risco de viés (TEMEL et al., 2010; BAKITAS et
al., 2015; MCCORKLE et al.,, 2015), inconsisténcia (BAKITAS et al., 2015;
MCCORKLE et al., 2015) e imprecisdao (BAKITAS et al., 2015; MCCORKLE et al.,
2015; MALTONI et al., 2016; TEMEL et al., 2016) (Apéndice C e Apéndice D).
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Figura 18. Diferencas médias padronizadas no nivel de humor deprimido ao comparar CPP com tratamento
padrdo

%

study year tool SMD (95% Cl) Weight
3 months
McCorkle et al. 2015 SDS —_—t 0.11 (-0.30, 0.53) 12.21
Temel et al. 2010 HADS D —_— -0.52 (-0.91, -0.12) 13.35
Maltoni et al. 2016 HADS D —_—, -0.23 (-0.57, 0.12) 15.70
Bakitas et al. 2009 CES-D — -0.38 (-0.71, -0.06) 16.93
Bakitas et al. 2015 CES-D —_—t— 0.06 (-0.25, 0.38) 17.53
Temel et al. 2016 HADS D ——t -0.18 (-0.41, 0.05) 2429
Subtotal (I-squared = 41.4%, p = 0.129) —<>— -0.19 (-0.36, -0.01) 100.00
with estimated predictive interval . (-0.65, 0.27)
6 months
Bakitas et al. 2009 CES-D —_—— -0.41 (-0.78, -0.04) 28.26
Bakitas et al. 2015 CES-D —_—— 0.07 (-0.30, 0.44) 28.53
Temel et al. 2016 HADS D — -0.25 (-0.51, -0.00) 43.21
Subtotal (I-squared = 41.4%, p = 0.182) € > -0.21 (-0.45, 0.04) 100.00
with estimated predictive interval . (-2.60,2.19)
12 months
Bakitas et al. 2009 CES-D —_— -0.46 (-0.99, 0.07) 49.83
Bakitas et al. 2015 CES-D *- 0.27 (-0.25, 0.80) 50.17
Subtotal (I-squared = 73.4%, p = 0.053) €= == === <> -------- > -0.09 (-0.81,0.63) 100.00
Inestimable predictive distribution with <3 studies 3 (-,-)
NOTE: Weights are from random effects analysis
T T T T T T
-1.5 -1 -5 o] 5 1 15

Favours early palliative care Favours standard care

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.7 Mortalidade

Apenas trés estudos relataram a eficacia do CPP na reducdo da moralidade
(BAKITAS etal., 2009a, 2015; TEMEL et al., 2010). No geral, todos os estudos relataram
um ganho de sobrevida com CPP quando comparado com o tratamento padrdo, e os
resultados foram consistentes. A mediana de sobrevivéncia variou de 11,6 a 18 meses no
grupo CPP e 8,5 a 11,8 meses no grupo que recebeu tratamento padrdo. A andlise
agrupada mostrou que o CPP foi associado com reducdo estatisticamente significativa na
mortalidade quando comparado com o tratamento padrao (OR 0,71; IC 95% 0,51, 0,99)
(Figura 19). No entanto, o intervalo preditivo (variou de 0,08 a 6,20) sugeriu que estudos
futuros podem variar na direcdo e na magnitude dos tamanhos de efeito estimados. Com

base na abordagem GRADE, a confianca da evidéncia foi classificada como moderada.



Figura 19. Odds ratio para mortalidade ao comparar CPP com tratamento padrao
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42 ANALISE DE CUSTO-EFETIVIDADE DOS CUIDADOS PALIATIVOS
PRECOCE VERSUS TRATAMENTO PADRAO EM PACIENTES COM CANCER DE
PULMAO DE CELULAS NAO PEQUENAS

4.2.1 Caso base

Ao final de 12 meses, os resultados da analise de custo-efetividade mostraram um
dominio do CPP (custo: R$ 3.005,69; QALYs: 0,194) sobre o tratamento padrao (custo:
RS 3.452,83; QALYs: 0,119), gerando uma economia de R$ 447,15; ¢ um aumento na
qualidade de vida em 0,075 QALY por paciente com CPP (Tabela 5). Adotando um
limite de pagamento de R$ 30.179,67/QALY, ¢é observado um beneficio monetario
liquido positivo em ambas as estratégias clinicas de cuidado. Nesse caso, o custo para
obter o beneficio em ambas as estratégias de cuidado ¢ menor do que o valor maximo que
o tomador de decisdo estaria disposto a pagar por esse beneficio. No entanto, conforme
apresentado na figura 20, as estimativas de beneficio liquido incremental em fung¢ao dos
diferentes limiares de disposi¢do a pagar foram maiores no grupo CPP. Confirmando que
o CPP ¢ uma estratégia clinica custo-efetiva dominante que vale a pena ser implementada

a partir da perspectiva de custo analisada.

Tabela 5. Resultados da analise de custo-efetividade

Incremental
Custo QALYs Custo QALYs BML ICER
CpPP R$3.005,69 0,194 ] 0,075 R$2.857,98
R$447,15
(0 34 R$3.42,83 0,119 R$142,49 Dominado

BML = Beneficio Monetario Liquido; CP = Cuidado Padrdo; CPP = Cuidado Paliativo Precoce; ICER =
Incremental Cost-Effectiveness Ratio; QALY's = Quality Adjusted Life Years.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20. Estimativas de beneficio monetario liquido em fungd@o dos diferentes valores de disposi¢do a
pagar

® CPP ® Cuidado Padrao
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200000 | © _©® s « ?® o o

1000.00 .
0.00
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Beneficio Incremental Liquido (RS)

-2000.00
Disponibilidade a pagar (R$)

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2.2 Analise de sensibilidade probabilistica

Usando como limiar o valor de R$ 30.179,67, o plano de custo-efetividade e as
curvas de aceitabilidade de custo-efetividade sdo apresentadas na figura 21 e 22. Apesar
do grafico de dispersdo (Figura 21) mostrar uma incerteza na relacdo custo-efetividade
incremental do CPP versus cuidado padrao, considerando o limiar de um PIB per capita.
A andlise de sensibilidade probabilistica demonstra que a maioria dos ICERs (78%) estao
distribuidos dentro do quadrante 2 (portanto, sdo dominantes, menos dispendiosos e mais
eficazes). Embora 22% dos ICERs estejam distribuidos no quadrante 1 (ou seja, mais
efetivo e mais caro), eles estdo abaixo do limite de R$ 30.179,67 por QALY ganho. Tanto
o grafico de dispersdo quanto as curvas de aceitabilidade de custo-efetividade refletem as
incertezas das varidveis que moldam os diferentes cenarios. Os demais cenarios
analisados pela simulagdo de Monte Carlo sdo apresentados na tabela 6 e demonstra que

o CPP permanece como uma opg¢ao custo-efetiva em todos os cenarios testados.
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Figura 21. Grafico de dispersdo da relagdo custo-efetividade incremental do cuidado paliativo precoce
versus cuidado padrio
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Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 6. Resultados de analise de sensibilidade unidirecional

Analise de Custo Custo QALYs ICER/QALY
Parametros clinicos Estratégia QALYs
sensibilidade (RY) incremental (R$) incremental (RY)
4.652,03
CPP 3.829,91 0.195 387,23 0.077 5.042,38
(IC Inferior)
2.683,69
CP 3.442,68 0.118
Cuidado oncologico de (IC Inferior)
rotina + CPP 7.753,38
_ CPP 5.556,68 0.195 2.106,85 0.076 27.649,00
(IC Superior)
2.683,69
_ CP 3.449,84 0.119
(IC Superior)
4.596,74
CPP 3.308,36 0.195 650,03 0.076 Dominante
(IC Inferior)
4.596,74
CP 3.958,39 0.119
(IC Inferior)
Admissao hospitalar
7.661,23
) CPP 3.960,50 0.195 1.03,56 0.076 Dominante
(IC Superior)
7.661,23 R$4.984,
CP 0.119

(IC Superior) 06
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Tabela 6. Resultados de analise de sensibilidade unidirectional (Continuagao)

Analise de Custo Custo QALYs ICER/QALY
Parametros clinicos Estratégia QALYs
sensibilidade (RY) incremental (R$) incremental (RY)
6.153,54
CPP 3.283,14 0.195 722,08 0.076 Dominante
(IC Inferior)
6.153,54
CP 4.005,21 0.119
(IC Inferior)
Uso de quimioterapia
10.255,91
) CPP 3.857,72 0.194 1.202,20 0.075 Dominante
(IC Superior)
10.255,91
) CP 5.059,92 0.119
(IC Superior)
886,55
CPP 3.070,47 0.195 483,44 0.076 Dominante
(IC Inferior)
886,55
CP 3.553,91 0.119
Visita a sala de (IC Inferior)
emergéncia 1.477,58
) CPP 3.199,99 0.194 522,21 0.075 Dominante
(IC Superior)
1.477,58
CP 3.722,20 0.119

(IC Superior)
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Tabela 6. Resultados de analise de sensibilidade unidirectional (Continuagao)

Analise de Custo Custo QALYs ICER/QALY
Parametros clinicos Estratégia QALYs
sensibilidade (RY) incremental (R$) incremental (RY)
0.440 (IC Inferior) CPP 2.913,30 0.197 527,28 0.079 Dominante
0.440 (IC Inferior) CP 3.440,58 0.119
Admissao hospitalar .
0.650 (IC Superior) CPP 3.139,60 0.191 345,81 0.072 Dominante
0.650 (IC Superior) CP 3.485,41 0.120
0.520 (IC Inferior) CPP 2.984,62 0.196 490,15 0.077 Dominante
Visita a sala de 0.520 (IC Inferior) CP 3.474,76 0.119
emergéncia 0.74 (IC Superior) CPP 3.018,16 0.193 444,49 0.074 Dominante
0.74 (IC Superior) CP 3.462,65 0.119
0.390 (IC Inferior) CPP 2.923,89 0.196 515,72 0.077 Dominante
0.390 (IC Inferior) CP 3.439,61 0.119
Uso de quimioterapia .
0.530 (IC Superior) CPP 3.105,82 0.195 343,12 0.077 Dominante
0.530 (IC Superior) CP 3.448,94 0.119
0.296 (IC Inferior) CPP 2.994,09 0.172 479,07 0.071 Dominante
0.296 (IC Inferior) CP 3.473,16 0.101
Severo EA .
0.887 (IC Superior) CPP 3.009,45 0.217 452,90 0.082 Dominante

0.887 (IC Superior) CP 3.462,35 0.136




Tabela 6. Resultados de analise de sensibilidade unidirectional (Continuacao)
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Analise de Custo Custo QALYs ICER/QALY
Parametros clinicos Estratégia QALYs
sensibilidade (RY) incremental (R$) incremental (RY)
0.237 (IC Inferior) CPP 3.022,85 0.183 455,55 0.087 Dominante
0.237 (IC Inferior) CP 3.478,40 0.096
Doenca progressiva )
0.710 (IC Superior) CPP 3.018,70 0.206 442,47 0.065 Dominante
0.710 (IC Superior) CP 3.461,17 0.141
0.327 (IC Inferior) CPP 3.001,53 0.155 471,34 0.043 Dominante
0.327 (IC Inferior) CP 3.471,87 0.111
Doenca estavel, sem EA )
0.980 (IC Superior) CPP 3.022,06 0.235 445,89 0.109 Dominante
0.980 (IC Superior) CP 3.467,95 0.126
0.313 (IC Inferior) CPP 3.001,82 0.171 453,75 0.064 Dominante
0.313 (IC Inferior) CP 3.455,58 0.107
Moderado EA .
0.938 (IC Superior) CPP 2.985,23 0.218 488,92 0.087 Dominante
0.938 (IC Superior) CP 3.474,15 0.131

BML = Beneficio Monetario Liquido; CP = Cuidado Padrdo; CPP = Cuidado Padrdo Precoce; EA = Eventos Adversos; IC = Intervalo de Confianga; ICER = Incremental

Cost-Effectiveness Ratio; QALYs = Quality Adjusted Life Years

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As curvas de aceitabilidade (Figura 22) para o cenario estudado indicam a probabilidade
da intervengao ser custo-efetiva quando comparada as alternativas, de acordo com os diferentes
limiares ou valores por QALYs. Em todos os casos, as curvas suportam os resultados sugeridos
pelo grafico de dispersd@o. Quando se comparam os CPP com cuidados padrdo, todos os
cendrios mostram que os CPP sdo uma opc¢ao custo-efetiva, com um limiar de pelo menos 1

PIB per capita.

