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RESUMO

Um dos grandes desafios enfrentados por pesquisadores no campo da
propedéutica soroldgica complementar tem sido a busca da melhor preparacéo
antigénica para as aplicagbes no ambito do imunodiagnéstico de doencas
infecto-parasitarias visando maior sensibilidade e especificidade dos testes.
Uma nova metodologia de pesquisa de IgG anti-formas epimastigotas fixadas
(FC-AFEA-IgG), baseada na citometria de fluxo, tem se mostrado um
instrumento alternativo para o diagnéstico e monitoragéo de cura da infec¢éo
crénica por Trypanosoma cruzi. Dando continuidade a esta investigagéo, o
objetivo desse trabalho foi otimizar e avaliar os indices de desempenho da FC-
AFEA-IgG, principalmente no que se refere ao diagnéstico sorolégico da
doenga de Chagas. Neste estudo, foram selecionados um total de 255
individuos, dentre eles, 52 pacientes adultos cronicamente infectados por T.
cruzi (CH) e 41 individuos néo-infectados (NI) para avaliagao da FC-AFEA-IgG
no diagnostico. Para a avaliagdo na monitoragdo de cura poés-tratamento
etiolégico da doenga de Chagas, foram analisadas 24 amostras de soro de
pacientes tratados curados (TC) e 17 amostras de soro de pacientes tratados,
porém, ndo-curados (TNC). Adicionalmente, foram testadas 121 amostras de
soro de individuos portadores de outras doengas infecto-parasitarias:
esquistossomose mansodnica, malaria, toxoplasmose, HLTV, HIV, Hepatite B,
Hepatite C, sifilis, leishmanioses visceral e tegumentar. Todas as amostras
foram submetidas a testes de sorologia convencional especificos para o
diagnostico da doenga de Chagas. Os resultados de otimizagdo demonstraram
que alteragcdes metodoldgicas relacionadas com a utilizagdo de anticorpo
secundario anti-Fc-IgG, a ampliagdo da faixa de diluicdo das amostras-teste
(1:16 a 1:32.768) e eliminagdo de ‘debris’ pela utilizagdo do corante vital azul
de Evans para marcagéo dos parasitos, permitiram melhor desempenho da FC-
AFEA-IgG modificada quando comparada com a original. Em sintese, nossos
resultados demonstraram que, empregando a diluicao do soro 1:2.048 e o valor
de 60% de PPFP como ponto de corte, o estudo da reatividade soroldgica de
IgG anti-formas epimastigotas fixadas de T. cruzi aplica-se ao diagnéstico e a
monitoragdo de cura poés-tratamento etiolégico da doenga de Chagas com
indices de sensibilidade e especificidade de 97,1% e 95,4%, respectivamente.
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ABSTRACT

One of the highest challenges observed by the researchers at the
complementary sorologic propedeutic have been the search for a better
antigenic preparation to the applications on the infectious diseases
immunodiagnostic aiming higher tests sensibility and specificity. A new research
approach of fixed anti-forms epimastigotes IgG antibodies (FC-AFEA-IgG)
based on flow cytometry has been showed to be an alternative tool to diagnosis
and monitoring of cure of chronic infection by Trypanosoma cruzi. In order to
continue such investigation, this study aims optimize and statistically evaluate
the FC-AFEA-IgG, principally regarding serologic diagnosis of Chagas disease.
It was selected a total of 255 subjects, 52 adults chronically infected by T. cruzi
(CH) and 41 non-infected (NI) adults, to evaluate FC-AFEA-IgG on the
diagnostic. To evaluate the monitoring of post-treatment cure, 24 serum
samples of cured treated patients (CT) and 17 serum samples of non-cured
treated patients (NCT) were analyzed. Addicionally, it was tested 121 serum
samples infected by others infectious disease; schistosomiasis, malaria,
toxoplasmosis, HTLV, HIV, HBV, HCV, syphilis, visceral leishmaniasis and
cutaneous leishmaniasis. All samples were submitted to conventional serology
tests specific to Chagas disease diagnosis. The optimization results showed
that the methodological alterations related to the secondary antibody anti-Fc of
IgG use, the increase dilution layer of sample-tests (1:16 to 1:32.768) and
debris elimination by the use of Evans blue dye to parasite mark allowed a
better work of FC-AFEA-IgG modified when compared to the original. In
summary, the results showed that by using the serologic dilution at 1:2.048 and
the value of 60% of PPFP as a cut-off, the study of serological reactivity of T.
cruzi fixed anti-forms epimastigotes IgG is applied to the diagnosis and
monitoring of post-treatment cure of Chagas’ disease, with sensibility and
specificity values of 97,1% and 95,4%, respectively.
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Introdugéo

1 INTRODUCAO

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas, descoberta em
1909 por Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, € uma parasitose causada
pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (Chagas 1909),
pertencente a ordem Kinetoplastida e a familia Trypanosomatidae. Segundo
a Organizacdo Mundial de Saude, a doengca de Chagas representa
importante problema de saude publica, sendo a quarta moléstia de maior
impacto social entre todas as doengas infecciosas e parasitarias prevalentes
na América Latina. Estima-se que a prevaléncia da infecgdo humana seja
cerca de 9 milhées de casos e que aproximadamente 40 milhées de pessoas

ainda permanecem sob o risco da infecgao (Schofield et al. 2006).

O mecanismo natural de transmissdo da doenga acontece através da
via vetorial, ou seja, pelo contato do hospedeiro vertebrado com fezes e/ou
urina do inseto vetor contaminadas com as formas tripomastigotas
metaciclicas do T. cruzi. Os vetores sédo insetos hematéfagos da ordem
Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, popularmente
conhecidos como “barbeiros”. Mais de 140 espécies de triatomineos ja foram
descritas e todas sdo vetoras em potencial do protozoario (Costa et al. 2006;
Costa & Felix 2007; Forero et al. 2004; Galvdo & Angulo 2006; Galvéo et al.
2003; Martinez et al. 2007; Sandoval et al. 2007). A grande maioria dos
triatomineos ocupa o ambiente natural e estdo relacionadas a diferentes
animais silvestres. Entretanto, devido a constante degradagdo ambiental
ocasionada pela agdo humana, muitas espécies tém se estabelecido nos
peridomicilios, trazendo novos desafios aos programas de controle e
erradicagado da doenca (Dias 1988, Forattini 1980). Destaca-se a importancia,
sob ponto de vista epidemiolégico, das espécies secundarias que
apresentam maior antropofilia, dentre estas, os géneros Panstrongylus (P.
megistus), Rhodnius (R. prolixus) e Triatoma (T. brasiliensis e T. sordida)
(Consenso Brasileiro em Doenca de Chagas 2005, Moreno & Carcavallo
1999, Sherlock 2000).
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Quando se estudam os métodos de infecgao pelo T. cruzi observam-
se vias alternativas de transmissdo além da vetorial, como: transfusional,
oral, congénita, transplantes de 6érgdos e acidentes laboratoriais. Dentre
estas, as vias transfusional e oral tem ganhado importancia epidemiolégica
nas Ultimas décadas. A transmissao transfusional & considerada a segunda
via mais freqliente de infeccéo, tendo especial importancia epidemiolégica,
uma vez que pode levar a doenca para areas nao endémicas (Schmunis
1999, Schmunis & Cruz 2005, Schmunis et al. 1998, Schofield & Dias 1999,
Vinhaes & Dias 2000, Wendel et al. 1997). Nas ultimas décadas, a doenga
expandiu-se por varios paises em virtude dos movimentos migratérios
humanos. O crescente nimero de individuos infectados e o risco real de
contaminagdo por transfusbes sanguineas (Dias et al. 2002) foram
determinantes para o surgimento da “Iniciativa Intergubernamental del Cono
Sur” (INCOSUR) em 1991. Formado por seis paises latino-americanos, este
grupo teve como proposito elaborar um plano de agéo para a eliminagéo do
principal vetor da doenca de Chagas, Triatoma infestans, além de
interromper a transmissao pela via transfusional (Silveira 2002). Desde entéo,
tém-se aplicado métodos de eliminagao dos insetos vetores, como o uso de
inseticidas e praticas para melhorar a qualidade da triagem de sangue. A
transmissdo do T. cruzi por via oral tem carater habitual no ciclo enzooético
primitivo deste parasita, através da ingestédo - por mamiferos suscetiveis - de
vetores e reservatorios infectados. No caso do homem, esta transmissédo
ocorre de maneira esporadica e circunstancial, através de alimentos
contaminados com o parasita, principalmente a partir de triatomineos ou de
suas dejecdes. Desde o relato de Mazza e colaboradores (1936), sobre
transmissdo por leite materno, outras observacdes assinalaram casos de
transmissao oral em Teutonia (RS), no Para, no Amazonas, na Paraiba e em
outros paises como Colémbia, Argentina e México. Sendo mais recente o

registro de um surto em Santa Catarina (Dias 2006b, Steindel et al. 2008).

Em regides onde os programas de controle dos vetores da doenca de
Chagas ainda sado ineficientes, a infeccdo se da principalmente pela via
vetorial. Os vetores se infectam quando formas tripomastigotas sanguineas
sdo ingeridas durante o repasto no hospedeiro vertebrado infectado (figura
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1). Uma vez no intestino posterior do inseto, as formas tripomastigotas se
transformam em formas epimastigotas, multiplicam-se por divisédo binaria e,
posteriormente, sofrem alteragées morfolégicas e fisiolégicas transformando-
se em tripomastigotas metaciclicas. Estas Ultimas formas se encontram na
ampola retal do inseto e estéo aptas para infectar um hospedeiro vertebrado,
como exemplo, o homem. Durante o repasto sangillineo, o parasito é
eliminado junto com as fezes e urina do vetor, penetrando na pele pelo local
da picada, ou em mucosas integras, infectando diversos tipos de células. No
interior das células do hospedeiro, as formas tripomastigotas se transformam
em amastigotas, destroem a membrana do vaculolo parasitéforo para o
citoplasma onde se inicia um processo de divisdo binaria simples longitudinal.
Apbés a multiplicagdo, as formas amastigotas transformam-se em
tripomastigotas, rompem a membrana da célula e caem na circulagdo
sangliinea, podendo infectar novas células, serem destruidas pelo sistema
imune ou ainda serem ingeridas por outro inseto vetor dando continuidade ao

ciclo biolégico do parasito (Brener 1973, Dias 1934, Garcia et al. 1991).

Vetor Homem

Liberagao das formas
tripomastigotas metaciclicas e As formas tripomastigotas
o com as fezes e urina metaciclicas penetram em
varios tipos de células e se
transformam em amastigotas

Tripomastigota metaciclica

(&)

e As formas amastigotas
se multiplicam no

Multiplicagdo ) "
interior das células

As formas
tripomastigotas
penetram novamente

nas células

Ingestdo daforma
% tripomastigota
e sanglineapelo

GForma epimastigota vetor

N 3

,':5) o As formas amastigotas se
transformam em tripomastigotas,
rompem as células e entram na
corrente sangiinea

Figura 1 - Esquema do ciclo biolégico do parasito Trypanosoma cruzi. As setas vermelhas
indicam a multiplicacdo do protozoario no intestino do inseto vetor e as setas azuis, a
multiplicacdo do protozoario dentro do hospedeiro humano (Fonte: ‘American
Trypanosomiasis — CDC’).
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A andlise de aspectos clinicos e laboratoriais de pacientes portadores
da doenga de Chagas permite classificar a infecgdo em duas fases: aguda e
cronica. A fase aguda é o periodo inicial da moléstia e caracteriza-se pela
relativa facilidade com que se evidencia o T. cruzi no sangue periférico.
Manifestacdes sistémicas como febre, mal estar, astenia, edema subcutaneo,
linfadenomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia, miocardite e
meningoencefalite podem também ser observadas (Andrade 2000b, Prata
1990; Rezende & Rassi 1994). A presenga de anticorpos anti-T. cruzi da
classe IgM no sangue periférico, € considerada indicativa da fase aguda,
particularmente quando associada as alteragdes clinicas e epidemioldgicas

sugestivas.

A evolucédo da fase aguda para a fase cronica € acompanhada pelo
gradativo desaparecimento das manifestagdes clinicas e diminuicdo da
parasitemia. Observa-se também a elevagdo de anticorpos especificos da
classe 1gG, com o subseqlente decréscimo dos mesmos ao longo da
cronificagdo da doenga. Mais de 90% dos pacientes com manifestacées
clinicas da fase aguda sobrevivem a infeccéo inicial. Pouco a pouco os
parasitos tornam-se escassos no sangue periférico, a sintomatologia se
atenua e apés algum tempo, em média 2 a 4 meses, a doenga entra em um
periodo de laténcia clinica e torna-se crénica. Apds permanecerem
assintomaticos por varios anos, cerca de 30% dos pacientes chagasicos
podem apresentar sintomatologias relacionadas com os sistemas
cardiocirculatério (forma cardiaca), digestivo (forma digestiva) ou ambos
(forma cardiodigestiva ou mista). Isto devido ao fato de mudar inteiramente a
anatomia e fisiologia do miocardio e do tubo digestivo (es6fago e célon,
principalmente) (Andrade 2000b, Brener 2000).

Acredita-se que as manifestagbes patoldgicas, tanto na fase aguda
quanto na fase cronica da doenga de Chagas, sejam conseqléncia de
mecanismos multifatoriais relacionados tanto ao parasito quanto ao
hospedeiro vertebrado. Dentre os fatores relacionados ao parasito, analises
em camundongos revelaram a variabilidade das cepas, o tropismo, a
antigenicidade e o tamanho do inéculo como aspectos considerados de alta
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relevancia. Quanto ao hospedeiro, é importante ressaltar a faixa etéaria, o
sexo e especialmente as caracteristicas imunoldgicas e genéticas (Andrade
2000).

A infecgdo por T. cruzi mobiliza diversos mecanismos humorais e
celulares das respostas imunes inata e adaptativa. Em decorréncia, observa-
se uma intensa reposta imune com o objetivo de conter o parasito e os danos
da infecgdo. Dessa forma, o parasito determina a ativagdo de macréfagos e
células ‘natural killer’, acompanhado de ativagdo de linfécitos T e B, o que
resulta na produgéo de imunoglobulinas. Com relagéo a imunidade humoral,
tem sido descrito, que o surgimento de IgM e IgG séo precoces (sete a
quinze dias apés infecgdo) atingindo niveis elevados a partir da quinta
semana de infecgdo coincidindo esta elevagdo com o aumento da
parasitemia, detectavel ao exame a fresco. Alguns meses apés a infeccao
(trés ou mais) e depois da relativa queda da parasitemia, os niveis de IgM
diminuem progressivamente em pacientes chagasicos crénicos. Estudos
mostram que, anticorpos IgG aumentam por mais alguns meses e depois
decrescem lentamente estabilizando-se em niveis varidveis de hospedeiro
para hospedeiro, podendo ser detectaveis pelos testes sorolégicos ao longo
da infeccdo (Castro 1999 2001 2005, Golgher & Gazzinelli 2004, Lauricella
1998).

Além dos desafios sécio-econdmicos que agravam ainda mais o
problema da doenga de Chagas (Schofield & Dias 1999), o diagnéstico desta
parasitose apresenta lacunas importantes, uma vez que até o momento ndo
existe um método laboratorial que possa ser usado como “método-
referéncia’. Para um diagnoéstico definitivo seguro, é necessaria a associagéo
de varios elementos relacionados aos aspectos clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais (parasitolégico e imunolégico) da doenca (Luquetti & Rassi
2000).

O diagnéstico laboratorial pode ser realizado por meio da pesquisa do
parasito ou através da avaliagdo da resposta imune-humoral pela
identificacdo de anticorpos contra o parasito, sendo ambos os métodos
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dependentes da fase clinica da infecgdo. Devido a intensa parasitemia na
fase aguda da doenca, o diagndstico parasitolégico, é facilmente realizado
pela demonstracao direta de formas tripomastigotas do T. cruzi em amostras
de sangue. Séo utilizados os métodos diretos de observagdo como, por
exemplo, o exame a fresco, micro-hematocrito, método de Strout e a gota
espessa ou esfregagco sangiineo corados com Giemsa. Por outro lado, na
fase cronica, devido a escassa parasitemia, os parasitos podem ser
identificados por métodos indiretos, como, por exemplo, o xenodiagnéstico,
hemocultura, a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), além de inoculagéo

em camundongos (Luquetti & Rassi 2000).

O xenodiagnéstico foi introduzido por Brumpt (1914), sofrendo
diversas modificacdes (Dias 1940, Maekelt 1964) ao longo dos anos para
otimizacdo da técnica. Este teste & realizado com ninfas de triatomineos,
criadas em laboratério e alimentadas com sangue de aves, as quais sé&o
refratarias a infeccdo pelo T. cruzi. Estas ninfas sdo colocadas para sugar
diretamente o sangue do paciente. Apés um periodo de 4 a 6 semanas, as
fezes e os intestinos dos insetos sdo examinados por microscopia direta para
pesquisa de T. cruzi. De acordo com diferentes estudos, a positividade do
teste pode variar de 9% a 87,5% (Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda 2003).
O xenodiagnoéstico foi um método bastante utilizado, entretanto, além de
reacbes adversas dos individuos aos triatomineos, o alto custo operacional
para a manutencdo das coldnias dos insetos e a dificuldade de sua
padronizagao, o seu uso foi limitado e voltado para estudos cientificos (Chiari
1992).

A hemocultura comegou a ser utilizada na década de 50, com
resultados inicialmente inferiores aos obtidos pelo xenodiagnoéstico (Chiari &
Galvao 1997). Dependendo das modificagbes metodoldgicas estabelecidas,
esta técnica alcanga, na fase cronica da doencga, 0% a 94% de positividade
(Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda 2003). Em 1972, Albuquerque e
colaboradores encontraram positividade de 97,4% em 38 chagasicos na fase
cronica utilizando seis coletas de sangue de cada paciente num intervalo de

30 dias. Tais resultados nao foram confirmados por outros pesquisadores,
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mas estimularam novos estudos por Mourdo & Mello (1975) e Chiari & Dias
(1975) que encontraram positividade de 45% e 43,7%, respectivamente. A
introdugdo de modificagdes técnicas como a retirada do plasma, a coleta de
maior volume (30 mL) de sangue e o processamento a 4°C foram
responsaveis pelo aumento da sensibilidade (Chiari et al. 1989, Luz et al.
1994). Os estudos de Luz e colaboradores (1994) demonstraram a
importancia do processamento rapido também a 4°C, em material coletado
de 52 individuos chagasicos cronicos, obtendo 79% e 94% de positividade
quando realizaram uma Unica hemocultura ou com trés amostras,

respectivamente.

Com o avango da biologia molecular, novas técnicas utilizadas no
diagnéstico das doengas infecciosas e parasitarias foram aprimoradas e
descritas. Dentre estas técnicas, destaca-se a PCR, que vem sendo aplicada
em varias areas e situagdes (Britto et al. 1999, Mullis & Fallona 1987, Saiki et
al. 1995). A PCR é uma ferramenta que pode ser utilizada na deteccédo de T.
cruzi no sangue de pacientes cronicos para fins de diagnostico e
acompanhamento do tratamento especifico (Meira et al. 2004, Moser et al.
1989). Dados iniciais mostraram PCR positiva em 83 a 100% dos pacientes
chagasicos (Avila et al. 1993). Apesar disso, poucos trabalhos tém mostrado
que a PCR, por ser uma técnica sensivel, pode ser utilizada como um
método de avaliagcdo de cura em pacientes submetidos ao tratamento (Britto
et al. 1995, Britto et al. 1999); ou como um método de detecgédo de falha
terapéutica (Galvao et al. 2003). A PCR tem-se apresentado como uma
alternativa no controle pés-terapéutico pela sua maior sensibilidade frente
aos outros testes parasitolédgicos, por esses apresentarem baixa
sensibilidade com resultados negativos e por vezes inconclusivos apés o
tratamento (Britto et al. 1995, Gomes et al. 1999). Contudo, sua utilizagéo na
rotina diagnédstica € restrita pela necessidade de infra-estrutura adequada,
facilidade de contaminagdo e custo elevado. Paralelamente, a variabilidade
de resultados pela PCR observados em diferentes regiées do Brasil suscita
questbes relativas a sua aplicagdo ao diagnoéstico (Portela-Lindoso &
Shikanai-Yasuda 2003).
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A inoculagéo de sangue em camundongos ou cobaias jovens tem sido
utilizada por alguns pesquisadores como um método alternativo para
isolamento do parasito. Face aos avangos cientificos atuais, esta
metodologia ndo é mais empregada para o diagnéstico da infecgdo
chagasica. Entretanto, esta metodologia pode ser perfeitamente utilizada
para o isolamento de amostras de T. cruzi a partir de amostras de sangue a
serem testadas, tanto de pacientes como de outros reservatérios do parasito
(Steindel & Grisard 2001).

A detecgdo dos anticorpos na fase crénica pode ser realizada através
de varias técnicas sorolégicas, as quais apresentam bons indices de
sensibilidade e especificidade. Apesar disso, a ocorréncia de resultados
falso-positivos e falso-negativos tem sido demonstrada (Chiller et al. 1990,
Vexenat et al. 1996). Além disso, o desempenho destes testes pode variar
em fungao dos reagentes, procedimentos técnicos e critérios de avaliaco.
Atualmente, os métodos mais empregados para o diagnéstico da infeccao
cronica pelo T. cruzi bem como para triagem de doadores em banco de
sangue, sdo a imunofluorescéncia indireta (IFl), hemaglutinagédo indireta
(HAI) e os ensaios imunoenzimaticos — ‘Enzyme Linked Immunosorbent
Assay ‘ (ELISA) (Luquetti & Rassi 2000).

O teste de imunofluorescéncia foi estabelecido como um teste
diagnéstico para a doenga de Chagas através dos trabalhos de Camargo
(1966). Uma vez que a qualidade da microscopia de fluorescéncia e dos
antigenos, a diluicao correta do conjugado e o critério de leitura das laminas
apresentam valiosa contribuicdo para o desempenho da IFl, deve-se manter
uma padronizagdo rigorosa para a obtencdo de resultados confiaveis
(Ferreira & Avila 2001). Amato-Neto e colaboradores (2002) analisaram,
através da IFI, 100 soros de pacientes chagasicos crénicos, na diluicdo 1:20,
sendo 50 co-infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV).
Foram observados resultados positivos a partir da diluicdo 1:20, mesmo na
presenca da co-infecgdo pelo HIV. Desta forma, os autores destacam a
elevada sensibilidade do método e sugerem que é valido valorizar resultados

positivos nesta diluicéo.
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O teste de hemaglutinagéo foi descrito pela primeira vez por Cerisola e
colaboradores em 1962 e, posteriormente, otimizado por Camargo e
colaboradores (1971). Sua rapida difusao foi devido a facilidade de execugao,
rapidez de leitura (1 a 2h) e pelo fato de ndo necessitar de equipamentos
adicionais. No entanto, reagdes cruzadas tém sido observadas com outras
parasitoses, principalmente com leishmanioses. Além disso, a leitura é
subjetiva, o que concorre para falhas na interpretacdo dos resultados
(Gadelha 2003).

Os testes imunoenzimaticos tiveram ampla utilizagdo na detecgdo de
anticorpos apds a introducéo do ELISA (Engvall & Perlmann 1972), cabendo
a Voller e colaboradores (1975) a sua aplicagdo no diagnostico da doenga de
Chagas. O método de ELISA abriu amplas perspectivas na sorologia
convencional por ser sensivel, especifico, com leitura objetiva e passivel de
automacao (Ferreira & Avila 2001). Existem no mercado ‘kits’ padronizados
para utilizagdo principalmente na triagem de doadores de sangue. Neste
contexto, Oelemann e colaboradores (1998) realizaram um estudo para
avaliar o desempenho dos diferentes ‘kits’ diagnosticos, no qual a
especificidade variou de 93,3% a 100% e a sensibilidade de 97,7% a 100%,
dependendo da area onde as amostras de sangue foram coletadas. Em
diferentes estudos, foi constante a observagédo de uma elevada sensibilidade

com especificidade variavel (Lorca et al. 1994, Teixeira et al. 1994).