Figura 22. Curvas de aceitabilidade de custo-efetividade do cuidado paliativo precoce versus cuidado padrao
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 BIOSSENSOR PARA CELULAS DE CANCER DE MAMA BASEADA EM UM
TRANSDUTOR TRIDIMENSIONAL DE MEMBRANAS DE TIO2

4.3.1 Estudo morfologico

A estratégia proposta para diferenciar as células do cancer de mama de acordo com o
perfil glicomico da membrana externa ¢ ilustrada na Figura 23. O processo de fabricagao do
biossensor foi monitorado por microscopia eletronica de varredura. A Figura 23a mostra uma
microscopia de varredura eletronica do substrato primitivo apo6s crescimento de TiO»-MN.
Notamos um arranjo de crescimento firme e homogéneo das nanoestruturas sobre o vidro. Na
Figura 23b, apresentamos uma estrutura semelhante a membrana de TiO2-MN apods imobilizar
a camada de Cys em sua superficie. A morfologia no formato de asa ¢ evidente. A Figura 23c
mostra uma micrografia de uma nanoestrutura de membrana tinica ap6s a sua modificagdo com
aglutinina de gérmen de trigo. Nesta etapa, uma grande quantidade de agregados ¢ claramente
visualizada, um resultado que sugere a imobilizagdo bem-sucedida das lectinas. Atribuimos a
presenca desses aglomerados de lectinas ao incremento de impedancia encontrado em nossos

resultados obtidos pelas medidas da espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE).

Figura 23. Micrografias de microscopia eletronica de varredura de TiO2-MN (a), TiO2-MN modificado com
cisteina (b) e TiO2-MN modificado com WGA (c)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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A fim de facilitar o entendimento do evento de biorecognicdo, realizamos uma
microscopia de varredura eletronica dos eletrodos antes das medidas eletroquimicas (figura
24). Nestas amostras, foram utilizadas solugdes celulares de 10°. Os eletrodos foram expostos
a solucdo celular por 30 min. Depois de enxaguar as células ndo ligadas, os eletrodos foram
tratados com uma solu¢do de glutaraldeido a 2,5% por 1 h a 4 °C para fixar as células e torna-
las resistentes & metalizagdo e microscopia de varredura eletronica (Chen et al. 2016). Na
Figura 2a observamos uma quantidade maior de células MCF7 aderidas ao eletrodo. Este
comportamento surpreendente ¢ o resultado da modificacdo da ConA nas estruturas de TiO»-
NM. As maiores respostas foram observadas para ConA reconhecendo MCF7 e T47D (Figuras
24a e 24c). Por outro lado, notamos uma quantidade menor de células MCF7 e T47D aderidas
aos eletrodos modificados pelo WGA (Figuras 24b e 24d). Quando NHF foram testados,
notamos que uma pequena quantidade de células foi aderida a eles. No entanto, eles sdo maiores
que as linhas de células de cancer de mama, o que explica sua resposta eletroquimica. Esses

resultados estdo de acordo com nossas medi¢des eletroquimicas.

Figura 24. Micrografias de microscopia eletronica de varredura de TiO2-MN-ConA expostas a T47D (a), TiO2-
MN-WGA expostas a MCF7 (b), TiO2-MN ConA expostas a MCF7(c), TiO2-MN-WGA expostas a T47D (d),
TiO2-MN-ConA exposto a NHSF (e) e TiO2-MN-WGA expostos a NHSF (f)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica foi conduzida para estudar o
comportamento da plataforma antes e ap6s cada etapa de modificacdo da superficie do eletrodo
e para quantificar a afinidade de cada linha de células em direcdo a uma lectina especifica. A
metodologia empregada pode ser encontrada na se¢ao 2.2. A superficie do eletrodo modificada
com TiO2-MN (Figura 25a) mostrou um processo limitado por difusdo que revela sua natureza
condutora, o que melhora a sensibilidade do sensor. Uma melhor condutividade foi observada
para o nano-TiO2 ap0s a evaporacdo de uma fina pelicula de ouro em sua superficie melhorou
o limite de deteccdo do biossensor (Figura 25a). Resultados semelhantes foram obtidos por
outros autores (Shi et al. 2007). Um circuito equivalente modificado de Randles foi adotado
para analisar o comportamento do TiO2-MN e o desempenho do sensor. O circuito de Randles
inclui a resisténcia 6hmica da solucdo eletrolitica (Rq), impedancia de Warburg (W) resultante
da difusdo do ion do eletrdlito volumoso para a interface do eletrodo, elemento constante de
fase (Q) e resisténcia a transferéncia de carga (Rct) reconhecida quando a solugdo eletrolitica

contém uma sonda redox. O didmetro de um semicirculo de Nyquist esta relacionado ao Rcr.

Figura 25. Resposta eletroquimica das nanomembranas tridimensionais do tipo borboleta do tipo TiO2 (a) e do
circuito equivalente de Randles (b)
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A Tabela 7 mostra os parametros elétricos calculados a partir do ajuste matematico das

respostas do EIS. O procedimento de montagem da lectina TiO2-MN e interagdes entre WGA

ou ConA com o perfil glicémico das linhas celulares escolhidas sdo apresentados.

Tabela 7. Comparag@o com outros sensores de células cancerosas publicados

Intervalo Limite de
Linhagem
Técnica Transdutor linear detecciio Referéncia
celular
(células mL™) | (células mL™)
Apatamero de
sgc8c-DNA 4
CV, EIS s CCRF-CEM | [OXx107ate 105 100 (Pan et al.
tiolado em disco 1.0x 10 2009)
de ouro.
3.0x 10* até 3
A549 30x 107 7.0x 10
3.0x 10° até 4
H1299 30x 10° 8.0x 10
. 2.5x10° até "
oV Carbono de vidro- 95-D 25%10° 7.0x 10 (Zhang et al.
MWNT-Au-ConA Y 2010)
3.6 x 10° até s
QGY-7701 36x 10° 1.1x10
QGY-7703 10 até 5.0
1.0x 10°
LNCaP 20x10%até | 50510
5.0x 10°
T47D 10até 1.0 x 10.0
10°
Ti0O2 MN-Gold 10 até 1.0 x
Cys-ConA MCF7 e 10.0
NHSF 10até 1.0 x 10.0
6
EIS 10 Este trabalho
T47D 10até 1.0 x 10.0
10°
Ti0O2 MN-Gold MCF7 10até 1.0 x 100.0
Cys-WGA 10°
NHSF 10até 1.0 x 10.0
10°

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 26 mostra a natureza gradual da modifi¢ao do eletrodo de lectina TiO2-MN e

a interagdo ConA/WGA com diferentes linhas celulares de cancer (MCF7, T47D ¢ NHSF). Um

aumento pode ser observado nos valores de RCT apds imobilizagdo de ConA (0,80 x 10°Q) e
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WGA (2,56 x 10° Q) no eletrodo modificado com TiO,-MN. A resposta impedimétrica ao
WGA foi menor que a ConA, devido ao peso molecular e a estrutura tridimensional dessas
lectinas. O ConA apresenta uma distribuicdo conformacional do tetrdmero que influencia o
processo de adsorcdo na superficie do eletrodo e o fim das respostas eletroquimicas (Oliveira
et al. 2008). A albumina de soro bovino foi usada para bloquear os locais ativos restantes na
superficie do eletrodo e, como esperado, promove um aumento no Rer apos a adsorgao.

Além disso, TiO2-MN-ConA e TiO>-MN-WGA revelaram uma boa interacdo com
linhagens celulares de cancer testadas. Como esperado, os sistemas de células cancerigenas
num fendtipo maligno estdo associados a uma variedade de padrdes alterados de glicosilagao
celular. Esses padroes de carboidratos sdo observados em glicolipidios, glicoesfingolipideos e
glicoproteinas (Goetz et al. 2009). Adicionalmente, a informacgdo estrutural indica que a
atividade de ligag@o a hidratos de carbono da maioria das lectinas foi gerado por residuos de
acido amido designados como o dominio de reconhecimento de hidratos de carbono. De facto,
o dominio de reconhecimento de hidratos de carbono reconhece tipicamente os residuos de
hidrato de carbono nao redutores terminais das glicoproteinas e glicolipidos da membrana
celular (Mody et al. 1995). O sistema TiO,-MN-WGA demonstrou a melhor resposta a linha
T47D (RCT = 15,0 x 10° Q) quando comparado com a linha MCF7 (RCT =4,5 x 10° Q).

Nota-se que o T47D ¢ composto por um padrao de glicosilagao simples, predominando
o NeuAca2-3Gal1-3GalNAc-01, Gal31-3GalNAc-ol e GalNAc-ol (Lloyd et al. 1996). Essas
caracteristicas s3o um importante fator chave envolvido na resposta do WGA contra a linha
T47D. Além disso, WGA liga-se com alta afinidade aos residuos GIcNAc internos em grandes
oligossacarideos contendo sequéncias repetidas de Galp(1-4) GlcNAc B(1-3) que reforcam a
resposta Rcr obtida na analise impedimétrica (Gallagher et al. 1985).

Células MCF7 sdo tumores hipoglicosilados que resultam diretamente em uma resposta
impedimétrica mais baixa (Engelmann et al. 2008). Além disso, um estudo anterior revelou
que o MCF7 possui estruturas de manose elevada com glicanos dominantes de manose elevada
(Man5-9GIcNAc2) acompanhado por tri- e tetraantenario fucosilado menos abundantes, que
promovem o reconhecimento de carboidratos ConA (Lattova et al. 2011; Lattova et al. 2010).
ConA ¢ uma lectina especifica para Gly/Man e ¢ um tetrdmero a pH fisioldgico, com cada
mondmero possuindo um local sacarideo bem como um sitio de ion metéalico (Bhattacharyya
et al. 1991). O sistema TiO>-MN-ConA (Figura 26d) revelou uma importante resposta
impedimétrica para a linha MCF7. Este comportamento estd associado ao reconhecimento de

acucar ConA e estudos prévios mostraram atividades bioldgicas para interagir com diferentes
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glicoproteinas presentes no plasma humano (Lima et al. 1997), e uma resposta seletiva a células
mamarias humanas normais e transformadas (Beltrao et al. 1998).

Os resultados para a interagdo entre a linhagem de células do NHSF e lectinas (WGA
ou ConA) mostraram menores valores de Rcr € n, o que corresponde a um menor efeito de
bloqueio da superficie do biossensor associado a uma menor dispersdo capacitiva. Q e n sdo
parametros constantes do elemento de fase, e esses elementos estdo associados a reatancia e
dispersdo do elemento de fase constante, respectivamente. Nossos resultados forneceram
informagdes sobre a variacao de n. Este pardmetro ¢ proximo de 1 na maioria das experiéncias
e proximo de 0,5 apenas para o eletrodo modificado com lectina TiO2-MN que reconhece
células NHSF. Isso ¢ uma indica¢do de varios aspectos difusionais do processo de transferéncia
de carga na interface. Estes resultados indicam limita¢des difusionais presentes no material
imobilizado na superficie do eletrodo. Além disso, alguns autores destacaram a rugosidade (de
Levie 1965), a geometria fractal da superficie (Nyikos e Pajkossy 1985), adsor¢ao (Pajkossy
1997), distribui¢cdes geométricas 2D e 3D (Jorcin et al. 2006) e heterogeneidades na escala
atomica. (Bouckaert et al. 2000) podem influenciar n valores.

Entre outros componentes de impedancia, as mudancas no Rcr foram as mais
significativas. As modificacdes da superficie do eletrodo afetam o elemento Rct devido a um
bloqueio na transferéncia de elétrons, resultando em uma diminuicdo na diminui¢do da
permeabilidade do sistema de sonda redox na interface. Pode ser visto que, em geral, as
resisténcias de transferéncia de carga para sistemas com ConA sdo maiores do que aquelas com
WGA. A sequéncia das medigdes do eletrodo modificado por TiO2-MN, TiO2-MN-lectina e
TiO2-MN-lectina células modificadas, mostra, aproximadamente, o bloqueio aditivo da
interface, confirmando que a quantidade de material imobilizado e / ou adsorvido diretamente
na superficie do eletrodo correlaciona com a impedancia (didmetro do semicirculo). Nossos
resultados demonstram que essas lectinas mantém sua capacidade de reconhecimento apos a
exposi¢ao na superficie do eletrodo. As diferengas nas respostas dielétricas sdo devidas ao sitio
de ligagdo a monossacarideos das lectinas ConA e WGA.