Apesar de muito aplicados, os testes sorolégicos podem apresentar
reatividade cruzada relacionadas a outras espécies da familia
Trypanosomatidae (Chiller et al. 1990, Vexenat et al. 1996). Portanto, é de
extrema relevancia a andlise do desempenho de todo teste laboratorial.
Dessa forma, alguns parametros intrinsecos a amostragem de estudo como a
sensibilidade e a especificidade, devem ser considerados. Até o presente
momento, ndo existe teste soroldgico para doenga de Chagas com 100% de
especificidade e com 100% de sensibilidade, entretanto, muitos disponiveis

no mercado chegam a valores satisfatorios.
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Diversos trabalhos tém buscado superar as limitagbes de desempenho
dos testes sorolégicos através da busca da preparagdo ideal do antigeno
para a pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi e consequente melhoria das

metodologias empregadas na rotina laboratorial (Gomes 1996 1997).

Entre as novas metodologias diagnosticas que tém surgido, podemos
citar os testes de ELISA utilizando antigenos recombinantes e peptideos
sintéticos (Luquetti & Rassi 2000). Na ultima década, com o desenvolvimento
da tecnologia do DNA recombinante, os problemas relacionados a purificagéo
de proteinas pela bioquimica classica foram superados. Tornou-se possivel a
expressdo e producdo em bactérias, ou em outro microrganismo, de
proteinas heterélogas ou “recombinantes” com propriedades antigénicas.
Esses antigenos foram desenvolvidos pelo grupo do Dr. Samuel Goldenberg
do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do IOC/FIOCRUZ e
atualmente sao produzidos na forma de ‘kit’ diagnéstico (EIE - Recombinante
Chagas - Biomanguinhos) por Bio-Manguinhos, uma das unidades da
FIOCRUZ, que detém a patente do mesmo no Brasil (BR PT 1100553-0), nos
Estados Unidos (US 5736348) e na Europa (919203356.2). Outros antigenos
recombinantes tém sido propostos para o diagnéstico da infecgdo por T. cruzi
(Aguirre et al. 2006, Goldenberg et al. 1991, Nakazawa et al. 2001, Silveira-
Lacerda et al. 2004, Umezawa et al. 1999).

A obtencdo de um diagnodstico sorolégico seguro ainda apresenta
lacunas, visto que, a busca por melhores preparagdes antigénicas continua a
ter importante relevancia na predicdo e controle de eficacia pos-terapéutica,
no esclarecimento diagnéstico e na avaliagéo prognéstica da infecgéo cronica
pelo T. cruzi. Esta problematica evidencia-se nos diversos resultados
dispares observados nos laudos emitidos por diferentes laboratérios
utilizando os mesmos meétodos sorolégicos. Assim, o estabelecimento de
novas metodologias para o estudo sorolégico da infecgéo crénica por T. cruzi
revela-se como um campo valioso na pesquisa clinico-laboratorial. O
desenvolvimento de novos métodos mais eficientes € de fundamental
importancia, uma vez que a definicdo do diagnéstico € um dos elementos

necessarios para a instalacdo de procedimentos terapéuticos especificos,
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considerando a toxicidade dos medicamentos anti-T. cruzi (Luquetti & Rassi
2000).

A introducéo da citometria de fluxo por Martins-Filho e colaboradores
(1995) como um método sensivel para a detecgdo de anticorpos, trouxe uma
nova perspectiva ndo apenas para os estudos da doenca de Chagas
(Cordeiro 2000), mas também para os estudos de diversas doengas
parasitarias como, leishmaniose (Rocha 2005), babesiose (Bittar 2002),
erliquiose canina (Moreira 2005) e também doengas causadas por virus
(Martins 2004, Silva 2005).

A citometria de fluxo € uma técnica de analise automatizada através
da qual uma Unica particula pode ser caracterizada fisica e bioquimicamente,
em meio liquido. A caracterizagdo inclui o tamanho, granulosidade (ou
complexidade interna) e a intensidade de fluorescéncia. Todos esses
parametros podem ser detectados simultaneamente, medidos, armazenados
e analisados em programas de computador. Esse método apresenta grande
versatilidade, uma vez que permite o desenvolvimento de estudos que
empregam tanto formas tripomastigotas vivas quanto formas epimastigotas
fixadas, ou mesmo, antigenos adsorvidos em particulas sélidas (Brener
2000).

Importantes trabalhos vém sendo desenvolvidos no Laboratério de
Biomarcadores de Diagnéstico e Monitoragdo (LBDM) do Centro de
Pesquisas René Rachou (CPqRR/FIOCRUZ), utilizando e enfatizando a
importancia da citometria de fluxo. O estabelecimento de uma metodologia
de deteccgédo de anticorpos anti-promastigotas fixadas de Leishmania chagasi
por citometria de fluxo em soros de cédes naturalmente infectados portadores
de diferentes formas clinicas da leishmaniose visceral canina, por de
Andrade e colaboradores (2007), demonstra que cées infectados
apresentaram um valor de PPFP positivo em uma ampla faixa de diluigdo do
soro na analise de IgG total e I1gG2, sendo que os testes apresentaram
melhor desempenho na diluicdo do soro de 1:2.048. Nesta diluigao, as

metodologias apresentaram sensibilidade de 98%, especificidade de 100% e
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acuracia de 98%. A pesquisa de IgG por citometria de fluxo tem sido avaliada
para o diagnéstico de HTLV com resultados promissores (Coelho-dos-Reis et
al. 2007). Além disso, a citometria de fluxo estabelece-se como uma
ferramenta diagnostica importante no ambito clinico laboratorial, uma vez que
pode ser utilizada para identificar e diferenciar subpopulagdes de leucécitos
baseado em seus antigenos de superficie, no diagnostico, prognéstico e
acompanhamento de pacientes com tumores e neoplasias hematoldgicas
(Bogh & Dulin 1993).

Com relagdo ao critério de cura, sabe-se que sua utilizagdo em
pacientes que foram submetidos ao tratamento é dificil devido a auséncia de
métodos utilizados na rotina laboratorial que possam discriminar os pacientes
que curaram daqueles que ndo curaram (Gontijo et al. 1999). Como o
principal objetivo da terapéutica especifica é a erradicacdo do agente
etioldgico, o critério de cura diz respeito justamente a eliminagéo do T. cruzi,
demonstrada pela negativacdo pods-terapéutica definitiva dos exames
parasitolégicos e necessariamente, dos sorolégicos especificos cujo
processo pode demorar anos de observacdo, geralmente proporcional ao
tempo de infecgdo (Cangado 1999). Atualmente existe um consenso de que
os parametros utilizados para se determinar a eficacia do tratamento
baseiam-se na negativacdo dos testes sorolégicos e parasitélogicos,
realizados ap6s a terapéutica especifica. Entretanto, ensaios clinicos com
compostos ativos contra o T. cruzi ttm mostrado que apés o tratamento, o
diagnéstico parasitolégico torna-se repetidamente negativo, enquanto a SC
continua positiva. Quando o parasito é detectado, fica estabelecida a falha

terapéutica, independentemente dos resultados obtidos pela sorologia.

A pesquisa de anticorpos por citometria de fluxo € uma metodologia
nao-convencional que pode ser aplicada na monitoragcdo de cura. Esta
técnica apresenta-se como um método sensivel que reconhece a presencga
ou nao de AL anti-T. cruzi em tripomastigotas vivos (FC-ALTA) e também a
presenga ou ndo de ASC anti-T. cruzi em epimastigotas fixados (FC-AFEA),
aplicando-se na monitoragéo de cura pés-terapéutica na doenca de Chagas.
Martins-Filho e colaboradores (2002) observaram que todos os pacientes nao




Introdugéo

tratados ou aqueles tratados, porém nao curados, apresentaram resultados
positivos, enquanto todos os pacientes tratados e curados apresentaram
resultados negativos.

O grupo de pesquisa do Laboratério de Biomarcadores de Diagnéstico
e Monitoragdo do Centro de Pesquisas René Rachou (LBDM-CPgRR-
FIOCRUZ-MG), liderado pelo pesquisador Dr. Olindo Assis Martins-Filho, tem
trabalhado com enfoque nos avangos no diagnéstico da doenga de Chagas,
com énfase no desenvolvimento de métodos sorolégicos alternativos como
biomarcadores laboratoriais complementares no diagnéstico e monitoragéo
de cura pés-terapéutica da infecgao pelo T. cruzi. Em 1995, Martins-Filho e
colaboradores desenvolveram uma metodologia baseada na citometria de
fluxo capaz de detectar anticorpos anti-formas tripomastigotas vivas de T.
cruzi, denominada ‘Flow Cytometry Anti-Live Trypomastigotes Antibodies-G’
(FC-ALTA-IgG). Apesar de um bom desempenho dessa metodologia no
diagnéstico e monitoracdo de cura pds-terapéutica, problemas com a
obtencdo das formas tripomastigotas, como o carater labil das preparacdes
antigénicas e o risco inerente da manipulacdo de formas infectantes do

parasito, consistiam importantes limitagdes da técnica.

Como desafio tecnolégico, o grupo de pesquisa investiu na adaptacéo
da metodologia para a pesquisa de anticorpos anti-formas epimastigotas de
T. cruzi pré-fixadas em paraformaldeido, que ficou conhecida como ‘Flow
Cytometry Anti-Fixed Epimastigotes Antibodies-G’ (FC-AFEA-IgG). Vitelli-
Avelar e colaboradores (2007) demonstraram a aplicabilidade da FC-AFEA-
IgG para o diagnéstico e monitoragéo de cura pds-terapéutica da doencga de
Chagas. Para o proposito de diagnéstico da doenga de Chagas, a FC-AFEA-
IgG original demonstrou, na diluicdo do soro 1:1.024 e PPFP de 60%, como
ponto de corte, valores de sensibilidade e especificidade de 82% e 100%,
respectivamente. Embora os indices demonstrem um desempenho moderado
da FC-AFEA-IgG no diagnéstico sorolégico da doenga de Chagas, o valor da
Razdo de Verossimilhanga Negativo (RV-) ndo mostrou valor diagnéstico
para o método (RV- = 0,18). A literatura traz que valores de RV- abaixo de
0,1 praticamente confirmam a auséncia da doenga (Jaeschke et al. 1994).
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Uma vez que os indices de desempenho sugerem um grande potencial para
a aplicabilidade da FC-AFEA-IgG no diagnéstico sorolégico da doenga de
Chagas, foi de nosso interesse estabelecer alteracbes metodolégicas na
técnica original, com o proposito de refinamento metodolégico, a fim de

minimizar reatividades indesejadas e promover o aumento da sensibilidade.

Em conjunto, os estudos desenvolvidos por Vitelli-Avelar e
colaboradores (2007) apresentam um importante avango na aplicagdo de
técnicas soroldgicas para investigagbes clinicas na doenca de Chagas, além
de definir diregcbes e abrir novas perspectivas no contexto do diagnostico
laboratorial da doenga de Chagas. Dessa forma, a FC-AFEA-IgG deve ser
analisada do ponto de vista de sua utilidade quando aplicada na rotina dos
servicos de salde, principalmente nos bancos de sangue, tendo por
finalidade garantir a qualidade do sangue e derivados utilizados em
hemoterapia.

Entendendo a relevancia dessa pesquisa e dando continuidade a essa
investigacdo, principalmente no sentido de melhorar o desempenho da
metodologia para sua aplicabilidade em diagndstico soroldgico e unificar a
diluicdo empregada nas duas situagbes clinicas (diagnéstico soroldgico e
monitoragdo de cura pos-terapéutica), foi de nosso interesse realizar
alteragcdées metodolégicas para otimizar a técnica, visando sua aplicabilidade

no diagnostico e monitoragao de cura pés-terapéutica da doenca de Chagas.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancgos alcancados no controle da transmissao vetorial da
doenca de Chagas, especialmente na sub-regido do Cone Sul, a infeccéo
chagasica continua sendo um importante problema de salde publica. A¢des
permanentes de vigilancia sdo necessarias para que altos patamares de

controle sejam mantidos e focos emergentes eliminados (Andrade 2000a).