Uma bioagregacdo ndo significativa entre lectina e células NHSF, devido ao perfil de
sacarideo na superficie deste ultimo também ¢ digno de nota. Uma resposta mais baixa ¢
observada porque todas as células de mamiferos expressam acidos sialicos e outras cadeias de
glicano na superficie de sua membrana externa. De fato, uma membrana celular humana

normal, como o NHSF, possui mais de 10 milhdes de moléculas de glicano na sua membrana
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celular externa (Varki e Schauer, 2009). E digno de nota que as células do NHSF sdo compostas
principalmente de galactose e 4cido sidlico (Tsay et al. 1975).

Além disso, a resposta obtida para o eletrodo modificado por WGA ¢ maior quando ele
¢ exposto ao T47D (mais invasivo) em compara¢do com a linhagem celular MCF7 (menos
invasiva). Alteragdes especificas ocorrem durante o processo tumorigénico, além do acimulo
de N-acetil glucosamina, particularmente, mudangas e mudancas nas liga¢des de glicano (Varki
e Schauer 2009). Essas modificacdes estdo relacionadas a caracteristica mais invasiva presente
na linhagem celular T47D. Por outro lado, encontramos uma resposta ainda maior para o sensor
ConA contra a linhagem de células cancerigenas, uma vez que sua lectina se liga diretamente
as fragdes manose presentes em todos os tipos de glicanos ligados a N.

Os resultados apresentados na Figura 26 mostram claramente que ambas as lectinas
foram capazes de reconhecer carboidratos alterados presentes nas linhas celulares de cancer,
como pode ser visto pelo aumento no RCT. Como este componente resistivo controla a cinética
de transferéncia de carga da sonda redox na interface do eletrodo, seu valor varia de acordo
com a quantidade de células adsorvidas na superficie do eletrodo. Por esse motivo, utilizamos
ARc1% para avaliar a sensibilidade do nosso biossensor através da linearidade das respostas
coletadas em cada concentragdo de células cancerosas, como segue (ARct% = Rertecting —
Rplinha celular/R - pLecting) % 100, Rer (Lectina) € o valor da resisténcia de transferéncia de carga
do eletrodo modificado por lectina TiO>-MN e RCT (Linhagem Celular) € o valor da resisténcia
de transferéncia de carga da plataforma de lectina TiO2-MN apds exposi¢do a uma solucao

contendo diferentes concentragdes de células MCF-7, T47D ou NHSF.
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Figura 26. Respostas eletroquimicas apos o teste de diferentes concentragdes celulares de 10 células mL-1 a 1 x
106 células mL-1. (a) TiO2-MN-WGA exposto a MCF-7, (b) TiO2-MNWGA exposto a T47D, (c) TiO2-MN-
ConA exposto a MCF-7, (d) TiO2-MN-ConA exposto a T47D, (e) TiO2-MN-WGA exposto a NHSF, e (f) TiO2-
MN-ConA exposto a NHSF

a b

1.2x10* 3x10*
MCF7 cancer cell line + WGA T47D cancer cell line s WGA
s+ 10E1 + 10E1
3 » 10E2 4 + 10E2
.8:0x10°1 10E3 2x1074 10E3
G 10E4 || & 10E4
i + 10E5|| = + 10E5
A . 10E6 || N R 10E6
4.0x10° + 1x10%
0.0 . — '
3.0x10°  6.0x10°  9.0x10°  1.2x10* 3x10*
Z' Q) FAN(e))
6.0x10°
1.8x10'{ MCF7 cancer cell line » ConA T47D cancer cell line » ConA
10E1 10E1
+ 10E2 + 10E2
, 10E3 4.0x10°+ 10E3
’_\1.2X10 ] + 10E4 @ + 10E4
<) 10E5 | |= + 10E5
= h N
N ' 2.0x10°4 1080
0.0 0.0 L . .
T T s T 7 T 7 0 0 6 6 6
0.0 6.0x10 1.2x10 1.8x10 : 2.0x10 4.0x10 6.0x10
Z (@) Z' (Q)
8.0x10° 2.0x10°
NHSF cell line + WGA NHSF cell line » ConA
s » 10E1 . 10E1
6.0x10" 1 » 10E2 1.5x10 4 + 10E2
—_ 10E3 | 10E3
g s 10E4 g . + 10E4
- 4.0x10" 1 s 10E5| |- 1.0x10" 1 + 10ES5
N 10E6 | [N 10E6
2.0x10° 5.0x10°
0.0 T 3 T 3 T 3 3 0.0 . T T T
0.0 2.0x10 4.0x10 6.0x10 8.0x10 0.0 5.0x10° 1.0x10° 1.5x10° 2.0x10°
VANTe)) Z'(Q)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode ser visto, um estudo foi realizado para diferentes concentragdes celulares.

Uma andlise mais detalhada que resume a interagdo entre o perfil glicomico das células e as
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lectinas selecionadas ¢ mostrada na Figura 27. ARct aumenta claramente com a concentragdo
celular. A resposta ARct indicou que as interagdes entre lectinas e células cancerigenas podem
ser detectadas pelo eletrodo modificado. O aumento no ARcr ¢ diferente para ambas as lectinas;
no entanto, para maiores concentragdes de células, ConA e WGA apresentaram um maior ARct
(Figura 27). Observamos que mudangas menores na resisténcia a transferéncia de elétrons
foram detectadas com experimentos usando células NHSF. O fato de que ambas as lectinas sdo
conhecidas por terem diferentes interagdes com carboidratos em células normais e
cancerigenas, indica que as mudancas na resisténcia a transferéncia de elétrons observadas com

acucar de células cancerigenas foram devidas a uma interagdo especifica entre lectina e agtcar.

Figura 27. ARCT% para eletrodos modificados com lectina TiO2-MN apo6s exposicao a diferentes concentragdes
de células de MCDF-7, T47D e NHFS
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A capacidade de biorecogni¢do das lectinas foi avaliada com base na inibig¢ao dos sitios
de ligagdo. Agticares especificos, como glicose e N-acetilglucosamina foram entdo usados para
inibir os locais especificos de ConA e WGA, respectivamente (Liu et al. 2016; Sadik e Yan
2007). Como pode ser visto, ap6s o contato do biossensor com carboidratos, um aumento no
Rcr foi observado devido ao processo de biointeragdo. Subsequentemente, estes sistemas
modificados foram expostos a linhas celulares MCF-7 e T47D. Como esperado, nenhuma

resposta significativa foi observada durante a resposta impedimétrica.
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A Tabela 7 mostra os resultados para o ensaio quantitativo de linhas celulares
associadas a biointerac¢do que ocorre entre as lectinas ConA e WGA e as linhas celulares
MCEF-7, T47D e NHSF. Com base em biossensores baseados em células relatados na literatura
(Tabela 7), confirmamos que o biossensor proposto teve um bom desempenho para a detecgdo
de células de cancer de mama com amplas faixas lineares e baixos limites de detec¢do. Esses
resultados interessantes sugerem que a habilidade de biorecogni¢do da lectina foi preservada
apos a imobilizacdo. Além disso, a plataforma de sensoriamento proposta usada em conjunto
com a espectroscopia de impedancia eletroquimica mostrou alta sensibilidade e especificidade.
Nossos biossensores foram capazes de discriminar e quantificar células cancerigenas de

amostras reais de tecido mamario, sugerindo uma potencial aplicagdo no diagndstico de cancer.
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5 DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS PRINCIPAIS

Em média, a qualidade de vida no grupo de cuidados paliativos precoces foi maior apds
3 e 6 meses de acompanhamento. Além disso, os pacientes incluidos no grupo CPP
apresentaram menor intensidade dos sintomas e maior sobrevida. Segundo Murray et al., uma
queda na trajetéria de bem-estar psicoldgico e espiritual pode ocorrer em quatro momentos
durante a evolu¢ao da doenca: em torno do diagnostico, no retorno ao domicilio, na recorréncia
e na fase terminal (MURRAY et al., 2017). O efeito limitado na melhora da QV e humor
deprimido observado apods 12 meses de seguimento pode ser explicado pela variacdo na
trajetoria de bem-estar e progressao da doenca, ou também pela falta de dados.

No geral, a qualidade das evidéncias e a for¢a da recomendagdo mostraram algumas
preocupacdes. De acordo com o GRADE, a certeza dos resultados variou de muito baixa a
moderada nos diferentes desfechos. Uma razdo importante para o rebaixamento dos resultados
foi a imprecisdo em relagdo ao tamanho do efeito combinado e ao alto risco de viés no nivel
do estudo. Provavelmente, as incertezas encontradas se devem ao pequeno nimero de estudos
concluidos neste campo em expansdo e com varios estudos em andamento. Apesar dos
resultados a favor dos CPP, a maioria dos desfechos ndo possui robustez adequada e sdo
inconsistentes neste momento. Além disso, embora a ferramenta GRADE ndo garanta a
coeréncia das conclusdes, oferece avaliagdes explicitas e transparentes para revisdes
sistematicas (GUYATT et al., 2011b).

O resultado da nossa meta-analise contribui com as crescentes evidéncias de que o CPP
pode melhorar a qualidade de vida e a sobrevida de pacientes com cancer avancado ou
metastatico, que sdo dois dos principais objetivos dos cuidados paliativos (PARIKH et al.,
2013b; ASSEMBLY, 2014). A integracdo do CPP ao tratamento global dos pacientes com
cancer avangado mostrou uma melhora clinicamente significativa na qualidade de vida,
redu¢do dos cuidados agressivos no final da vida e sobrevida potencialmente prolongada
(PARIKH et al., 2013b; TOKITO et al., 2015). A qualidade de vida engloba mais do que
sintomas fisicos, inclui também o bem-estar funcional, psicologico, social e espiritual. O CPP
prestado por uma equipe interdisciplinar pode abordar esses elementos centrais da QV de forma

abrangente e flexivel durante todo o curso da doenga (RUMMANS et al., 2006).
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5.2 COMPLETUDE, APLICABILIDADE E QUALIDADE GERAL DA EVIDENCIA

Embora tenhamos feito uma pesquisa eletronica altamente sensivel, o resultado de
nossa revisdo sistematica identificou poucos estudos publicados na literatura. Os intervalos
preditivos dos sete estudos agrupados sugerem substancial heterogeneidade e incerteza. Pode
ser que, em alguns tipos de cancer, haja mais beneficios do que outros. No entanto, ndo temos
dados suficientes para estratificar de acordo com os tipos de cancer. Os resultados da pesquisa
nos registros de ensaios clinicos mostraram que novos ensaios clinicos randomizados estdo em
andamento e podem contribuir para aumentar a forga das evidéncias.

Alguns estudos mostraram diferengas relacionadas as caracteristicas dos pacientes
atribuidos ao grupo CPP e isso pode ter afetado a qualidade e a heterogeneidade das evidéncias
(ZIMMERMANN et al., 2014a; MCCORKLE et al., 2015; TEMEL et al., 2016). Outras
preocupagdes que merecem ser abordadas sdo: comparar o efeito da prestacdo de cuidados
paliativos precoces versus tardios e o trade-off de recrutar pacientes altamente estressados
devido ao cancer avangado recentemente diagnosticado pode limitar a capacidade de identificar
as diferengas e afetar os resultados (BAKITAS et al., 2015; MCCORKLE et al., 2015).
Implicagdes para a pratica clinica e servigos de satide

A prestagdo de cuidados paliativos visa aliviar o sofrimento e alcancar a qualidade de
vida dos pacientes e seus familiares cuidadores. Os resultados encontrados mostraram que o
CPP ¢ apropriado e potencialmente benéfico quando introduzida apds o diagnostico e
combinado ao tratamento oncoldgico padrdo. Algumas questdes ainda precisam ser
esclarecidas. Por exemplo, o motivo para maior sobrevida no grupo CPP ¢ desconhecido. Este
beneficio pode ser devido a melhoria da QV ou a melhora da gravidade dos sintomas. No
entanto, os estudos avaliados ndo foram projetados para avaliar essa questdo.