Outra forma de transmissdo, de importancia epidemiolégica, que
também necessita de vigilancia permanente é a transfusdo sangiiinea. Com
o fendbmeno da urbanizagdo da doenca de Chagas e o crescimento da
importancia da transmisséo transfusional do Trypanosoma cruzi, tornou-se
importante, no Brasil, um tratamento adequado da pratica hemoterapica (Dias
2006a, Saez-Alquézar et al. 1998). Este problema era limitado a América
Latina, mas com o aumento da emigragdo para paises mais desenvolvidos,
existe a possibilidade de transmissdo em locais onde a doenca nédo é
endémica, tornando-se assim um novo problema. Enquanto em muitos
paises, a sorologia para T. cruzi é obrigatéria, no Chile e México, a sorologia
em bancos de sangue € obrigatéria apenas em areas endémicas (Schmunis
1999).

Diversas técnicas sorolégicas tem sido usadas para deteccdo de
anticorpos anti-T. cruzi em bancos de sangue, dentre as mais utilizadas,
encontram-se a hemaglutinacédo indireta (HAI), imunofluorescéncia indireta
(IFI) e os ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Apesar dessas técnicas
apresentarem sensibilidade superior a 95%, resultados inconclusivos séo
observados (Luquetti & Rassi 2000).

Mesmo se empregando dois testes de principios distintos para
diagnéstico ou para triagem em bancos de sangue, como preconizado pelo
Ministério da Saude (MS), o diagnéstico da infeccdo por T. cruzi ainda
apresenta importantes pontos a serem analisados (Consenso Brasileiro em
Doenga de Chagas 2005). No Brasil, sdo realizadas cerca de 2.800.000
doagdes por ano. Considerando uma prevaléncia de 1% de soropositividade,
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estima-se a coleta de 28.000 unidades ndo-negativas, das quais 20% (5.600)
sdo confirmadamente positivas e 80% (22.400) apresentam resultados
inconclusivos. Considerando que a sensibilidade média dos testes
disponiveis seja de 99%, prevé-se que 56 unidades sejam classificadas

erroneamente como negativas (Andrade 2000a).

A avaliagdo da qualidade de testes diagnésticos € um tema de
interesse da pesquisa clinica e epidemiolégica. Dando continuidade a
pesquisa realizada por Vitelli-Avelar e colaboradores (2007), com o proposito
de otimizar a FC-AFEA-IgG, propusemos estabelecer alteragdes
metodolégicas com o objetivo de melhorar os indices de desempenho. A
andlise da aplicabilidade da metodologia modificada através da analise em
um grupo que seja composto por individuos portadores de outras doencas
infecto-parasitarias, que possam ser confundidas com a doenga em questéo,
contribui para o aprimoramento metodolégico. E finalmente, a avaliacdo da
metodologia na monitoracdo de cura pds-terapéutica contribui para o

refinamento da técnica.

Empregando a FC-AFEA-IgG esperamos diminuir resultados falso-
negativos, que em bancos de sangue, levariam a transfusdo de sangue
contaminado; diminuir resultados inconclusivos, minimizando dessa forma as
etapas de repeticées e conseqientemente custos; diminuir resultados falso-
positivos que causam grave problema social e, finalmente, a automacgéo, que
concorre para a obtencéo de resultados mais seguros e mais rapidos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Com o intuito de contribuir para o diagnostico sorolégico durante a
infeccéo cronica pelo Trypanosoma cruzi e para a monitoragdo de cura pos-
terapéutica, além de oferecer suporte para futuros estudos no campo da
pesquisa com relagdo a fase cronica da doenga de Chagas, este trabalho

tem como objetivo geral:

“Otimizar a pesquisa de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de T. cruzi,
por citometria de fluxo, aplicada ao diagnéstico e monitoracéo de cura pos-

terapéutica da doenga de Chagas”.

3.2 Objetivos especificos

| - Estabelecer alteragdes metodolégicas para otimizagdo da pesquisa
sorolégica de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de T. cruzi pela
citometria de fluxo (FC-AFEA-IgG), no que se refere a:

l.a - natureza molecular do anticorpo secundéario (conjugado);

I.b - faixa de diluicdo das amostras-teste;

l.c - eliminagéo da interferéncia de particulas nio-relacionadas durante a

selecdo de formas epimastigotas de T. cruzi.

Il - Estabelecer os critérios de interpretagdo da FC-AFEA-IgG modificada
aplicada isoladamente no diagnéstico e na monitoragdo de cura pos-
terapéutica da doenca de Chagas;

Il - Unificar os critérios de interpretacdo da FC-AFEA-IgG modificada
aplicada simultaneamente no diagnéstico e na monitoragdo de cura pos-

terapéutica da doenga de Chagas;

IV - Avaliar a aplicabilidade da FC-AFEA-IgG modificada na segregacgéo
sorolégica de pacientes chagasicos e de individuos nao-chagasicos
portadores de outras doencgas infecto-parasitarias de interesse médico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Populagao estudada

Para a realizagdo deste estudo, foram selecionados um total de 255
amostras de soro e/ou plasma. Para a avaliagdo da FC-AFEA-IgG no
diagnéstico, utilizou-se 52 amostras de soro de pacientes adultos
cronicamente infectados pelo T. cruzi (CH) e 41 amostras de soro de
individuos nao-infectados (NI). Para a avaliagdo da FC-AFEA-IgG na
monitoragdo de cura pés-terapéutica, foram analisadas 24 amostras de soro
de pacientes tratados curados (TC) e 17 amostras de soro de pacientes

tratados, porém néo-curados (TNC).

Adicionalmente, foram testadas 121 amostras de soro de individuos
nao-chagasicos, mas portadores de outras doencas infecto-parasitéarias de
interesse médico: esquistossomose (ESQ, n=14), malaria (MAL, n=13),
toxoplasmose (TOX, n=17), leishmaniose visceral (LV, n=13), leishmaniose
tegumentar (LT, n=14), hepatite B (HBV, n=10), hepatite C (HCV, n=10), virus
linfotropico humano (HTLV, n=10), sifiis (SIF, n=10), virus da
imunodeficiéncia humana (HIV, n=10). Essas amostras foram cedidas pelos
seguintes pesquisadores do CPqRR: Dra. Andréa Teixeira (ESQ), Dra. Luzia
Helena Carvalho (MAL), Dr. Olindo Assis Martins Filho (TOX), Dra. Vanessa
Peruhype (LV), Dra. Célia Gontijo (LT); pela estudante de mestrado Jordana
Reis (HTLV) e pelo servico de hemoterapia do HEMOMINAS/Belo Horizonte-
MG e pela Clinica Romeu Ibrahim de Carvalho (HBV, HCV, SIF e HIV) sob
supervisdo de Beatriz Carvalho e Patricia Carvalho. Cada amostra foi

diagnosticada por exames soroldgicos e/ou parasitolégicos.

O grupo controle utilizado como parametro comparativo para as
andlises consistiu de amostras provenientes de triagem sorolégica na Clinica
Romeu Ibrahim de Carvalho. Todas as amostras foram classificadas como

nao-reagentes segundo triagem sorolégica realizada na referida instituicao.
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Todos os procedimentos referentes a esta pesquisa foram
previamente aprovados pelo Comité de Etica do CPqRR/FIOCRUZ sob o
parecer n° 05/2007.

4.2 Coleta, preservagéo e processamento das amostras biolégicas

Todas as amostras de soro incluidas neste estudo foram colhidas por
puncéo venosa em tubos ‘Vacutainer’, preservadas em geladeira a 4°C, até o
processamento. Estas amostras foram inativadas a 56°C por 30 min e
centrifugadas 14.000 rpm por 5 min para remogdo de particulas. Apds a
centrifugacéo, o sobrenadante foi aliquotado e armazenado a - 20°C até a

sua utilizacéo.

4.3 Procedimento experimental

4.3.1 Cultivo das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

Nos experimentos de citometria de fluxo foi utilizada a cepa CL de T.
cruzi, isolada no Rio Grande do Sul, Brasil, a partir de um triatomineo da
espécie Triatoma infestans naturalmente infectado (Brener & Chiari 1973). A
cepa foi criopreservada em nitrogénio liquido no Criobanco do CPgRR e vem
sendo mantida em cultivo axénico no LBDM, atualmente sob supervisédo do
Dr. Olindo Assis Martins Filho.

A forma epimastigota (EPI) caracteriza-se pelo seu facil cultivo,
podendo ser reproduzida em larga escala por ser uma forma nao-infectante e
por possuir estabilidade antigénica apés a fixagdo. Por outro lado, por ser
antigenicamente complexa, permite avaliar a variabilidade do repertério de
anticorpos dos individuos infectados. Além disso, a cepa CL é sensivel a
drogas utilizadas clinicamente na doenga de Chagas, como o benzonidazol

(Filardi & Brener 1987), o que oferece maior seguranga ao operador.
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Formas EPI foram obtidas a partir de uma cultura em meio liquido
acelular, ‘Liver Infusion Tryptose’ - LIT (Solugéo a 10% em agua de infuso de
figado — DIFCO®; 50,0 g de triptose — DIFCO®; 40,0 g de NaCl — SYNTH®;
40 g de KCI — SYNTH® 80,0 g de Na,HPO4 — SYNTH®; 5 mL de
trietanolamina, 250,0 mg de hemina — SIGMA®; pH do meio ajustado para 7,2
com acido fosférico ou hidréxido de sédio, solugdo a 40% em &agua de
Glicose — SIGMA®; 50 mL de soro fetal bovino) (Camargo 1964) mantida no
LBDM. Para a realizagdo dos experimentos foi iniciada uma nova cultura a
partir de um inéculo de 1 x 107 parasitos/mL em um erlenmeyer contendo 3
mL de meio LIT. Diariamente, as culturas foram homogeneizadas para uma
melhor aeragao do meio e verificadas quanto a auséncia de contaminagdo. A
cada sete dias as culturas foram examinadas quanto a auséncia de
contaminagéo e mantidas (repicadas) por passagens sucessivas em meio
LIT. Antes do repique, era observada a mobilidade, quantidade e morfologia
dos parasitos. Este procedimento foi repetido a cada sete dias para a
manutengdo das culturas em fase de crescimento exponencial e também
para evitar a diferenciagdo das formas epimastigotas em formas
tripomastigotas metaciclicas. As culturas foram mantidas em estufa B.O.D. a
temperatura de 28 + 1°C.

4.3.2 Preparo das formas epimastigotas fixadas de Trypanosoma cruzi

Os parasitos coletados na fase estacionaria de crescimento, foram
transferidos para tubos estéreis de polipropileno de 50 mL (FALCON®,
BECTON DICKINSON®) e homogeneizados em vortex (rotacdo 3) para
desfazer os depésitos celulares. Em seguida, a suspenséo foi submetida a
centrifugagcdo sob baixa rotagéo (200 rpm, 10 min, 18°C) para remogéo de
particulas e de grumos de parasitos do sedimento. Posteriormente, os tubos
conicos de 50 mL foram mantidos por 10 min em estufa B.O.D. 28 + 1°C para
que as formas flageladas pudessem se deslocar do sedimento para o
sobrenadante. Este foi transferido para outro tubo estéril de polipropileno de
50 mL e o sedimento foi desprezado. Em seguida, os parasitos foram lavados
duas vezes em solugdo salina tamponada com fosfato - PBS suplementado

com 3% de soro bovino fetal - SBF (SIGMA®), por centrifugacdo sob alta
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rotagéo (2.200 rpm, 10 min, 18°C). O sedimento formado foi cuidadosamente
homogeneizado, ressuspenso em igual volume com PBS e solugao fixadora
para citometria (Max Facs Fix - MFF), e mantidos ‘overnight’ a 4°C. No dia
seguinte, os parasitos foram novamente centrifugados sob alta rotacéo
(2.200 rpm, 10 min, 18°C) para a retirada da solugéo fixadora e ressuspensos
em PBS. A suspensdo de parasitos foi entdo quantificada em camara de
Neubauer e em citdmetro de fluxo, e ajustada para 5 x 10° parasitos/mL para
o ensaio de imunofluorescéncia por citometria de fluxo. Além disso, a
distribuicdo da populagdo foi observada em graficos de tamanho (FSC)
‘versus’ granulosidade (SSC) obtidos no citbmetro de fluxo. As formas EPI

fixadas foram estocadas a 4°C por um periodo de até 30 dias.
4.3.3 Reacao de imunofluorescéncia indireta por citometria de fluxo

Os ensaios de citometria de fluxo para o estudo de anticorpos anti-
formas epimastigotas fixadas foram realizados segundo protocolo descrito
por Martins-Filho e colaboradores (1995), e adaptado para microplacas por

Cordeiro e colaboradores (2001).

Em placas de 96 pogos com fundo em “U”, 50 pL do soro diluido em
PBS-3% SBF (1:16 a 1:32.768) foram incubados a 37°C por 30 minutos e ao
abrigo de luz, na presenca de 50 pL da suspenséo de parasitos (5 x 108
parasitos/mL/pogo). Apds a incubagdo, os parasitos foram lavados duas
vezes, com PBS-3% SBF, por centrifugacéo (2.200 rpm, 10 mim, 18°C) e o
sobrenadante desprezado. Para andlise de IgG total, os parasitos foram
novamente incubados (na mesma condi¢cdo anterior) na presenga de uma
diluicao de 50 uL de anticorpo anti-lgG humano molécula especifica marcado
com isotiocianato de fluoresceina - FITC (SIGMA®) e azul de Evans (na
concentragdo de 100 mg/mL) diluidos em PBS-3% SBF. Os parasitos foram
novamente lavados duas vezes com PBS-3% SBF (2.200 rpm, 10 mim, 18°C)

e o sobrenadante desprezado.
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Apbs as etapas de incubagcdo com os reagentes marcados com
fluorocromos, os parasitos foram fixados com 200 uL de solugéo fixadora
para citometria (10,0 g/L de paraformaldeido, 10,2 g/L de cacodilato de so6dio
e 6,65 g/L de cloreto de sodio, pH 7,2) e incubados por 30 min a 4°C. As
amostras foram mantidas a 4°C, ao abrigo de luz, at¢ o momento da leitura
no citdmetro de fluxo (FACScan - BECTON DICKINSON®, San Jose/ CA -
EUA), onde empregou-se o software ‘Cell Quest'. As leituras das amostras
foram realizadas num periodo maximo de 24 horas apds a fixacdo dos

parasitos.

Para cada ensaio de imunofluorescéncia por citometria de fluxo, foi feito
um controle interno da reagdo (controle do conjugado), onde os parasitos
foram incubados na auséncia de soro humano, porém na presenca de
anticorpo secundario, para monitorar ligagées inespecificas. Em todos os
testes foram incluidas amostras controles de soros positivo e negativo para a
doenca de Chagas. Para assegurar a qualidade dos resultados, o citbmetro
de fluxo passa por processos de limpeza diario e mensal a fim de previnir o
entupimento e, concomitantemente, promover a remogéo de corantes. Esta
conduta é importante, principalmente, para remogéo de ‘debris’, que podem

interferir na interpretacao dos resultados (Jaroszeski & Radcliff 1999).

4.3.3.1 Anticorpo revelador alternativo utilizado nos ensaios de

citometria de fluxo

Os anticorpos reveladores utilizados para os ensaios de
imunofluorescéncia (FC-AFEA-IgG modificada) marcados com isotiocianato
de fluoresceina — FITC foram obtidos comercialmente da SIGMA®. A titulacéo
especifica para o anticorpo policlonal anti-lgG molécula especifica foi
determinada por citometria de fluxo, empregando-se diluicdes seriadas de
1:400 e 1:800. Para cada diluicdo foram testadas diluicbes seriadas (1:16 a
1:32.768) de uma mistura de soros de pacientes chagasicos (CH) e outra
mistura de soros de individuos nédo-infectados (NI). A diluigdo do conjugado
que melhor discriminou os grupos avaliados foi a diluicdo de 1:800, sendo,

dessa forma, escolhida para a realizagdo dos ensaios de citometria de fluxo.
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O anticorpo revelador, bem como as amostras de soros, foram diluidas em
PBS-3% SFB. Os conjugados foram diluidos na hora do uso em PBS-3%
SBF, ao abrigo da luz. A relagdo de anticorpos, sua especificidade,

procedéncia e a diluicao utilizada nos ensaios estdo detalhadas na tabela 1.

TABELA 1 - ANTICORPO UTILIZADO NOS ENSAIOS DE CITOMETRIA DE
FLUXO.

Diluigéo

Anticorpo Clone Especificidade Origem Marcagao de uso Fabricante
AcP anti-lgG - Molécula Cabra  FITC .
’ especifica 1:800 SIGMA'
AcPanti-igG  *  Molgculatotal Cabra  FITC 4:800  BIOLAB®

AcP = anticorpo policlonal; FITC = isotiocianato de fluoresceina

4.3.3.2 Aquisicao dos dados no citdmetro de fluxo

A citometria de fluxo € uma metodologia que utiliza um sistema 6tico
eletrénico, que avalia a emissdo de fluorescéncia e a dispersdo de raios
‘laser’ incidentes sobre uma célula, permitindo a analise de trés parametros
celulares: tamanho (FSC - ‘Forward Scatter’), granulosidade ou complexidade

interna (SSC - ‘Side Scatter’) e a emisséo de fluorescéncia.

Nesse estudo foram empregados anticorpos marcados com FITC que,
quando excitados, emitem sinais luminosos correspondentes a fluorescéncia
do tipo 1 (FL1 - fluorescéncia verde). Os ajustes do citbmetro de fluxo
FACScan empregados para a aquisicdo dos dados foram escolhidos por se
tratar de uma populagdo de pequeno tamanho (cerca de 5-7um) e de baixa
complexidade interna (tripanosomatideos), onde os ganhos de voltagem para
FSC (tamanho) e SSC (granulosidade) foram ajustados para EO0 e 300,
ambos na escala LOG para permitir a identificagdo do parasito em gréaficos
bidimensionais do tipo FSC ‘versus’ SSC. O eliminador de debris foi
posicionado empregando o parametro de tamanho, pois esta modalidade &
que oferecia maiores chances de interferéncia durante o processo de leitura

(tabela 2). E importante ressaltar que os mesmos ajustes foram empregados
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para todos os experimentos, garantindo a possibilidade de um estudo
comparativo com minima variabilidade metodoldgica.

Para cada amostra individual foram adquiridas informacdes relativas
aos parametros relacionados ao tamanho, granulosidade e intensidade

relativa de fluorescéncia de 10.000 parasitos.

TABELA 2 - AJUSTES NO CITOMETRO DE FLUXO FACSCAN PARA AVALIACAO
DE ANTICORPOS ANTI-Trypanosoma cruzi.

Ganho Eliminador de ‘debris’ N
Compensacao
Canal Escala  Nivel Nivel
FSC LOG E00 400 FL1-0,9% FL2
SSC LOG 300 052 FL2-24,8% FL1
FL1 LOG 549 052 FL2-0,0% FL3
FL3 LOG 700 052 FL3-0,0% FL2

FSC (‘Foward Scatter’) = tamanho; SSC (‘Side Scatter’) = granulosidade; FL1 = fluorescéncia
1; FL3 = fluorescéncia 3; LOG = logaritmo.

A anadlise da reatividade de anticorpos anti-T. cruzi foi feita inicialmente
pela selecdo da populacéo celular de interesse (figura 2). As formas EPI de
T. cruzi apresentam uma distribuicdo caracteristica e homogénea em graficos
FSC ‘versus’ SSC, o que permitiu o posicionamento do marcador sobre a
regido correspondente (janela) a populacdo de interesse (R1). Utilizando
histogramas de intensidade de fluorescéncia em fungcdo do numero de
parasitos, foi possivel analisar a intensidade de fluorescéncia relativa

apresentada pela populagao selecionada.
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Figura 2 - Representacdo esquematica das analises dos dados obtidos por citometria de

fluxo: selecdo da populagdo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (R1) utilizando-
se os parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC).

4.3.3.3 Percentual de parasitos fluorescentes positivos (PPFP)

Os resultados das anadlises de fluorescéncia apresentados pelos
parasitos foram expressos sob a forma de PPFP observados para cada teste
individual em relagéo ao controle do conjugado.

O PPFP foi determinado para cada amostra através do
estabelecimento do limiar de negatividade em funcdo da curva de
fluorescéncia obtida para o controle da ligacdo inespecifica do conjugado
(M1). Para cada experimento foi estabelecido um limiar de reatividade de no
maximo 2% de PPFP para o controle interno da reagédo (controle do
conjugado). Em seguida, empregando-se o mesmo marcador, foram obtidos
os valores de PPFP dos titulos de cada amostra individual (figura 3). Para
cada conjunto de ensaios, novo marcador foi posicionado empregando-se o
controle do conjugado daquele experimento.

Esse tipo de parametro oferece algumas vantagens, como facilidade e
rapidez para obtencdo dos resultados e sua reprodutibilidade no que se
refere a dados obtidos em andlises inter-laboratoriais ou em analises
realizadas repetidas vezes. Além disso, a expressdo dos resultados sob a

forma de PPFP elimina interferéncias inerentes ao uso de reagentes com
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diferentes niveis de fluorocromos. Todos os dados desse trabalho foram
analisados utilizando o programa ‘Cell Quest’ da BECTON DICKINSON®.

(A) (B) ©)

PPFP=0,80%

PPFP=9,82% PPFP= 96,47%

20 40 80 80 100 120
20 40 80 80 100 120

Numero de parasitos
T T e e

0
0

Intensidade de fluorescéncia

Figura 3 - Histogramas individuais representando o percentual de parasitos fluorescentes
positivos (PPFP) obtidos com controle interno da reagdo (A), apds incubagdo com um soro
nao-infectado (B) e um soro de paciente chagasico (C). O posicionamento do marcador (M1)
segue sempre o critério de se obter no maximo 2% de PPFP para o controle do conjugado.

4.4 Analises estatisticas

Com o objetivo de avaliar a aplicabilidade da FC-AFEA-IgG no
diagnéstico e monitoragdo de cura pés-terapéutica da doenga de Chagas,
tornava-se essencial definir o melhor ponto de corte a ser utilizado para essa
finalidade. Dentre os diversos critérios para definir um ponto de corte, um
contrabalanco entre sensibilidade e especificidade é desejavel. Tal definicdo
pode ser arbitraria, mas & importante levar em consideragao os propésitos do
teste e as implicagbes dos resultados erréneos falso-positivos e falso-
negativos (Browner et al. 1998, Fletcher et al. 1989, Metz 1978). Inicialmente
utilizamos pontos de corte ja utilizados em estudos prévios e posteriormente
optamos por empregar a construgdo da ‘Receiver Operating Characteristic
curve’ - curva ROC para definigdo do ponto de corte.

A curva ROC é uma ferramenta estatistica capaz de indicar a diluicdo
do soro que possui maior distanciamento entre o ponto de corte sugerido
pela curva e seus valores adjacente e subjacente, além de fornecer a area
sob a curva (Browner et al. 1998, Sackett et al. 1991, Swets 1988) e a Razédo
de Verossimilhanca (Jaeschke et al. 1994) do teste avaliado, indicando a

acuracia global, e quantas vezes é mais provavel (ou menos provavel)
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encontrar um dado resultado na populagdo doente em relagdo a populagao

nao-doente, respectivamente.