Implicagdes para pesquisa

Novos estudos com amostras robustas e estratificadas por tipo de cancer sdo necessarios
para avaliar se existem populagdes especificas que podem se beneficiar mais. Além disso, os
beneficios do CPP para os cuidadores e a relagdo custo-eficacia precisam ser avaliados.
Discussao da analise de custo-efetividade

Em todos os paises, os formuladores de politicas enfrentam dificuldades sobre como
alocar recursos escassos na saude. A analise de custo-efetividade oferece um meio de comparar
os custos € os ganhos em saude das intervengdes como base para informar as decisdes de

investimento e fundamentar politicas informadas por evidéncias (GOEREE; DIABY, 2013;
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NEUMANN; COHEN; WEINSTEIN, 2014). Uma analise de arvore de decisdo com um
horizonte temporal de 12 meses foi desenvolvida para incorporar os potenciais resultados. De
acordo com a perspectiva utilizada, a andlise mostrou que o CPP foi uma estratégia dominante
em relagdo ao cuidado padrdo, gerando uma economia de custos € um aumento na qualidade
de vida dos pacientes com cancer de pulmao em células ndo pequenas.

No Brasil, ainda ndo foi definido um valor explicito do limiar de custo-efetividade para
incorporacdo de novas tecnologias em saude no SUS. Embora o limiar baseado no PIB
apresente algumas restri¢des, devido geralmente estar acima do limite de custo de oportunidade
(CLAXTON et al., 2013; BERTRAM et al., 2016; WOODS et al., 2016). A falta de
identificacdo da relacdo incremental entre os custos e a eficicia das alternativas, expde o
sistema ao risco de aumentos orcamentarios inaceitaveis. Um limiar bem estabelecido pode
ajudar a melhorar a transparéncia nas analises, diminuir a arbitrariedade nos processos
decisorios e apoiar a sustentabilidade do sistema de saude (NEUMANN; COHEN;
WEINSTEIN, 2014; BERTRAM et al., 2016; PINTO; SANTOS; TRAJMAN, 2016;
VALLEJO-TORRES et al., 2016).

Os beneficios do CPP em pacientes com cancer foram estudados e comprovados em
varios cendrios, uma meta-analise realizada por Haun et al. (2017) mostrou que os CPP podem
melhorar a QV e também diminuir a intensidade dos sintomas em pacientes com cancer
avancado (HAUN et al., 2017). Adicionalmente, evidéncias mostraram que o envolvimento
precoce em servigos de cuidados paliativos resulta em menos internagdes hospitalares,
atendimentos de emergéncia, uso de quimioterapia e ajuda aos cuidadores terem niveis mais
baixos de ansiedade e depressao (TEMEL et al., 2010; PFEIFER, 2014; DIONNE-ODOM et
al., 2015). Assim, pacientes com cancer de pulmdo de células ndo pequenas sdo candidatos
ideais para receber os CPP porque sdo reconhecidos como tendo uma doenga incuravel, com
um tempo médio de sobrevivéncia inferior a um ano (TEMEL et al., 2010). Em perspectiva, o
CPP ¢ um campo emergente e, até o0 momento, nenhuma analise de custo-efetividade avaliou
o efeito da interven¢do em pacientes com cancer de pulmao de células ndo pequenas.

Atualmente, no Brasil faltam dados prospectivos sobre a eficacia, qualidade de vida e
escore de utilidade relacionados aos cuidados paliativos precoces em pacientes com cancer de
pulmao de células ndo pequenas, a fim de melhor adequar nosso modelo. Embora algumas das
suposi¢des iniciais e estimativas de modelo tenham sido derivadas de estudos conduzidos em
diferentes paises, os parametros utilizados foram obtidos de grandes estudos observacionais e

os resultados apresentados sdo potencialmente aplicaveis. Consequentemente, modelamos os
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parametros clinicos de referéncia, a medida de RR com a introdugao de cuidados paliativos e
o escore de utilidade (QV), usando dados obtidos de estudos de coorte retrospectivos (NAFEES
et al., 2008; VERA-LLONCH et al., 2011; SHI; ZHU, 2016; TRIPLETT et al., 2017).

Em geral, os custos com o tratamento do cancer variam significativamente, dependendo
do estagio e da extensdo do tumor, sendo maiores no primeiro ano apds o diagnostico e na fase
final da doenga (KNUST et al., 2017a). A tendéncia de aumento dos custos na fase terminal
sugere que os servigos de saude devem estar preparados para suportar esse aumento;
especialmente aqueles relacionados ao uso de recursos humanos e repetidas internagdes.

Os custos foram obtidos de um hospital especializado e de referéncia em atendimento
oncologico de alta complexidade dentro do SUS. Este fato limita a generalizacdo dos
resultados, uma vez que cada hospital credenciado para tratamento oncoldgico no Ministério
da Saunde, estd livre para incorporar diferentes esquemas terapéuticos de acordo com o
protocolo clinico em oncologia (MINISTERIO DA SAUDE (BRASIL). SECRETARIA DE
ATENCAO A SAUDE, 2014). No entanto, os custos utilizados refletem o perfil dos custos da
satude publica.

O modelo ¢ sensivel ao aumento nos custos dos CPP quando comparado aos dados da
linha de base, pois a variagdo nos custos do CPP entre 50% e 150% levaram a um ICER
consideravelmente maior (R$5.042,38/QALY e R$27.649,00/QALY ganho, respectivamente).
Este estudo tem varios pontos fortes. Até onde sabemos, nenhuma outra analise de custo-
efetividade que compara as duas estratégias de cuidado em pacientes com cancer de pulmao
em células ndo pequenas foi relatada. A abordagem do passo a passo usada para conduzir e
relatar os resultados do estudo ¢ totalmente transparente. As suposi¢des do modelo sdo
justificadas, o que permite que outros pesquisadores interessados repliquem o estudo ou adotem
a estrutura para outros topicos. Esta andlise utilizou as estimativas mais conservadoras das
fontes de dados disponiveis. A analise de sensibilidade probabilistica avaliou os parametros
com maior nivel de incerteza (custos, valores de utilidade e RR).

No entanto, algumas suposi¢des que podem limitar a for¢a do modelo também se
aplicam. Devido a falta de evidéncias sobre a eficacia do CPP e da QV em pacientes brasileiros
com cancer de pulmdo em células ndo pequenas, foram utilizados os valores de RR ¢ QV
relatados em estudos realizados em outros paises. Pela mesma razdo, assumimos as mesmas
taxas de sobrevida global entre os dois grupos avaliados. Considerando a pouca informacgao
disponivel sobre os custos dos cuidados paliativos, principalmente em pacientes com cancer de

pulmdo em células ndo pequenas, assumimos os dados de um hospital especializado e de
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referéncia em tratamento oncoldgico de alta complexidade no SUS. Algumas preocupagdes
relacionadas ao uso de dados retrospectivos devem ser destacadas como um potencial risco de
viés; por outro lado, o uso de dados retrospectivos tem a vantagem de evitar influéncias e
representar a pratica clinica real. Existem varios esquemas de quimioterapia aprovados para o
tratamento do cancer, no entanto, consideramos os custos do uso da quimioterapia como um
custo unico, ou seja, as diferencas entre os esquemas nao foram consideradas.

Apesar das limitagdes, nossa analise sugere que ha justificativa solida para recomendar
o uso de CPP em pacientes com cancer de pulmao em células ndo pequenas. O resultado da
nossa andlise pode contribuir para apoiar os tomadores de decisdo na definicdo de politicas
baseadas em evidéncias, bem como contribuir para o desenvolvimento de diretrizes para o

atendimento de pacientes com cancer.
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6 CONCLUSOES

Nossos achados sugerem que os cuidados paliativos precoces efetivamente melhoram
a qualidade de vida, reduz os sintomas e aumenta a probabilidade de sobrevivéncia dos
pacientes com cancer avangado. Embora o tamanho do efeito tenha sido pequeno, clinicamente
pode ser relevante, considerando uma diminui¢@o da saude ao longo do tempo. Finalmente, os
resultados devem ser interpretados com cautela, pois ha poucos estudos publicados e a
qualidade das evidéncias observadas.

A andlise econdmica apresentada indica que, considerando os atuais parametros
avaliados, os CPP podem ser uma estratégia dominante (ou seja, a tecnologia avaliada ¢ mais
barata e mais efetiva) em relacdo ao tratamento padrao.

Mesmo sob premissas menos favoraveis, onde os parametros com o maior nivel de incerteza
(custos, valores de utilidade e RR) foram variados, o CPP permanece como uma alternativa
custo efetiva, baseada no limiar de um PIB per capita.

Assim, com base nos resultados encontrados, nosso modelo sugere que os CPP em
pacientes com cancer de pulmao em células ndo pequenas ¢ potencialmente custo-efetivo e
economiza custos.

O desenvolvimento do biossensor apresentou a constru¢do de uma plataforma de bio-
reconhecimento tridimensional alcangada através de ligacdes covalentes entre a cisteina-ouro
e a ligagdo covalente das lectinas. ConA tem uma ampla reatividade para as metades de manose
encontradas em glicanos ligados em N e WGA tem afinidade especifica para N-
acetilglucosamina (GIcNAc) de N-glicanos que ocorrem na superficie celular. As diferentes
especificidades de cada lectina permitiram o reconhecimento e diferenciacdo de linhas
celulares de cancro altamente invasivas a partir de linhas celulares fracamente invasivas e
células de tecidos normais. Nossos resultados demonstraram que o uso do eletrodo modificado
com TiO2-MNConA fornece excelente reprodutibilidade e seletividade em relacdo a linhagem
celular T47D. A abordagem proposta demonstrou limites de detec¢ao tdo baixos quanto 10
células mL-1 e faixa linear de 10 a 1,0 x 106 células mL-1. Como a plataforma construida
quantificou com sucesso as células cancerigenas, ela poderia ser empregada para facilitar o
diagnostico nos estagios iniciais do cancer. Além disso, como os perfis glicémicos atipicos
também estdo associados a doencgas degenerativas e disturbios neuroldgicos, esses tipos de
biossensores baseados em lectina podem servir para explorar a natureza dos agUcares

alcinilicos sobrejacentes a membrana das células afetadas.
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APENDICE A - ESTRATEGIAS DE BUSCA UTILIZADAS NAS BASES DE DADOS

ELETRONICAS
PUBMED Date June 29,
2017
((((("Palliative Care"[Mesh]) AND "Neoplasms"[Mesh]) OR
"Neoplasm Metastasis"[Mesh]) AND "Quality of Life"[Mesh])
OR "Survival"[Mesh]) AND (((randomized controlled trial [pt]
OR controlled clinical trial [pt] OR randomized controlled trials
[mh] OR random allocation [mh] OR double-blind method [mh]
OR single-blind method [mh] OR clinical trial [pt] OR clinical
41 trialsfmh] OR (“clinical trial”[tw]) OR ((singl*[tw] OR 3.489
doubl*[tw] OR trebl*[tw] OR tripl*[tw]) AND (mask*[tw] OR ’
blind*[tw])) OR (placebos [mh] OR placebo* [tw] OR random*
[tw] OR research design [mh:noexp] OR comparative study [pt]
OR evaluation studies as topic [mh] OR follow-up studies [mh]
OR prospective studies [mh] OR control* [tw] OR prospective*
[tw] OR volunteer* [tw]) NOT (animals [mh] NOT humans
[mh]))))
TOTAL 3,489
CRD Date June 29,
2017
#1 MeSH DESCRIPTOR Palliative Care EXPLODE ALL TREES 331
#2  MeSH DESCRIPTOR Neoplasms EXPLODE ALL TREES 11,898
MeSH DESCRIPTOR Neoplasm Metastasis EXPLODE ALL
#3 705
TREES
#4 MeSH DESCRIPTOR Quality of Life EXPLODE ALL TREES 2,723
#5 MeSH DESCRIPTOR Survival EXPLODE ALL TREES 44
#6  #1 and #2 or #3 and #4 or #5 39
TOTAL 39
COCHRANE LIBRARY Date June 29,
2017
#1  MeSH descriptor: [Palliative Care] explode all trees 1,647
#2  MeSH descriptor: [Neoplasms] explode all trees 61,407
#3  MeSH descriptor: [Neoplasm Metastasis] explode all trees 4,409
#4 MeSH descriptor: [Quality of Life] explode all trees 19,824
#5 MeSH descriptor: [Survival] explode all trees 165
#6 #1 and #2 or #3 and #4 or #5 1,494
TOTAL 1,494
CINAHL Date June 29,
2017
#s1 (MH "Palliative Care") 22,496
#s2 (MH "Neoplasms") 38,799
#s3 (MH "Neoplasm Metastasis") 13,304
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#s4 (MH "Quality of Life") 51,360
#s5 (MH "Survival") 21,926
#s6 #sl AND #s2 OR #s3 AND #s4 OR #s5 519
TOTAL 519
EMBASE Date June 29,
2017
#1  ‘palliative therapy’/exp OR ‘palliative therapy’ 88,140
#2  ‘neoplasm’/exp OR neoplasm 4,122,279
#3  ‘metastasis’/exp OR metastasis 582,479
#4  ‘quality of life’/exp OR ‘quality of life’ 445,906
#5  ‘survival’/exp OR survival 1,354,817
#6 #2 OR #3 4,132,886
#7 #4 OR#5 1,736,692
#8  #1 AND #6 AND #7 NOT [medline]/lim 8,485
TOTAL 8,485
Term Database Result S.t udy Date
registered

“early palliative

’ ClinicalTrials.gov 24 15 June 30, 2017
care

“early palliative

" ICTRP 34 1 June 30, 2017
care




APENDICE B - LISTA DOS ESTUDOS EXCLUIDOS

S2 Tabela. Lista dos 73 estudos excluidos e as razdes para exclusdo.