Neste estudo, foi utilizada a ferramenta de andlise da curva ROC
obtida pelo programa estatistico ‘MedCalc Statistical. As curvas consistiram
na representagao grafica dos indices de reatividade dos grupos de diferentes
amostras. Estes indices geraram a sensibilidade (verdadeiro-positivo) no eixo
vertical, e o complemento da especificidade (falso-positivo) no eixo horizontal
(Greiner et al. 2000, Greiner et al. 1981, Zweig & Campbell 1993). A
especificidade de um teste sorolégico é definida pela porcentagem de
resultados negativos pelo teste nos individuos nao-doentes, ou seja, a
proporcédo dos verdadeiros negativos. A sensibilidade de um teste sorolégico
refere-se a porcentagem de resultados positivos pelo teste na populacédo de
doentes, ou seja, a propor¢do de resultados verdadeiramente positivos
(Ferreira & Avila 2001).

Cada ponto no grafico representa os valores dos referidos indices, em
diferentes pontos de corte, determinando assim a area sob a curva - ASC. A
ASC é o indicador de acuracia global do teste. Quanto maior a ASC, o que
significa mais préximo do valor 1, melhor € o desempenho do método
avaliado. Conforme sugere Swets (1988), em funcdo do valor da ASC
podemos classificar o teste de diagnéstico como: sem valor (ASC = 0,5), de
baixa acuracia (0,5<ASC < 0,7), de moderada acuracia (0,7<ASC < 0,9), de
elevada acuracia (0,9 < ASC < 0,1) e como teste perfeito (ASC = 1). Segundo
Browner e colaboradores (1998) e Sackett e colaboradores (1991), o valor
correspondente ao ponto situado mais préximo do angulo superior esquerdo
da curva, trata-se do ponto de corte associado a um menor nimero de

resultados falso-positivos e negativos.

A figura 4 mostra uma curva ROC esquematica, representando dois
testes diagnésticos. A avaliagdo da ASC permite concluir que a ASC do teste
1 (ASC = 0,85) & maior que a do teste 2 (ASC = 0,76), o que significa dizer
que o teste 1 apresenta melhor desempenho que o teste 2, ou seja, melhor
capacidade em discriminar duas populagdes distintas (doente e ndo-doente).
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As setas fora do grafico demonstram de forma esquematica o sentido que
aumenta a sensibilidade e a especificidade. Cada ponto do grafico representa
os indices sensibilidade e 100 - especificidade de um ponto de corte
estabelecido. O teste diagnéstico ideal seria aquele cujo ponto de corte

estivesse o0 mais proximo da intercesséo sensibilidade / especificidade.
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Figura 4 - Curvas ROC dos testes 1 (linha verde) e 2 (linha azul), construidas a partir dos
indices de desempenho, sensibilidade e 100 - especificidade dos testes avaliados. Os
resultados estdo expressos, pelos pontos dos graficos, que representam os valores dos
respectivos indices determinando assim a area sob a curva (ASC) para o teste 1 (ASC 1 =
0,85) e para o teste 2 (ASC 2 = 0,76).

Para avaliar o desempenho da metodologia empregada foram
utilizados indices expressos em porcentagem e em chance. Os indices
expressos em porcentagem incluiram a sensibilidade = (verdadeiros
positivos/verdadeiros positivos + falso negativos) x 100; especificidade =
(verdadeiros negativos/verdadeiros negativos + falso positivos) x 100; Valor
preditivo positivo = (verdadeiro positivos/total de positivos) x 100; Valor
preditivo negativo = (verdadeiros negativos/total de negativos) x 100; indice J
de Youden = {(verdadeiros positivos x verdadeiros negativos) — (falsos
positivos x falsos negativos)/(verdadeiros positivos + falso positivos) x (falsos
negativos + verdadeiros negativos)} x 100 (Youden 1950). O indice expresso
em chance foi avaliado a partir da determinagcdo da Razdo de

Verossimilhanga (RV). RV para o resultado positivo = [verdadeiro

positivo/(verdadeiro positivo + falso-negativo)] / [falso positivo /(falso positivo
+ verdadeiro negativo)] e RV para o resultado negativo = [falso
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negativo/(verdadeiro positivo + falso-negativo)] / [verdadeiro negativo/(falso
positivo + verdadeiro negativo)] (Greiner et al. 1995, Jaeschke et al. 1994). A
literatura registra que valores de RVs superiores a 10 ou inferiores a 0,1
originam mudancgas grandes e geralmente conclusivas de uma probabilidade
pré-teste a uma probabilidade pés-teste da doenga. RVs de 5a10e de 0,1 a
0,2 origihnam mudangas moderadas, mas as vezes significativas. Por outro
lado, RVs de 2 a 5 e de 0,2 a 0,5 geram mudangas pequenas, mas as vezes
significativas e RVs de 1 a 2 e 0,5 a 1 geram mudangas muito pequenas e

raramente significativas (Jaeschke et al. 1994)

Outra ferramenta estatistica utilizada para a avaliagdo do desempenho
do teste, conforme ilustrado na figura 5, foi a ‘Two-Graph-ROC’ (TG-ROC)
proposta por Greiner e colaboradores em 1995. A TG-ROC é constituida por
dois gréficos em eixos opostos, um representando a sensibilidade e outro
representando a especifidade de um determinado teste em diferentes pontos
de corte, que variam ao longo do eixo x do grafico.
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Figura 5 — Representacdo esquematica da ‘Two Graph ROC’. IR - distancia entre uma curva
e outra; VRP - faixa valida do teste; dy, 6, —coordenadas.

Greiner e colaboradores (1995) descrevem que, apesar de indicar o

ponto de corte, a curva ROC nao possibilita a visualizagdo dos valores de
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sensibilidade e especificidade para diferentes pontos de corte. A TG-ROC, no
entanto, possibilita a visualizagdo de uma ampla faixa de valores de ponto de
corte para sensibilidade e especificidade obtidas para cada um deles. O
encontro destas duas curvas tem como coordenadas (do, 6o) onde do,
corresponde ao ponto de corte no qual a sensibilidade e a especificidade (6o)

sdo iguais (em verde na figura 5).

Assim, considerando 6 < 95%, estabelece-se um valor de acuracia de
95% (linha na cor vermelha pontilhada no grafico), ou seja, 95% de
resultados corretos do teste (sensibilidade e especificidade iguais a 95%). A
partir disso, é possivel mensurar a distancia entre uma curva e outra que
sera denominada IR (‘Intermediate Range’) em laranja na figura 5, que
corresponde a faixa intermediaria de valores representando resultados
invalidos do teste. Ela pode ser calculada matematicamente através da faixa
mensuravel do teste (MR) subtraido da faixa valida do teste (VRP). Portanto,
quanto menor a IR de um determinado teste, maior serd a sua VRP e,
conseqiientemente, melhor sera o desempenho da técnica. O ‘software’
utilizado para a construcdo das curvas foi o programa estatistico CMDT
(Greiner et al. 1995).

Os indices avaliados neste estudo foram expressos com seus
respectivos intervalos de confianga a 95% (ICgs%) calculados pelo método do
‘Fleiss Quadratic’ (Fleiss 1981). Embora os valores calculados para os
diferentes indicadores representem a melhor estimativa do valor real do
indice, este pode corresponder (obviamente com uma probabilidade de 95%)
a qualquer outro valor situado entre os extremos definidos pelo intervalo de
confianga a 95%. Além de permitir a inferéncia do valor do indice, o intervalo
de confianga a 95% também fornece informagdo a respeito da precisdo do
valor estimado, que esta relacionado com a amplitude do referido intervalo,
sendo que intervalos mais estreitos correspondem a estimativas mais

precisas.
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5 RESULTADOS

Os resultados desse estudo serdo apresentados a seguir em quatro
grupos de dados que correspondem aos objetivos especificos propostos. Em
sintese, serado apresentados os resultados de otimizagdo da metodologia FC-
AFEA-IgG, de determinagdo da diluicio empregada na metodologia
modificada, de avaliagdo do desempenho e aplicabilidade da metodologia
modificada no diagnéstico sorolégico e monitoragéo de cura pés-terapéutica
da doenga de Chagas, e por fim, de avaliagdo da aplicabilidade da
metodologia modificada na segregacao soroldgica de pacientes chagasicos e
pacientes portadores de outras doengas infecto-parasitarias. A avaliagdo do
desempenho do teste foi feita segundo os principios da epidemiologia clinica,

procurando-se seguir com rigor todas as recomendacdes.

5.1 Estabelecimento de alteragdes metodoldgicas para otimizagdo da
pesquisa sorolégica de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de T.
cruzi pela citometria de fluxo (FC-AFEA-IgG)

No ambito do diagnéstico laboratorial da doenga de Chagas, foi
desenvolvida recentemente por nosso grupo de pesquisa, uma metodologia
baseada na pesquisa de IgG anti-formas epimastigotas de T. cruzi (FC-
AFEA-IgG) baseada na citometria de fluxo. Para o propdsito de diagnéstico
da doenca de Chagas, a FC-AFEA-IgG original demonstrou, na diluicdo do
soro 1:1.024 e PPFP de 60%, como ponto de corte, valores de sensibilidade
e especificidade de 82% e 100%, respectivamente (Vitelli-Avelar et al. 2007).
Embora os indices demonstrem um desempenho moderado da FC-AFEA-IgG
no diagndstico sorolégico da doenca de Chagas, o valor da Razdo de
Verossimilhanga Negativo (RV-) ndo mostrou valor diagnéstico para o
método (RV- = 0,18). A literatura traz que valores de RV- abaixo de 0,1
praticamente confirmam a auséncia da doenga (Jaeschke et al. 1994). Uma
vez que os indices de desempenho sugerem um grande potencial para a
aplicabilidade da FC-AFEA-IgG no diagnéstico sorolégico da doenga de
Chagas, foi de nosso interesse estabelecer alteragbes metodolégicas na

técnica original, com o propésito de refinamento metodolégico, a fim de
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minimizar reatividades indesejadas e promover uma melhora no seu

desempenho.

A sensibilidade de um método diagnéstico depende de aspectos
multifatoriais tais como o tipo, a fonte e pureza do antigeno usado, bem como
de fatores intrinsecos da metodologia. Uma vez padronizado o antigeno
utilizado  (epimastigotas  fixados), propusemos alterar condiges
metodolégicas com o propdsito de aperfeicoar a técnica FC-AFEA-IgG para
que esta pudesse ser aplicavel para fins diagndsticos da doenca de Chagas.
As alteragdes intrinsecas da metodologia foram entdo relacionadas com a
natureza molecular do anticorpo secundario (conjugado), a faixa de diluicdo
das amostras-teste e a eliminacdo da interferéncia de particulas néo-
relacionadas (‘debris’) durante a selecdo das formas epimastigotas de T.

cruzi.
5.1.1 Natureza molecular do anticorpo secundario (conjugado)

A técnica FC-AFEA-IgG original foi padronizada utilizando um
anticorpo revelador anti-molécula total de IgG conjugado ao fluorocromo
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), do fabricante BIOLAB" Esse anticorpo
é muito utilizado em estudos soro-imunolégicos em laboratérios de andlises
clinicas. No entanto, foi de nosso interesse investigar o desempenho da FC-
AFEA-IgG apés utilizagdo de um anticorpo revelador mais especifico, anti-
porcéo Fc da molécula de IgG, do fabricante SIGMAD, muito utilizado em

pesquisas laboratoriais.

A figura 6 mostra os resultados obtidos quando comparamos as curvas
de titulagdo de ‘pool’ de soros de individuos nao-infectados (NI - 6A) e
pacientes chagasicos (CH - 6B) empregando anticorpos anti-molécula total
de IgG (BIOLABq na técnica FC-AFEA-IgG original e anticorpos anti-porgao
Fc de IgG (SIGMAEi na técnica FC-AFEA-IgG modificada, ambos conjugados
com lIsotiocianato de Fluoresceina (FITC). Interessantemente, nossos dados

demonstram que, € notério, em ambos os graficos, uma reatividade superior
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de IgG da FC-AFEA-IgG modificada quando comparada com a FC-AFEA-IgG

original.
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Figura 6 — Curvas de titulacdo de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de Trypanosoma
cruzi presentes em (A) ‘pool’ de soros de individuos néo infectados (NI) e (B) ‘pool’ de soros
de pacientes chagasicos (CH). As amostras de ‘pool’ de soros foram testadas através do
procedimento descrito em Materiais e Métodos. O resultado da reatividade de IgG esta
expresso em valores de PPFP. A diluicdo inicial testada para ambos os grupos foi de 1:128 e
foram usados anticorpos de revelacdo (conjugados com FITC) de diferentes fabricantes —

SIGMA® (NI =@ e CH = @) e BIOLAB® (NI = © e CH = 0) na diluicéo de 1:800.

5.1.2 Faixa de diluicdo das amostras-teste

E sabido que muitos refinamentos metodolégicos sdo baseados no
emprego de amostras mais diluidas, a fim de reduzir reatividades
interferentes. A técnica FC-AFEA-IgG original utiliza oito diluicbes da
amostra-teste, compreendendo uma faixa de diluicdo que vai de 1:128 até
1:16.384. Nosso proximo objetivo foi ampliar a faixa de diluicdo do soro,
passando a utilizar 12 diluigbes (1:16 a 32.768). A FC-AFEA-IgG modificada,
portanto, iniciaria com uma diluicdo mais concentrada (1:16).
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Foi de interesse, entretanto, antes de iniciar os experimentos
propriamente, realizar uma simulacdo matematica para verificar o impacto,
sobre a diluicdo do soro, de provaveis erros metodologicos durante o

processo de pipetagem.

Dessa forma, a figura 7 mostra que um erro de pipetagem de apenas 1
ML (para mais ou para menos), na diluigéo inicial do soro de 1:128 (figura 7A),
altera consideravelmente o comportamento da curva de titulagao,
principalmente nas Ultimas diluigbes, apresentando valores bem
discrepantes. Cabe ressaltar que, enquanto o valor do inverso da diluicdo do
soro de 1.500 compreende a 52 diluicdo de uma amostra, em outra amostra
este valor representa a 62 diluicdo. Em termos praticos, esse erro poderia
resultar numa mudanga da diluicdo de escolha para fins diagnoésticos. Por
outro lado, quando analisamos a diluicao inicial do soro de 1:16 (figura 7B),
verificamos que mesmo com um erro maior de pipetagem, em torno de 5 uL
(para mais ou para menos), as alteragcbes observadas sdo minimas e, em

termos praticos, ndo teriam uma alteragdo na diluicdo de escolha para fins

diagnésticos.
A Diluig&o inicial do soro (1:128): B Diluigao inicial do soro (1:16):
3L + 397 pL 50 pL + 350 UL
1:3.056 350
3.000 1:2816
2
& | 2500 1:256
s 1:2048
$ | 2.000 1:236,8
o
E] 1:1.536
= | 1500
S
° 1.000
@
]
H 500
0 T T T T 1 v T T __ T ____1___
1 28 32 4 | 5 6% | i
Diluigdes
Erro de 1L (volume final: 400 pL) Erro de 5pL (volume final: 400 pL)

—e— 4 pL + 397 pL (erro +1 pL) —— 55 pL + 350 pL (erro +5 L)

—O— 3 pL + 397 pL (original) —0- 50 pL + 350 pL (original)

—O— 2 pL + 397 pL (erro -1 pL) —O— 45 pL + 350 pL (erro -5 pL)

Figura 7 — Simulacdo matematica demonstrando o impacto de erros metodolégicos durante
o processo de diluicao do soro.
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Dentro da nossa proposta de refinamento metodolégico, propusemos
ampliar a faixa de diluicdo das amostras-teste na FC-AFEA-IgG modificada,
iniciando com uma diluicdo mais concentrada (1:16). A figura 8 mostra uma
andlise comparativa dos valores médios de PPFP das curvas de titulagdo de
IgG anti-formas epimastigotas fixadas de T. cruzi de soros de individuos NI (n
= 17) e pacientes CH (n = 17) pela FC-AFEA-IgG original e FC-AFEA-IgG
modificada. Através das médias das reatividades obtidas pela analise
pareada das populagdes de estudo, foi possivel observar dois padrdes
distintos ao longo das curvas de titulagcdo. Na figura 8A, foi possivel observar
maior reatividade nas primeiras diluicdes da técnica modificada. J& na figura
8B, foi possivel observar uma maior reatividade da técnica modificada com

relagdo a original ao longo de toda a curva de titulagao.
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Figura 8 — Média das curvas de titulagdo de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de T.
cruzi presentes em (A) soros de individuos ndo-infectados (NI) e (B) pacientes chagasicos
(CH) em funcgéo da diluicao inicial da amostra. As amostras individuais de soros (NI =17 e
CH = 17) foram testadas através do procedimento descrito em Materiais e Métodos. O
resultado da reatividade de IgG para cada soro estd expresso em valores de PPFP. Em
ambos os graficos, as curvas de titulagdo com maior reatividade média representam a FC-
AFEA-IgG modificada (NI =@ e CH = @) e as curvas de titulacdo com menor reatividade (NI =
O e CH = O) representam a FC-AFEA-IgG original. Foram usados anticorpos de revelagéo
(conjugados com FITC) de diferentes fabricantes — SIGMA® (NI=@ e CH=@) e BIOLAB® (NI
=0 e CH =0) na dilui¢do de 1:800.
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5.1.3 Eliminacdo da interferéncia de particulas né&o-relacionadas

durante a selegdo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

A selegao da populagdo de epimastigotas na FC-AFEA-IgG-original &
realizada através da analise de caracteristicas morfométricas (figura 9A) em
graficos de tamanho (FSC) ‘versus’ granulosidade (SSC), nao discriminando
particulas nao-relacionadas (‘debris’) que podem interferir na analise. Para
solucionar essa questdo e garantir uma maior homogeneidade durante a
selecdo da populacéo de interesse, na FC-AFEA-IgG-modificada, resolvemos
durante o procedimento experimental, marcar o parasito com o corante vital
azul de Evans. Os ‘debris’ de parasitos rompidos, fragmentos de fibrina e
particulas em suspensao que eventualmente poderiam reduzir o percentual
de parasitos fluorescentes, ndo coram com o azul de Evans e podem ser
eliminados através do canal de fluorescéncia 3, ndo empregado na andlise
de reatividade que utiliza o canal de fluorescéncia 1 (FITC). A mudanca na
forma de selecéo da populacédo de epimastigotas (figura 9B), que passou a
ser por parametros de tamanho (FSC) ‘versus’ fluorescéncia (FL3), contribuiu
para uma maior homogeneidade da populagdo de interesse, eliminando a
contaminagao de particulas ndo-relacionadas, ndo coradas.
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Figura 9 — ‘Dots plots’ mostrando a selecdo da populacédo de formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi em graficos de tamanho (FSC) ‘versus’ granulosidade (SSC) na FC-
AFEA-IgG original (A) e tamanho (FSC) ‘versus’ fluorescéncia 3 (FL3) na FC-AFEA-IgG
modificada (B). Em A, a elipse de cor preta delimita a populacéo de epimastigotas (azul) ndo
separada dos ‘debris’; em B, a elipse preta delimita apenas a populagédo de epimastigotas. O
retangulo pontilhado delimita os ‘debris’ (vermelho).
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Paralelo ao aumento da reatividade de IgG anti-formas epimastigotas
fixadas de T. cruzi, pelos fatores descritos anteriormente, observamos que,
com a introducdo do corante azul de Evans na FC-AFEA-IgG modificada,
houve ganho relacionado com maior homogeneidade na selecdo da
populagdo de interesse, mas também reducdo na intensidade média da
fluorescéncia 1 (FL1) do anticorpo secundario (conjugado), fenémeno
denominado ‘quenching’ (figura 10). Nao surpreendente foi a observagao de
que esse fendmeno também teve impacto no perfil de intensidade de
fluorescéncia 1 (FL1) das amostras-teste de individuos ndo infectados e
pacientes chagasicos. Porém, esta alteragdo na intensidade de fluorescéncia
no grupo de pacientes chagasicos nao foi significativa, uma vez que houve
apenas 1% de redugéo da intensidade de fluorescéncia relativa. O mesmo
nao &€ observado para os grupos clinicos nao-infectados e no tubo controle do
conjugado, nos quais houveram redugdo de intensidade de fluorescéncia
relativa. Esta alteracdo pode ser mais significativa em amostras com
reatividade muito baixa, cujos picos estejam préximos ao limiar de reatividade

estabelecido pelo controle do conjugado.
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Figura 10 - Histogramas unidimensionais de intensidade de fluorescéncia (FL1) em funcéo
do nUmero de parasitos de amostras: controle do conjugado, individuo néo-infectado e
paciente chagéasico sem ou com marcacdo dos parasitos com azul de Evans. A linha
pontilhada indica o limiar de reatividade estabelecido pelo controle do conjugado.
Utilizando a nova estratégia para selecdo da populagdo de
epimastigotas, interessantemente, pudemos observar que apesar do efeito
‘quenching’, a técnica FC-AFEA-IgG modificada apresentou reatividade
superior, quando comparada com a técnica FC-AFEA-IgG modificada sem a

utilizagéo do azul de Evans para marcagao dos parasitos (figura 11).
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Figura 11 - Curvas de titulacdo de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de Trypanosoma
cruzi presentes em (A) ‘pool’ de soros de individuos néo infectados (NI) e (B) ‘pool’ de soros
de pacientes chagasicos (CH). As amostras de ‘pool’ de soros foram testadas através do
procedimento descrito em Materiais e Métodos. O resultado da reatividade de IgG para cada
‘pool’ esté expresso em valores de PPFP. A diluicdo inicial testada para ambos os grupos foi
de 1:16. As curvas de titulagdo de maior reatividade representam a FC-AFEA-IgG modificada
(NI =@ e CH = ®) e as curvas de titulagdo com menor reatividade (NI = © e CH = O)
representam a FC-AFEA-IgG original. Foram usados anticorpos de revela(géo (conjugados
com FITC) de diferentes fabricantes — SIGMA® (NI=e e CH=0)eBIOLAB™ (NI=0eCH=
O) na diluicao de 1:800.

5.2 Estabelecimento dos critérios de interpretacdo da FC-AFEA-IgG
modificada aplicada isoladamente no diagnéstico e na monitoracao de

cura pos-terapéutica da doenca de Chagas

5.2.1 Determinacgdo da diluicdo empregada na FC-AFEA-IgG modificada

aplicada ao diagnéstico sorolégico da doenga de Chagas

A figura 12 mostra os resultados da analise da reatividade de 1gG anti-
formas epimastigotas fixadas de T. cruzi, presente em soros de individuos

nao-infectados e pacientes chagasicos, empregando as alteragbes
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previamente estabelecidas (FC-AFEA-IgG modificada). A reatividade foi
expressa como PPFP. Observamos que os valores de PPFP das curvas de
titulagéo de 1gG para os individuos NI e pacientes CH apresentaram perfis

claramente distintos.

Apos a obtencéo dos valores de PPFP da FC-AFEA-IgG modificada,
na faixa de diluicdo do soro de 1:16 até 1:32.768, o préximo passo foi avaliar
o desempenho da nova metodologia aplicada ao diagnéstico sorolégico da
doenga de Chagas. Para tal, foram construidas as Curvas ROC e calculados
os indices de avaliagcdo de desempenho, expressos em porcentagem,

conforme descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 12 - Curvas de titulacdo de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de Trypanosoma
cruzi presentes em (A) soros de individuos ndo infectados (NI = @) e (B) pacientes
chagasicos (CH = ®). As amostras individuais de soros foram testadas através do
procedimento descrito em Materiais e Métodos. O resultado da reatividade de IgG para cada
amostra individual estd expresso em valores de PPFP. A diluicdo inicial testada para ambos
os grupos foi de 1:16.
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Observou-se um excelente desempenho da FC-AFEA-IgG modificada
da diluicdo 1:512 até a diluicdo 1:8.192 (destacadas pela linha vermelha),
apresentando valores de sensibilidade e especificidade de 100% e acuracia
(ASC) de 1,0 (figura 13). Conforme a classificagdo sugerida por Swets

(1988), o valor de ASC de 1,0 indica uma elevada acuracia do método.