Primeiro Autor,

Ano

Titulo do estudo

Razao para
exclusio

Abernethy, 2013

Delivery strategies to optimize resource
utilization and performance status for
patients with advanced life-limiting
illness: Results from the "palliative care
trial"

Erro de intervengao

Ahmedzai, 2015

he SPECIAL trial: Exploring the place of
early specialist palliative care in UK lung
cancer management

Delineamento do
estudo

Alesi, 2014

Palliating oncologists: A pilot study on
primary palliative care development in
hematology-oncology trainee outpatient
clinics

Erro de intervengao

Improvement the quality of life in patients

AllendePerez, 2017 with gynecological terminal cancers  Erro de desfecho
according to esas
Implementing Advanced Support for

Almeida, 2012 Quality-of-Life in Oncology (ASQO):  Erro de desfecho

Seeking, intervening, and educating

Atreya, 2016

Early integration of palliative medicine
into emergency care: Is it a feasible option

Delineamento do
estudo

Anderson, 2016

Upstream adventures: Initial results from
a clinical trial of early palliative care,
delivered in the community by trained lay
persons

Erro de desfecho

Avoine-Blondin,
2014

Quality of life of children with cancer
treated with palliative care: A qualitative
study on professionals' perceptions

Delineamento do
estudo

Avoine-Blondin,
2012

A systematic review comparing quality of
life  definitions and  measurement
strategies between adult palliative care
and pediatric palliative care

Delineamento do
estudo

Keys to supportive care in pancreatic

Delineamento do

Back, 2013 cancer: Early palliative care, improved
o estudo
communication
Clinician roles in early integrated Delineamento do
Back, 2014 palliative care for patients with advanced
o estudo
cancer: A qualitative study
Back, 2011 Late referral to palliative care services in  Delineamento do
Korea estudo
Palliative car referrals and time period
Bajaj, 2013 between last chemotherapy and death in  Delineamento do

metastatic breast cancer patients in North
Queensland

estudo

165



Balboni, 2013

Provision of spiritual support to patients
with advanced cancer by religious
communities and associations with
medical care at the end of life

Erro de intervengao

Balboni, 2010

Provision of spiritual care to patients with
advanced cancer: associations with
medical care and quality of life near death

Erro de intervengao

Becker, 2017

A cluster randomized trial of a primary
palliative care intervention (CONNECT)
for patients with advanced cancer:
Protocol and key design considerations

Delineamento do

estudo

Beernaert, 2015

An empirical appraisal of the 'early
palliative care needs' model: A cross-
sectional survey study in cancer patients

Delineamento do

estudo

Bernacki, 2015

Development of the Serious Illness Care
Program: a randomised controlled trial of
a  palliative care  communication
intervention

Erro de intervengao

Borneman, 2013

Palliative care for quality of life and

symptom concerns in lung cancer: Phase 1
results (FR417-B)

Delineamento do

estudo

Buchman, 2016

Early integration of palliative care in
Ontario: Integrate quality improvement
project

Delineamento do

estudo

Buss, 2014

Integrating palliative care into care of
patients with kidney cancer and melanoma

Delineamento do

estudo

Davis, 2015

A review of the trials which examine early
integration of outpatient and home
palliative care for patients with serious
illnesses

Delineamento do

estudo

Dionne-Odom,
2015

Benefits of Early Versus Delayed
Palliative Care to Informal Family
Caregivers of Patients With Advanced
Cancer: Outcomes From the ENABLE III
Randomized Controlled Trial

Erro populacao

Dionne-Odom,
2016

Family caregiver grief and depression
outcomes from the enable iii randomized
controlled trial

Erro populacao

Dionne-Odom,
2014

Benefits of immediate versus delayed
palliative care to informal family
caregivers of persons with advanced
cancer: Outcomes from the ENABLE III
randomized clinical trial

Erro populacao

Dionne-Odom,
2016

Associations between advanced cancer
patients' survival and family caregiver
presence and burden

Delineamento do

estudo

Dirk, 2010

Early palliative care in non-small-cell lung
cancer

Delineamento do

estudo

166



doCarmo, 2015

A phase II study in advanced cancer
patients to evaluate the early transition to
palliative care (the PREPArE trial):
Protocol study for a randomized
controlled trial

Delineamento do
estudo

El-Jawahri, 2016

Early integrated palliative care to improve
family caregivers (FC) outcomes for
patients with gastrointestinal and lung
cancer

Erro populacao

Eschbach, 2014

Early palliative care: Fourth modality in
metastasic lung cancer

Delineamento do
estudo

Farquhar, 2014

Is a specialist breathlessness service more
effective and cost-effective for patients
with advanced cancer and their carers than
standard care? Findings of a mixed-
method randomised controlled trial

Erro de intervengao

Singh, 2014

Palliation in metastatic non-small cell lung
cancer: Early integration with standard
oncological care is the key

Delineamento do
estudo

Strasser, 2011

Early palliative cancer care

Delineamento do
estudo

Salman, 2013

Early palliative care for patients with

metastatic non-small-cell lung cancer in
Khyber Pakhtunkhwa

Delineamento do
estudo

Rowland, 2010

Palliative care: Earlier is better

Delineamento do
estudo

Rohrmoser, 2017

Early integration of palliative/supportive
cancer care—healthcare professionals’
perspectives on the support needs of
cancer patients and their caregivers across
the cancer treatment trajectory

Delineamento do
estudo

Roche-Green, 2017

Early palliative intervention for allogenic
stem cell transplant

Delineamento do
estudo

Ramchandran,
2015

Is screening enough? Implications of a
pilot utilizing standard screening criteria
for early palliative referral

Delineamento do
estudo

Prescott, 2014

Effect of early palliative care on
depression and survival in patients with
advanced cancer

Delineamento do
estudo

Prakash, 2013

Early palliative care referral reduces

Delineamento do

cancer suffering estudo
Otsuka, 2012 Early palliative care improves the  Delineamento do
prognosis of cancer patients estudo

McDonald, 2017

Impact of early palliative care on
caregivers of patients with advanced
cancer: cluster randomised trial

Erro populacao

McDonald, 2015

Quality of life and satisfaction with care in
caregivers of patients with advanced

Delineamento do
estudo

167



cancer: Results from a trial of early
palliative care

Mahmood, 2014

Early palliative care consultation for high
risk pediatric oncology patients: A
feasibility study

Delineamento do
estudo

Mahmood, 2014

Early palliative care involvement for
children with cancer

Delineamento do
estudo

Land, 2011

Early palliative care in non-small cell lung
cancer improves quality of life and mood,
and may result in longer survival

Delineamento do
estudo

Karim, 2013

Patterns of referral to palliative care in
clinical practice in patients with stage [V
non-small cell lung cancer

Delineamento do
estudo

Johnsen, 2014

Detailed statistical analysis plan for the
Danish Palliative Care Trial (DanPaCT)

Delineamento do
estudo

Johnsen, 2013

A randomised, multicentre clinical trial of
specialised palliative care plus standard
treatment versus standard treatment alone
for cancer patients with palliative care
needs: The Danish palliative care trial
(DanPaCT) protocol

Delineamento do
estudo

Jacobowski, 2016

Pediatric palliative care and end-of-life in
childhood cancer: Opportunities for child
and adolescent psychiatrists

Delineamento do
estudo

Iyer, 2017

Early palliative care in advanced illness:
Do right by mama

Delineamento do
estudo

Helwick, 2012

The cost of lung cancer at the end of life:
Early institution of palliative care
improves survival

Delineamento do
estudo

Harden, 2015

Early intervention with hsct patients to
improve access to and knowledge of
palliative care

Delineamento do
estudo

Hannon, 2015

Strengthened relationships: Exploring the
effects of an early palliative care
intervention on patient-caregiver dyads

Delineamento do
estudo

Hannon, 2015

The oncology palliative care clinic at the
Princess Margaret Cancer Centre: an early
intervention model for patients with
advanced cancer

Delineamento do
estudo

Gu, 2015

Timing of referral to palliative care
services and its predicator factors for
advanced cancer patients in Mainland
China

Delineamento do
estudo

Gunatilake, 2014

A multicentre non-blinded randomised
controlled trial to assess the impact of
regular early specialist symptom control
treatment on quality of life in malignant

Delineamento do
estudo

168



mesothelioma (RESPECT-MESO): Study
protocol for a randomised controlled trial

Gulden, 2010

Metastasized lung carcinoma: Early
integration of palliative therapy is useful

Delineamento do
estudo

Greer, 2012

Effect of early palliative care on
chemotherapy use and end-of-life care in
patients with metastatic non-small-cell
lung cancer

Delineamento do
estudo

Glare, 2013

Early implementation of palliative care
can improve patient outcomes

Delineamento do
estudo

Gilbertson-White,
2014

Performance status, quality of life, and
survival in patients with advanced cancer
referred to palliative care: A pilot study

Delineamento do
estudo

Gaertner, 2011

Facilitating early integration of palliative
care into breast cancer therapy. Promoting
disease-specific guidelines

Delineamento do
estudo

Farquhar, 2014

Is a specialist breathlessness service more
effective and cost-effective for patients
with advanced cancer and their carers than
standard care? Findings of a mixed-
method randomised controlled trial

Erro de intervengao

Eschbach, 2014

Early palliative care: Fourth modality in
metastasic lung cancer

Delineamento do
estudo

El-Jawahri, 2016

Early integrated palliative care to improve
family caregivers (FC) outcomes for
patients with gastrointestinal and lung
cancer

Erro de populacao

Duska, 2016

Early integration of palliative care in the
care of women with advanced epithelial
ovarian cancer: The time is now

Delineamento do
estudo

Zimmermann, 2016

Perceptions of palliative care among
patients with advanced cancer and their
caregivers

Delineamento do
estudo

Yokoyama, 2015

Changes in quality of life through the early
intervention by a palliative care team for
patients with advanced lung cancer

Delineamento do
estudo

Whuerstlein, 2010

The early integration of palliative care for
breast cancer patients in the SOP breast
cancer at the cologne bonn CIO (center of
interdisciplinary oncology)

Delineamento do
estudo

Vanbutsele, 2015

The systematic early integration of
palliative care into multidisciplinary
oncology care in the hospital setting
(IPAC), a randomized controlled trial: the
study protocol

Delineamento do
estudo

Thoonsen, 2011

Early identification of and proactive
palliative care for patients in general

Erro de populacao

169



170

practice, incentive and methods of a
randomized controlled trial

Thienprayoon, Early integration of palliative care into the ~ Delineamento do
2015 care of patients with cancer estudo
Temel, 2017 Integrating palliative and oncology care:  Delineamento do

Where do we go from here? estudo
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APENDICE C - RESUMO DO PERFIL DE EVIDENCIA DE ACORDO COM A ABORDAGEM GRADE

S4 Tabela. Resumo do perfil das evidéncias de acordo com a abordagem GRADE para CPP vs. cuidado padrio.

Avaliaciao da Qualidade Resumo do achado
. ualidade -
Tempo Risco de viés  Inconsisténcia Indireta Imprecisao Vle.s de~ Qgeral da Ne de participantes Diferenca de risco com CPP
Publicacao S (estudos)
evidéncia
QoL
3 meses Sério Nao sério Nao sério Sério Nenhum (431%) 1,214 SMD 0.17 SD maior
BAIXO (7 ECRs) (0.05 maior; 0.29 maior)
6 meses Nao sério Nao sério Nao sério Sério Nenhum DPD 468 SMD 0.42 SD maior
MODERADO (3 ECRs) (0.23 maior; 0.63 maior)
12 meses Nao sério Nao sério Nao sério Sério Nenhum OPD 115 SMD 0.16 SD maior
MODERADO (2 ECRs) (-0.20 menor; 0.53 maior)
INTENSIDADE DOS SINTOMAS
3 meses Sério Nao sério Nao sério Nao sério Nenhum (%) 803 SMD -0.13 SD menor
BAIXO (6 ECRY) (-0.26 menor; 0.00 menor)
6 meses Sério Nao sério Nao sério Sério Nenhum (%) 229 SMD -0.27 SD menor
BAIXO (2 ECRs) (-0.53 menor; -0.01 menor)
12 meses Sério Nao sério Nao sério Sério Nenhum (%) 116 SMD -0.39 SD menor
BAIXO (2 ECRs) (-0.76 menor; -0.03 menor)
HUMOR DEPRESSIVO
3 meses Sério Nao sério Nao sério Sério Nenhum ® 929 SMD -0.19 SD menor
MUITO BAIXO (6 ECRs) (-0.36 menor; -0.01 menor)
6 meses Sério Nao sério Nao sério Sério Nenhum ® 469 SMD -0.21 SD menor
MUITO BAIXO (3 ECRY) (-0.45 menor; 0.04 maior)
12 meses Sério Nao sério Nao sério Sério Nenhum (%) 114 SMD -0.09 SD menor
BAIXO (2 ECRs) (-0.81 menor; 0.63 maior)
SOBREVIDA
- Sério Nao sério Nao sério Nao sério Nenhum OeP 637 OR 0.71 85 menos per 1,000
MODERADO (3 ECR) (166 menos; 2 menos)




APENDICE D - AVALIACAO DO RISCO DE VIES

S3 Tabela. Avaliagdo individual do risco de viés nos ECRs selecionados (RoB 2.0).

Risco de viés

Desvios das Dados de . Selecao dos
Estudos .. . ~ Medida dos .
Randomizacao intervencoes resultados resultados Viés geral
. resultados
pretendidas ausentes reportados
Bakitas et al. (2009) Baixo Baixo Baixo Algumag Baixo Baixo
preocupacoes
Temel et al. (2010) Algumag Baixo Baixo Algumag Baixo Algumag
preocupacoes preocupacoes preocupacoes
Tattersall et al. (2014) Algumag Baixo Baixo Algumag Baixo Algumag
preocupacoes preocupacoes preocupacoes
Zimmermann et al. Algumas . . Algumas . Algumas
~ Baixo Baixo ~ Baixo ~
(2014) preocupacoes preocupacoes preocupacoes
Bakitas et al. (2015) Algumag Baixo Baixo Algumag Baixo Algumag
preocupacoes preocupacoes preocupacdes
McCorkle et al. (2015) Alto Baixo Baixo Algumag Baixo Alto
preocupacoes
Temel et al. (2016) Baixo Baixo Baixo Algumag Baixo Baixo
preocupacoes
Maltoni et al. (2016) Baixo Baixo Baixo Algumag Baixo Algumag
preocupacoes preocupacoes
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nanomembrane transducer

Fernando Zanghelini®, Isaac A.M. Frias®, Moacyr J.B.M. Régo®, Maira G.R. Pitta®,
Marco Sacilloti®, Maria D.L. Oliveira®, Cesar A.S. Andrade™®"
* Programa de Pés-Graduagao em Inovacao Terapéutica, Universidade Federal de Pernambuco, 50670-901 Recife, PE, Brasil

® Departamento de Fisica, Universid ade Federal de Pernambuco, 50670-901 Recife, PE, Brasil
“ Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Pernambuco, 50670-901 Recife, PE, Brasil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The early diagnosis of breast cancer is crucial for the successful treatment and recovery phases of the patients
Cancer cells suffering from the disease. Although mammography is considered the gold standard for diagnosis, it fails to
Biosensor detect some cancers in high-density breasts. In this work, we propose for the first time a tridimensional
Lectins

biosensor platform, to be used on an electrochemical point-of-care device. The bioconjugated platform is
constructed on a series of covalent linkages between lectin molecules and a cysteine layer immobilized over
gold-coated TiO, butterfly-like tridimensional nanomembranes. Through the use of vegetal lectins, we managed
to take advantage of the markedly atypical glycomic profile of the cancerous mammalian cell membrane and
successfully made a distinction between highly invasive (T47D) and less invasive (MCF7) cancer cell lines. The
selectivity of the biosensor was tested by using normal human skin-fibroblast. The proposed cytosensor
demonstrated limits of detection as low as 10 cells mL™" for every cell line and a linear range from 10 to 1.0x10°
cells mL™". Considering that electrochemical impedance values can be correlated with the number of breast
cancer cells present in the sample, we suggest that the proposed platform could be useful in facilitating the

Impedance spectroscopy

diagnosis of cancer.

1. Introduction

Unlike triple-negative breast cancer, which is known to lack the
expression of estrogen and progesterone receptors (Petrelli et al.,
2014), the diagnosis of other primary breast cancers is quite difficult.
Because breast cancer is the primary cause of death among women
worldwide (Diaby et al., 2015), itis important to develop alternatives to
help diagnose breast cancer subgroups. Fortunately, today well-known
and characterized tumor-derived mammary epithelial cell lines are
available that can serve as models in evaluating the efficiency and
specificity of innovative diagnostic platforms. Based on distinct attri-
butes such as their gene expression levels, in vitro growth and their in
vivo tumorigenic and metastatic capabilities (Zajchowski et al., 2001),
cell lines such as MDA231, MDA435 and T47D have been classified as
highly invasive, while other breast cancer cell lines such as MCF7,
MDA453 and SKBR3 are recognized as weakly invasive. T47D and
MCF7 are two cancer cell lines that simultaneously express estrogen
receptor (ER) and progesterone receptor (PgR) (Holliday and Speirs,
2011; Pellegrini et al., 1995). The abnormal expression rate of these

receptors on each cell line represents a unique fingerprint constituted
by different extracellular and intracellular molecules such as glycopro-
teins, proteins and nucleic acid aptamers, peptides and glycans.

In the last five years, it has been demonstrated that the differentia-
tion of diverse cancer cell lines can be achieved by constructing a
glycomic profile based on the markedly atypical glycosylation of the
cancerous mammalian cell membrane (Drake et al., 2010; Hua et al.,
2014). Hence, employing the extracellular glycan fingerprint, a kind of
glycoprotein, to differentiate breast cancer subtypes is a convenient
alternative that obviates the use of animals for the production of
antibodies. Additionally, high-throughput techniques sometimes re-
quire labeling antibodies with large signaling molecules that decrease
their immune recognition activity (Yang et al., 2015).

Lectins are another group of ubiquitous proteins or glycoproteins
extracted from plants or animals. They bind strongly to specific glycan
moieties found on the surface of the cell membrane (Bertrand et al.,
2014). Because of their stability and ease of extraction, lectins have
been used in many of the early clinical cancer biomarker tests to detect
the carcinoembryonic antigen, colorectal cancer and the prostate
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specific antigen (Hammarstrom 1999; Meany et al, 2009; van
Gisbergen et al., 2005). Currently, there are several protocols that
employ single or multiple lectins, such as Concanavalin A (ConA),
Wheat germ agglutinin (WGA), Aleuria aurantia lectin, Lens culinaris
agglutinin, Lycopersicon esculentum lectin among others, to capture
specific glycoproteins and glycopeptides (Drake et al., 2010).

In general, after traditional biopsy, the challenge to classify the
invasiveness of breast cancer is an traumatic experience not only for
the health services, but also for the patient. The collected sample is
usually tested by clinical immunoassays such as immunohistochemis-
try or fluorescent in situ hybridization and chromogenic in situ
hybridization; however an inconclusive result is by no means uncom-
mon (Hua et al, 2014). The accumulation of knowledge on the
behavior of different breast cancer subgroups has encouraged efforts
to develop faster, easier and cheaper differentiation platforms in the
form of biosensors (Arif et al., 2015; Benvidi et al., 2015; Thiagarajan
et al., 2016). Over the last ten years, optical, piezoelectric and
electroanalytical transducers have been preferred for fabricating breast
cancer immunological biosensors (Arkan et al., 2015; Kosa et al., 2013;
Liu et al., 2014; Lucarelli et al., 2008). Nanoscale materials and
structures based on conducting polymers and semiconductors (Ali
et al., 2015; Arkan et al., 2015; Liu et al., 2014) are used on the
recognition ligand or as labels but, their working principle still based
on ELISA methodology (Huber et al., 2015). Among the most reported
analytical techniques, electrochemical impedance spectroscopy (EIS) is
recognized for being a sensitive label-free methodology.

Biosensors developed for the selective detection of cells using
electrochemical techniques are known as electrochemical cytosensors.
For the most part, they are designed to identify cancer cells and are
considered practical and robust. Several electrochemical cytosensors
have been appropriately modified to be selective towards cervical
cancer (HeLa) and leukemia (Tepeli et al., 2016, 2015). Zhu et al.
detailed an electrochemical cytosensor based on human epidermal
growth factor receptor 2, which is overexpressed in some breast cancer
cells. They obtained a limit of detection (LOD) of 26 cells mL~'. LOD
was determined based on the standard deviation (S.D.) of response and
calculated slope LOD =3.30/s (s is the slope of the calibration curve
and o is the S.D. of response). In this work, we developed a lectin-based
biological sensor that allows us to differentiate between a normal
human skin-fibroblast (NHSF) cell line and a less invasive MCF-7 and
more invasive T47D cancer cell lines by means of their outer-
membrane carbohydrate profile. With this cytosensor, we obtained a
LOD of 10 cells mL™! and a linear range from 10 to 1.0x10° cells mL™*.
TiO, butterfly-like membrane nanostructures (TiO»-MN) were grown
by means of the metal-organic chemical vapor phase deposition
(MOCVD) method (Lazar et al., 2008) and used as the electrochemical
platform. Since this nanomaterial is known for its non-linear optical
properties (Dominguez et al., 2012), we recognize that our methodol-
ogy has the potential to be simultaneously verified as an optical
transducer. Even though other metal oxides such as ZnO exhibit a
higher electron mobility and diffusion coefficient (Ali et al., 2015), TiO,
is known for its minimal protein denaturation activity, excellent
biocompatibility and chemical and photochemical stability (Derkus
et al., 2014).

The exceptional electrochemical and catalytic properties of metal
nanoparticles dispersed over a metal oxide substrate are well docu-
mented (Li and Tang, 2014). Furthermore, the prospective use of
intradermal biosensors highlights the need for biocompatible and
chemically stable materials. TiO» is a distinctive material that not only
gathers these requirements but also allows the manipulation of its
shape at the nanoscale. The use of nanostructures as electrochemical
platforms has demonstrated their ability to lower the detection limits
below those of conventional non-modified gold-disc electrodes (Sage
et al., 2014). By means of nanotechnologies, such as MOCVD, we
succeeded in shaping butterfly-like micrometrical TiO, structures
whose wings are detailed on the nanometer scale. The peculiar shape
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of these structures enables the enhancement of an important deriving
lattice effect that allows us to construct a robust electrochemical
platform. According to computational calculations and experimental
results (Tong et al., 2010; Wang et al., 2013), freshly synthesized TiO,
contains oxygen atoms located at different border positions, namely
bridged oxygen atoms, in-plane oxygen atoms and oxygen vacancies
resulting from the 5-fold and 6-fold coordinated Ti atoms. Oxygen
vacancies are most likely to occur on TiO, lattice defects, which are
found in abundance on our TiO,-NM structures. The prompt subse-
quent vaporization of gold provides the rapid sintering of Au” atoms
onto oxygen vacancies. As a result, the deposited gold film remains
strongly bound to the O™ defects at the interface through apical Au
atoms. The robust attachment of the gold film to the TiO,-NM
structures provides an excellent platform for the subsequent cystein-
lectin modification.

We emphasize that the efforts of our group are intended to explore
an environmentally friendly functionalization of the TiO,-NM transdu-
cer while maintaining its biocompatibility and simultaneously, enhan-
cing its sensitivity. In this sense, despite the fact that 3D-patterned
electrode intrinsically improves the electrochemical response of the
cytosensor, the gold-coated surface provides additional benefits. For
instance, the adoption of the gold film covering the three dimensional
transducer allows the subsequent tethering of multiple ligands,
cysteine and lectins. In this manner, multivalency governs the binding
affinities of the tethered ligands, enhancing analyte capturing by orders
of magnitude (Fukui et al., 2002; Mulder et al., 2004). Furthermore,
the incorporation of gold clusters and films creates synergistic func-
tional devices combining molecular functionality with redox and
electronic activity (Chandrasekharan and Kamat, 2000; Drechsler
et al., 2004; Subramanian et al., 2004). Hence, the redox response of
our TiO,-NM biosensor becomes largely discernable. Shi et al. found a
similar effect after gold nanoparticles were assembled on a nanostruc-
tured TiO, film, resulting in a better conductivity than that of the nano-
TiO, film alone (Shi et al., 2007). In addition, in our experience (Luna
et al., 2015; Oliveira et al., 2011; Simao et al., 2016), the use of cysteine
serves as an efficient spacer for the motility of the redox probe and as a
stable linker towards lectins, antibodies and aptamers. We compared
the electrochemical response of TiO,-MN conjugated with that of
ConA, which has a broad reactivity towards the mannose moieties
found on N-linked glycans, to that of TiO»-MN conjugated with wheat
germ agglutinin (WGA), which presents affinity towards cells via the
specific binding capacity to the N-acetylglucosamin (GleNAc) found on
N-glycans of the cell surface.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Bovine serum albumin (BSA), RPMI 1640 medium, phosphate
buffered saline (PBS), ConA, WGA, cysteine (Cys), 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) and N-hydroxysuccinimide
(NHS), Titanium (IV) isopropoxide Ti(OC3;H7)s (99.999%) and
Ferrocene Fe(CsHs), (98%) were obtained from Sigma Chemical Co.
(St Louis, USA) and used as received. Potassium ferri- and ferrocyanide
were obtained from VETEC (Brazil). All chemicals and solvents were of
analytical grade and used as received, without further purification. All
water used in the experiments was obtained from a Milli-Q plus
(Billerica, USA) purification system.

The NHSF from the CCDSK cell line and breast-cancer cell lines
(MCF-7 and T47D) were obtained from Rio de Janeiro Cell bank
(BCRJ, Federal University of Rio de Janeiro, Brazil). The cells were
cultured in RPMI 1640 supplemented with 10% fetal bovine serum,
2 mM glutamine, 100 mgmL™" streptomycin, and 100 U mL™" peni-
cillin at 37 °C with 5% CO, (Samoszuk et al., 2005). In this study, cells
with a passage number lower than 30 were employed for all in vitro
experiments. Trypsinization of cell cultures was carried out with 1.0%
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Fig. 1. SEM micrographs of TiO,-MN (a), TiO,-MN modified with cystein (b) and TiO,-MN modified with WGA(c).

trypsin to dissociate the adhered cells, which were counted and
adjusted to a known number of cells. For the biosensing investigation,
the cell suspensions were centrifuged at 3000 rpm for 5 min and then
washed twice with PBS, following which the TiO,-MN-lectin electrode
was immersed in the cell suspensions for 30 min.

2.2. Instruments

A quick coater-SC-701 (Sanyo Electronics, Tokyo, Japan) sputter-
ing device was used to evaporate a thin layer of gold over the
nanostructured surface to allow lectin immobilization and also to
prepare microscopy samples. Morphological characterization of the
nanostructured substrate was performed using a scanning electron
microscope (SEM) JSM 5900 electron microscope (JEOL Instruments,
Japan). The scan length, working distance and magnification were
adjusted to obtain adequate resolution.

The electrochemical experiments were performed on a three-
electrode cell using a PGSTAT 128N potentiostat/galvanostat
(Autolab, Eco Chemie, The Netherlands). TiO,-MN nanostructured
surface was used as the working electrode while platinum wire and Ag/
AgCl saturated with KCl were used, respectively, as counter and
reference electrodes. Current vs. voltage measurements were carried
out at a 50 mVs~! scan rate and a potential ranging from -0.2 to +0.7 V
was used. Impedance measurements were recorded between 100 mHz
to 100 kHz frequency range. The amplitude of the applied sine wave
potential was 10 mV. The electrochemical measurements were carried
out at different stages during the preparation of the nanostructured
substrate and performed when immersed in a 10 mM K4[Fe(CN)¢]*/
Ks[Fe(CN)e]*~ (1:1, v/v) redox probe solution buffered in PBS at pH
7.4. All electrochemical measurements were repeated in triplicate and
carried out at room temperature inside a Faraday cage.

2.3. Sensor fabrication

2.3.1. Growth of three-dimensional TiO» nanostructures

The TiO,-MN were prepared according to a previously reported
method (Fabreguette et al., 2001; Lazar et al., 2011, 2008), with a
slight modification of the substrate thickness and TiO,-MN growth
temperature. Briefly, a 5-nm thick cobalt film was obtained using the
electron beam physical vapor deposition method on soda lime glass
substrate. The film was then annealed at 500 °C for 1 h under atmo-
spheric air conditions. The TiO, structures were grown in a horizontal

geometry home-made MOCVD reactor operating under 76 Torr with a
growth temperature of 550 °C, using N, as carrier gas (0.6 slm-
standard litres per minute), Ti(OC3H), as the source for both Ti and
0, and Fe(CsHjs), as the catalyst. These were the only fixed conditions
set for growth pressure and carrier gas flow.

2.3.2. Modification of the TiO,-MN nanostructured surface

In order to achieve strong bonding between lectins and TiOo-MN, a
10 nm gold layer was evaporated on top of TiO»-MN, to which 5 pL of
Cys solution (30 mM) was subsequently added. Cys amino acid anchors
through gold-thiolate bonding to the nanostructured surface and,
simultaneously, will serve as the immobilizer for lectins. After a waiting
time of 15 min, we rinsed the surface with generous amounts of PBS
buffer solution to remove any non-linked molecules. Thereafter, the
Cys-modified TiO,-MN electrode surface was treated with a 0.4 M EDC
and 0.1 M NHS (1:1, v/v) solution for 10 min to activate the terminal
carboxylic group of Cys (Andrade et al., 2015). After this period, the
surface was treated for 10 min with 5 pL of lectin solution to establish
terminal covalent linkages. Finally, bovine serum albumin was used to
block the remaining active sites. The procedure described provides the
transducer with a strong immobilization of the bio recognition layer as
a result of the subsequent covalent anchoring of the lectins. The
sensing ability of the platform towards cancerous cells was assessed
by testing solutions at different cell concentrations, between 10 and 10°
cells. NHSF cell line solution was employed as a negative sample.

3. Results and discussion
3.1. Morphological studies

The proposed strategy to differentiate breast cancer cells according
to their outer-membrane glycomic profile is illustrated in Fig. S1. The
process to fabricate the biosensor was monitored by scanning electron
microscopy. Fig. 1a shows a SEM micrograph of the pristine substrate
after TiOo-MN growth. We note a growth tight and homogeneous
arrangement of the nanostructures over the glass. In Fig. 1b, we
present a single membrane-like structure of TiO,-MN after immobiliz-
ing the Cys layer on its surface. The wing-like morphology is evident.
Fig. 1c shows a micrograph of a single membrane nanostructure after
its modification with WGA. In this step, a large amount of aggregates is
clearly visualized, a result that suggests the successful immobilization
of lectins. We attribute the presence of these lectin-agglomerates to the
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Fig. 2. SEM micrographs of TiO»-MN-ConA exposed to T47D (a), TiO,-MN-WGA exposed to MCF7 (b), TiO,-MN-ConA exposed to MCF7 (¢), TiO»-MN-WGA exposed to T47D (d),

TiO2-MN-ConA exposed to NHSF (e) and TiO,-MN-WGA exposed to NHSF (f).

impedance increment found in our results obtained by EIS measure-
ments.

In order to facilitate the understanding of the biorecognition event,
we performed SEM microscopy of the electrodes before the electro-
chemical measurements (Fig. 2). In these samples, 10° cell solutions
were employed. The electrodes were exposed to the cell solution for

30 min. After rinsing out the unbounded cells, the electrodes were
treated with a 2.5% glutaraldehyde solution for 1 h at 4 °C to fix the
cells and make them resistant to metallization and SEM microscopy
(Chen et al., 2016). In Fig. 2a we observe a greater amount of MCF7
cells adhered to the electrode. This amazing behavior is the result of
ConA modification of TiO,-NM structures. The greatest responses were
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Fig. 3. Electrochemical response of the TiO, butterfly-like tridimensional nanomem-
branes (a) and Randles equivalent circuit (b).

observed for ConA recognizing MCF7 and T47D (Fig. 2a and c). On the
other hand, we noticed a lower amount of MCF7 and T47D cells
adhered to the WGA-modified electrodes (Iig. 2b and d). When NHF
were tested, we noticed that a small amount of cells were adhered to
them. However, they are bigger than breast cancer cell lines, which
accounts for their electrochemical response. These results are in
accordance with our electrochemical measurements.

3.2. Electrochemical impedance spectroscopy

EIS was conducted to study the behavior of the platform before and
after each modification step of the electrode surface and to quantify the
affinity of each cell line towards a specific lectin. The methodology
employed can be found in Section 2.2. The TiO,-MN-modified elec-
trode surface (Fig. 3a) showed a process limited by diffusion that
reveals its conductive nature, which improves sensor sensitivity. A
better conductivity was observed for nano-TiO; after the evaporation of
a thin gold film on its surface improved the detection limit of the
biosensor (Fig. 3a). Similar results have been obtained by other authors
(Shi et al., 2007). A modified Randles equivalent circuit was adopted to
analyse TiO,-MN behavior and sensor performance. The Randles
circuit includes the ohmic resistance of the electrolyte solution (Ra),
Warburg impedance (W) resulting from ion diffusion from the bulk
electrolyte to the electrode interface, phase constant element (Q), and
the charge-transfer resistance (R¢p) recognized when the electrolyte
solution contains a redox probe. The diameter of a Nyquist semicircle is
related to Rer.

Table S1 shows the electrical parameters calculated from the
mathematical fitting of EIS responses. The TiO,-MN-lectin mounting
procedure and interactions between WGA or ConA with the glycomic
profile of the chosen cell lines are presented.

Fig. 4 shows the stepwise nature of the TiO,-MN-lectin electrode
modification and ConA/WGA interaction with different cancer cell
lines (MCF7, T47D and NHSF). An increase can be observed in the R¢p
values after immobilization of ConA (0.80x10°Q) and WGA
(2.56x10° Q) at the TiO»-MN modified electrode. The impedimetric
response to WGA was lower than ConA, owing to the molecular weight
and tridimensional structure of these lectins. ConA presents a tetramer
conformational distribution that influences the adsorption process at
the electrode surface and the end of the electrochemical responses
(Oliveira et al., 2008). Bovine serum albumin was used to block the
remaining actives sites at the electrode surface and, as expected,
promotes an increase in the Rey after adsorption.

In addition, TiO,-MN-ConA and TiO,-MN-WGA revealed a good
interaction with tested cancer cell lines. As expected, cancer cell
systems in a malignant phenotype are associated with a variety of
altered cell glycosylation patterns. These carbohydrate patterns are
observed in glycolipids, glycosphingolipids and glycoproteins (Goetz
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et al., 2009). In addition, structural information indicates that the
carbohydrate-binding activity of most lectins was generated by limited
amino acid residues designated as the carbohydrate recognition
domain (CRD). In fact, CRD typically recognizes the terminal non
reducing carbohydrate residues of cell membrane glycoproteins and
glycolipids (Mody et al., 1995). The TiO,-MN-WGA system demon-
strated the best response to T47D line (Repr =15.0x 10° Q) when
compared to the MCF7 line (R¢p =4.5x10° Q).

It is note that T47D is composed of a simple glycosylation pattern,
with NeuAca2-3 Galp1-3GalNAc-ol, Galp1-3GalNAc-ol, and GalNAc-
ol predominating (Lloyd et al., 1996). These characteristics are an
important key factor involved in the WGA response against the T47D
line. In addition, WGA binds with high affinity to internal GleNAc
residues in large oligosaccharides containing repeat sequences of Gal
B(1-4)GlcNAc p(1-3) that reinforce the Rer response obtained in the
impedimetric analysis (Gallagher et al., 1985).

MCF7 cells are hypoglycosylated tumors that resulting directly in a
lower impedimetric response (Engelmann et al., 2008). In addition, a
previous study revealed that MCF7 have high-mannose structures with
dominant high-mannose glycans (Man5-9GlcNAc2) accompanied by
less abundant fucosylated tri- and tetrantennary higher sialylated
glycans that promote ConA carbohydrate recognition (Lattova et al.,
2011; Lattova et al., 2010). ConA is a Gly/Man specific lectin, and is a
tetramer at physiological pH, with each monomer possessing one
saccharide site as well as a metal ion site (Bhattacharyya et al,
1991). The TiO,-MN-ConA system (Fig. 4d) revealed an important
impedimetric response for the MCF7 line. This behavior is associated
with ConA sugar recognition and previous studies have shown biolo-
gical activities to interact with different glycoproteins present in human
plasma (Lima et al,, 1997), and a selective response to normal and
transformed human mammary cells (Beltrao et al., 1998).

Results for the interaction between the NHSF cell line and lectins
(WGA or ConA) showed lower Rer and n values, which corresponds to
a smaller blocking effect of the biosensor surface associated with a
smaller capacitive dispersion. Q and n are constant phase element
parameters, and these elements are associated with the reactance and
dispersion of the constant phase element, respectively. Our results
provided information on the variation of n. This parameter is close to 1
in most experiments, and close to 0.5 only for the TiO,-MN-lectin-
modified electrode recognizing NHSF cells. This is an indication of a
number of diffusional aspects of the charge transfer process in the
interface. These results indicate diffusional limitations present in the
material immobilized on the electrode surface. In addition, some
authors have highlighted that roughness (de Levie, 1965), fractal
geometry of surface (Nyikos and Pajkossy, 1985), adsorption
(Pajkossy, 1997), 2D and 3D geometric distributions (Jorcin et al.,
2006) and heterogeneities in the atomic scale (Bouckaert et al., 2000)
can influence n values.

Among other impedance components, the changes in Rer were the
most significant. Electrode surface modifications affect the Ret element
due to a blockage in the electron transfer resulting in a decrease in the
permeability decrease of the redox probe system at the interface. It can
be seen that, in general, the charge transfer resistances for systems
with ConA are larger than those with WGA. The sequence of TiOo-MN,
TiO»-MN-lectin, and TiO,-MN-lectin-cells-modified electrode mea-
surements, approximately shows the additive blockage of the interface,
confirming that the amount of material immobilized and/or adsorbed
on the electrode surface directly correlates with the impedance
(diameter of semicircle). Our results demonstrate that these lectins
retain their capability for recognition after exposition on the electrode
surface. The differences in the dielectric responses are due to the
monosaccharide-binding site of the ConA and WGA lectins.

A nonsignificant bioaggregation between lectin and NHSF cells, due
to the saccharide profile on the surface of the latter is also of note. A
lower response is observed because all mammal cells express sialic
acids and other glycan chains on the surface of their outer membrane.
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Fig. 4. Electrochemical responses after testing different cell concentrations from 10 cells mL™! to 1x10° cells mL™". (a) TiO,-MN-WGA exposed to MCF-7, (b) TiO,-MN-WGA exposed
to T47D, (¢) TiO,-MN-ConA exposed to MCF-7, (d) TiO»-MN-ConA exposed to T47D, (e) TiO,-MN-WGA exposed to NHSF, and (f) TiO»-MN-ConA exposed to NHSF.

In fact, a normal human cell membrane such as NHSF has more than
10 million glycan molecules on its outer cell membrane (Varki and
Schauer, 2009). It is worthy of note that NHSF cells are composed
mainly of galactose and sialic acid (Tsay et al., 1975).

In addition, the response obtained for the WGA-modified electrode
is higher when it is exposed to the T47D (more invasive) as compared
to the MCF7 (less invasive) cell line. Specific changes occur during the
tumorigenic process in addition to the accumulation of N-acetyl
glucosamine, particularly, switches and changes in glycan linkages
(Varki and Schauer, 2009). These modifications are related to the more
invasive characteristic present on the T47D cell line. On the other
hand, we found an even greater response for the ConA sensor against
the cancer cell line, since its lectin binds directly to the mannose

moieties present in all types of N-linked glycans.

The results presented in Fig. 4 clearly show that both lectins were
able to recognize altered carbohydrates present at cancer cell lines, as
can be seen by the increase in the Rer. Since this resistive component
controls the charge transfer kinetics of the redox probe at the electrode
interface, its value will vary according to the amount of cells adsorbed
on the electrode surface. For this reason, we used ARc% to evaluate
the sensitivity of our biosensor through the linearity of the collected
responses at each cancer cell concentration, as follows

Lectin . gCell line
ARcr% = (%)X 100. Rep(Lectin) is the value of the charge-
cT

transfer resistance of the TiO,-MN-lectin-modified electrode and
Rer(Cell line) is the value of the charge-transfer resistance of the
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Table 1
Comparison with other published cancer cell sensors.

Technique Transducer Cell lineage  Linear Limit of Reference
range detection
(cells (cells
mL™") mL™)

CV, EIS  Thiolated CCRF-CEM  1.0x10*  6.0x10* (Pan et al,,
sgeSe-DNA to 2009)
aptamer onto 1.0x107
gold disc.

cv Glass carbon-  A549 3.0x10* 7.0x10° (Zhang
MWNT-Au- to etal,
ConA 3.0x107 2010)

H1299 3.0x10° 8.0x10*
to
3.0x10%

95-D 25x10°  7.0x10*
to
2.5x10%

QGY-7701  3.6x10° 1.1x10°
to
3.6x10°

QGY-7703 10to 1.0x 5.0
10°

LNCaP 2.0x10°  5.0x10*
to
5.0x10%

EIS TiO, MN- T47D 10to 1.0x  10.0 This Work
Gold Cys- 10°
ConA

MCF7 10to LOx  10.0
10°
NHSF 10to 1L.Ox  10.0
10°
TiO, MN- T47D 10to 1.0x  10.0
Gold Cys- 10°
WGA
MCF7 10to LOx  100.0
10°
NHSF 10to 1L.Ox  10.0
10°

TiO,-MN-lectin platform after exposure to a solution containing
different concentrations of MCF-7, T47D or NHSF cells.

As can been seen, a study was carried out for different cell
concentrations. A more detailed analysis that summarizes the interac-
tion between the glycomic profile of the cells and the selected lectins is
shown in Fig 5. ARcy clearly increases with cell concentration. The
AR¢r response indicated that the interactions between lectins and
cancer cells can be sensed by the modified electrode. The increase in
the ARcr is different for both lectins; however, for higher cell
concentrations, ConA and WGA showed a higher AR¢p (Fig. 5). We
observed that lower changes in electron-transfer resistance were
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detected with experiments using NHSF cells. The fact that both lectins
are known to have different interactions with carbohydrates in normal
and cancer cells, indicates that the changes in electron-transfer
resistance observed with cancer cell sugar were due to a specific
lectin-sugar interaction.

The biorecognition capacity of lectins was evaluated based on
inhibition of the binding sites. Specific sugars such as glucose and N-
acetylglucosamine were then used to inhibit ConA- and WGA-specific
sites, respectively (Liu et al., 2016; Sadik and Yan, 2007). As can be
seen in supplementary material (Fig. S2), following contact of the
biosensor with carbohydrates, an increase in the Rer was observed due
to the biointeraction process. Subsequently, these modified systems
were exposed to MCF-7 and T47D cell lines. As expected, no significant
responses were observed during the impedimetric response.

Table S2 shows the results for the quantitative assay of cell lines
associated with the biointeraction occurring between the ConA and
WGA lectins and the MCF-7, T47D and NHSF cell lines. Based on cell-
based biosensors reported in the literature (Table 1), we confirmed that
the proposed biosensor performed well for the detection of breast
cancer cells with wide linear ranges and low detection limits. These
interesting results suggest that the biorecognition ability of the lectin
was preserved after the immobilization. Furthermore, the proposed
sensing platform used in conjunction with EIS showed a high sensi-
tivity and specificity. Our biosensors were able to discriminate and
quantify cancerous cells from real breast tissue samples, suggesting a
potential application in cancer diagnosis.

4. Conclusions

This work presented the construction of a tridimensional bio-
recognition layer achieved through covalent linkages between gold-
cysteine and the further covalent attachment of lectins. ConA has a
broad reactivity for the mannose moieties found on N-linked glycans
and WGA has specific affinity for N-acetylglucosamine (GleNAc) of N-
glycans occurring on the cell surface. The different specificities of each
lectin allowed the recognition and differentiation of highly invasive
cancer cell lines from weakly invasive cell lines and normal tissue cells.
Our results demonstrated that the use of the TiO,-MN-ConA-modified
electrode provides excellent reproducibility and selectivity towards
T47D cell line. The proposed approach demonstrated detection limits
as low as 10cellsmL™' and a linear range from 10 to
1.0x10° cells mL™!. Because the constructed platform successfully
quantified cancer cells, it could be employed to facilitate the diagnosis
in the early stages of cancer. Furthermore, because untypical glycomic
profiles are also associated with degenerative diseases and neurological
disorders, these kinds of lectin-based biosensors may serve to explore
the nature of the alkynyl sugars overlying the membrane of the affected
cells.
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Section/topic Checklist item Reported
on page #

TITLE

Title Identify the report as a systematic review, meta-analysis, or both. 1

ABSTRACT

Structured summary Provide a structured summary including, as applicable: background; objectives; data sources; study 2
eligibility criteria, participants, and interventions; study appraisal and synthesis methods; results;
limitations; conclusions and implications of key findings; systematic review registration number.

INTRODUCTION

Rationale Describe the rationale for the review in the context of what is already known. 3

Objectives Provide an explicit statement of questions being addressed with reference to participants, 3
interventions, comparisons, outcomes, and study design (PICOS).

METHODS

Protocol and registration Indicate if a review protocol exists, if and where it can be accessed (e.g., Web address), and, if 3
available, provide registration information including registration number.

Eligibility criteria Specify study characteristics (e.g., PICOS, length of follow-up) and report characteristics (e.g., years | 3 to 4
considered, language, publication status) used as criteria for eligibility, giving rationale.

Information sources Describe all information sources (e.g., databases with dates of coverage, contact with study authors to | 4
identify additional studies) in the search and date last searched.

Search Present full electronic search strategy for at least one database, including any limits used, such thatit | 4
could be repeated.

Study selection State the process for selecting studies (i.e., screening, eligibility, included in systematic review, and, | 4

if applicable, included in the meta-analysis).
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Data collection process 10 | Describe method of data extraction from reports (e.g., piloted forms, independently, in duplicate) and | 5
any processes for obtaining and confirming data from investigators.
Data items 11 | List and define all variables for which data were sought (e.g., PICOS, funding sources) and any 3to5
assumptions and simplifications made. (Table 1)
Risk of bias in individual 12 | Describe methods used for assessing risk of bias of individual studies (including specification of 4t05
studies whether this was done at the study or outcome level), and how this information is to be used in any
data synthesis.
Summary measures 13 | State the principal summary measures (e.g., risk ratio, difference in means).
Synthesis of results 14 | Describe the methods of handling data and combining results of studies, if done, including measures
of consistency (e.g., I?) for each meta-analysis.
Section/topic # Checklist item Reported
on page #
Risk of bias across studies 15 | Specify any assessment of risk of bias that may affect the cumulative evidence (e.g., publication bias, | 4 to 5
selective reporting within studies).
Additional analyses 16 | Describe methods of additional analyses (e.g., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression), if -
done, indicating which were pre-specified.
RESULTS
Study selection 17 | Give numbers of studies screened, assessed for eligibility, and included in the review, with reasons 6, Fig 1,
for exclusions at each stage, ideally with a flow diagram. Table 1
Study characteristics 18 | For each study, present characteristics for which data were extracted (e.g., study size, PICOS, follow- | Table 1, S4
up period) and provide the citations. Table
Risk of bias within studies 19 | Present data on risk of bias of each study and, if available, any outcome level assessment (see item S3 Table
12).
Results of individual studies 20 | For all outcomes considered (benefits or harms), present, for each study: (a) simple summary data for | Fig2 to 5

each intervention group (b) effect estimates and confidence intervals, ideally with a forest plot.
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Synthesis of results 21 | Present results of each meta-analysis done, including confidence intervals and measures of Fig2to5
consistency.

Risk of bias across studies 22 | Present results of any assessment of risk of bias across studies (see Item 15). S5 Table

Additional analysis 23 | Give results of additional analyses, if done (e.g., sensitivity or subgroup analyses, meta-regression -
[see Item 16]).

DISCUSSION

Summary of evidence 24 | Summarize the main findings including the strength of evidence for each main outcome; consider 15t0 17
their relevance to key groups (e.g., healthcare providers, users, and policy makers).

Limitations 25 | Discuss limitations at study and outcome level (e.g., risk of bias), and at review-level (e.g., 15to 17
incomplete retrieval of identified research, reporting bias).

Conclusions 26 | Provide a general interpretation of the results in the context of other evidence, and implications for 17
future research.

FUNDING

Funding 27 | Describe sources of funding for the systematic review and other support (e.g., supply of data); role of | 17

funders for the systematic review.