Uma vez que obteve-se, pela analise da curva ROC, cinco diluigbes
(1:512, 1:1.024, 1:2.048, 1:4.096 e 1:8.192) com excelente desempenho,
utilizamos uma outra estratégia para ajudar a selecionar a(s) melhor(es)
diluicdo(des) a ser(em) empregada(s) na FC-AFEA-IgG modificada aplicada
para fins de diagnéstico. Neste contexto, verificamos através das curvas de
reatividade média de PPFP, qual diluicdo apresentaria maior amplitude de
segregacao entre os grupos Nl e CH.
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PC = 54,34
Sens = 100,0
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Figura 13 - Curvas ROC da FC-AFEA-IgG modificada construida a partir dos indices de
desempenho, sensibilidade e 100 - especificidade, dos grupos NI e CH nas diluicdes 1:16,
1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1.024, 1:2.048, 1:4.096, 1:8.192, 1:16.384 e 1:32.768. Os
resultados estdo expressos, pelos pontos dos graficos, que representam os valores dos
referidos indices avaliados, determinando assim a area sob a curva (ASC). Os circulos
coloridos dentro das curvas ROC representam o melhor ponto de corte sugerido pela curva
para a FC-AFEA-IgG. A linha vermelha seleciona as diluicdes que obtiveram os melhores
indices de desempenho, onde: Sens = sensibilidade; Esp = especificidade; PC = ponto de
corte.
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A figura 14 mostra que, dentre as cinco diluicbes anteriormente
selecionadas, as diluigbes de soro 1:1.024, 1:2.048 e 1:4.096, foram aquelas
que melhor segregaram os grupos, apresentando valores de A PPFP (valor
de PPFP do grupo CH - valor de PPFP do grupo NI) acima de 80%, sendo
estes 84,1%; 86,5% e 80,5%, respectivamente.
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Figura 14 — Curvas de titulacdo das reatividades médias dos grupos NI (@) e CH (®). O
quadrado pontilhado indica as diluigdes-candidatas selecionadas de acordo com parametros
relacionados com indices de desempenho na figura 13. O quadrado cinza seleciona as
diluicdes que tiveram valores de amplitude de PPFP (A) acima de 80%: 1:1.024, 1:2.048 e
4.096. As amostras individuais de soros foram testadas através do procedimento descrito em
Materiais e Métodos. O resultado da reatividade de IgG para cada amostra individual esta
expresso em valores de PPFP. A diluicao inicial testada para ambos os grupos foi de 1:16.

A figura 15 mostra os gréficos de dispersdo das diluicdes
selecionadas, onde observou-se que todas as trés diluicdes-candidatas
apresentaram bom desempenho na segregacdo entre os grupos, quando
considerados os diferentes pontos de corte sugeridos pela analise estatistica
da curva ROC. Em principio, foram escolhidas essas trés diluicbes como

candidatas para a utilizagéo no diagnéstico sorolégico da doenca de Chagas.
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Figura 15 — Andlise da reatividade das diluicdes-candidatas (selecionadas por indices de
desempenho + valores de A de PPFP maiores que 80%) dos grupos NI (®) e CH (®) através
do perfil de disperséo individual em diferentes pontos de cortes sugeridos pela curva ROC.
As amostras individuais de soros foram testadas através do procedimento descrito em
Materiais e Métodos. O resultado da reatividade de 1gG para cada amostra individual esta
expresso em valores de PPFP.

5.2.2 Determinagao da diluicdo empregada na FC-AFEA-IgG modificada
aplicada a monitoracéo de cura pés-terapéutica da doenca de Chagas.

Tem sido sugerido que a diminuigcdo dos titulos de anticorpos anti-T.
cruzi no soro de pacientes chagasicos apds o tratamento pode ser um
método alternativo de monitoragcdo de cura pés-terapéutica. Por sua vez, a
permanéncia de anticorpos anti-T. cruzi poderia indicar a persisténcia do

parasito e ser um fator preditivo para recidiva da doenga de Chagas.

Empregando a FC-AFEA-IgG modificada avaliamos a reatividade de
IgG total anti-formas epimastigotas fixadas de T. cruzi em soros de pacientes
chagasicos submetidos ao tratamento etiolégico. Essa analise foi realizada
utilizando-se diluicdes seriadas (1:16 a 1:32.768) de amostras de soro de
pacientes tratados curados (TC) e pacientes tratados ndo-curados (TNC). A
revelacdo da ligagcdo de anticorpos IgG a determinantes antigénicos do
parasito foi realizada pela utilizagéo de anticorpos policlonais anti-Fc de 1gG

humano conjugados com FITC.

A figura 16 mostra os resultados da reatividade de soros de individuos
tratados curados (A) e tratados n&o-curados (B) em valores de PPFP.

Observamos um perfil diferente da curva de titulagao de IgG entre os grupos.
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PPFP

Inverso da diluigéo do soro

Figura 16 — Curvas de titulacdo de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de Trypanosoma
cruzi presentes em (A) soros de pacientes chagasicos tratados curados (TC = 0) e (B) soros
de pacientes chagasicos tratados nao-curados (TNC = 0). As amostras individuais de soros
foram testadas através do procedimento descrito em Materiais e Métodos. O resultado da
reatividade de IgG para cada amostra individual estad expresso em valores de PPFP. A
diluicdo inicial testada para ambos os grupos foi de 1:16.

Apos a obtencéo dos valores de PPFP da FC-AFEA-IgG modificada,
na faixa de diluigdo do soro de 1:16 até 1:32.768, o préximo passo foi avaliar
o desempenho da metodologia aplicada a monitoragdo de cura pos-
terapéutica da doenca de Chagas. Para tal, foram construidas as curvas
ROC e calculados os indices de avaliagdo de desempenho, expressos em

porcentagem, conforme descrito em Materiais e Métodos (figura 17).

Observou-se um excelente desempenho da FC-AFEA-IgG modificada
da diluicdo 1:1024 até a diluicdo 1:8192 (destacadas pela linha vermelha),
apresentando valores de sensibilidade e especificidade de 100% e acuracia
(ASC) de 1,0. Conforme a classificacéo sugerida por Swets (1988), o valor de
ASC de 1,0 indica uma elevada acuracia do método.
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Figura 17 - Curvas ROC de FC-AFEA-IgG modificada construida a partir dos indices de
desempenho, sensibilidade e 100 - especificidade, dos grupos TC e TNC nas diluicdes 1:16,
1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1.024, 1:2.048, 1:4.096, 1:8.192, 1:16.384 e 1:32.768. Os
resultados estdo expressos pelos pontos dos graficos que representam os valores dos
referidos indices avaliados, determinando assim a area sob a curva (ASC). Os circulos
coloridos dentro das curvas ROC representam o melhor ponto de corte sugerido pela curva
para a FC-AFEA-IgG. A linha vermelha seleciona as diluicdes que obtiveram os melhores
indices de desempenho, onde: Sens = sensibilidade; Esp = especificidade; PC = ponto de

corte.

68



Resultados

Uma vez que foi obtido, pela andlise da curva ROC, quatro diluicbes
com excelente desempenho (1:1.024, 1:2.048, 1:4.096 e 1:8.192), utilizou-se
uma outra estratégia para selecionar a(s) melhor(es) diluicao(ées) a ser(em)
empregada(s) na FC-AFEA-IgG modificada aplicada para fins de monitoragéo
de cura pos-terapéutica. Contudo, foi verificado através das curvas de
reatividade média de PPFP, qual diluicdo apresentaria maior amplitude de
segregacdo (A PPFP) entre os grupos TC e TNC. A figura 18 mostra que as
diluicbes do soro 1:2.048, 1:4.096 e 1:8.192, foram aquelas que melhor
segregaram os grupos, apresentando valores de A PPFP acima de 60%,
sendo eles, 65,77%; 72,66% e 69,75%, respectivamente.
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Figura 18 — Curvas de titulagdo das reatividades médias dos grupos TC (©) e TNC (0). O
retdngulo pontilhado indica as diluicdes-candidatas selecionadas de acordo com parametros
relacionados aos valores de amplitude de PPFP (A) que melhor segregaram os grupos TC e
TNC. O quadrado cinza seleciona as diluicdes que tiveram valores de amplitude de PPFP (A)
acima de 60%: 1:2.048, 1:4.096 e 1:8.192. As amostras individuais de soros foram testadas
através do procedimento descrito em Materiais e Métodos. O resultado da reatividade de IgG
para cada amostra individual estd expresso em valores de PPFP. A diluicdo inicial testada
para ambos os grupos foi de 1:16.

Adicionalmente, analisamos os perfis de dispersdo das amostras
individuais de pacientes TC e TNC, nas trés diluigées selecionadas na figura
18, com o objetivo de avaliar o seu desempenho na segregacéo entre os
grupos. A figura 19 mostra os graficos de dispersdo das diluigbes
selecionadas, onde observa-se que todas as trés diluicdes-candidatas
apresentam bom desempenho na segregacdo entre os grupos, quando

considerados os diferentes pontos de cortes sugeridos pela analise
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estatistica da curva ROC. Em principio, foram selecionadas trés diluicoes

como candidatas para a utilizagdo na monitoragéo de cura pos-terapéutica da

doenca de Chagas.
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Figura 19 - Andlise da reatividade das diluicdes candidatas dos grupos TC (©) e TNC (0)
através do perfil de dispersao individual em diferentes pontos de cortes sugeridos pela curva
ROC. As amostras individuais de soros foram testadas através do procedimento descrito em
Materiais e Métodos. O resultado da reatividade de IgG para cada amostra individual esta
expresso em valores de PPFP.

5.3. Unificagdo dos critérios de interpretacdo da FC-AFEA-IgG
modificada aplicada simultaneamente no diagnéstico e na monitoragao

de cura pos-terapéutica da doencga de Chagas

No estudo realizado por Vitelli-Avelar e colaboradores (2007), foram
eleitas duas diluicbes para interpretacdo dos resultados da FC-AFEA-IgG
original aplicada ao diagnéstico (1:1.024) e a monitoracdo de cura pos-
terapéutica (1:2.048). Neste contexto, na FC-AFEA-IgG modificada nosso
proximo objetivo foi escolher uma diluicdo consenso aplicavel as duas
situagdes clinicas: diagnéstico sorolégico da doenca de Chagas e a

monitoragdo de cura pos-terapéutica de pacientes chagasicos.

Segundo os critérios sugeridos pela analise estatistica através da
curva ROC e seus respectivos graficos de dispersdo, constata-se que,
quando comparadas as diluicdes-candidatas obtidas na analise de
diagnéstico dos grupos de individuos nao-infectados e pacientes chagasicos,
e de monitoragdo de cura poés-terapéutica dos grupos de pacientes

chagasicos tratados-curados e tratados ndo-curados, duas diluiges, 1:2.048
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e 1:4.096, foram compartilhadas por ambos os grupos, como demonstrado na
figura 20. Assim, o proximo objetivo foi realizar uma analise do desempenho
da FC-AFEA-IgG modificada, nessas duas diluicdes, através de indices
expressos em percentual e em chances, para unificagdo da diluicdo

empregada na nova metodologia.

Diluigéo 1:1.024 Diluigdo 1:2.048 Diluigdo 1:4.096

Diagnéstico

[
Monitoragao g 60

de cura & 40

20

TC TNC TC TNC

Figura 20 - Graficos de dispersdo das diluicdes-candidatas que apresentam a melhor
segregacéo entre os grupos NI (@) e CH (®), no ambito do diagnéstico e TC (©) e TNC (),
no ambito da monitoracdo de cura pés-terapéutica. A linha vermelha acima seleciona as
diluicbes compartilhadas por ambos os grupos. As amostras individuais de soros foram
testadas através do procedimento descrito em Materiais e Métodos. O resultado da
reatividade de IgG para cada amostra individual esta expresso em valores de PPFP.

5.3.1 Avaliagédo do desempenho da FC-AFEA-IgG modificada na diluicéo

1:2.048 e 1:4.096 para determinacao da diluicdo consenso

Foi analisado o desempenho da FC-AFEA-IgG modificada através de
indices expressos em percentual e em chances, nas diluigbes-candidatas
(compartilhadas) a serem empregadas tanto no diagnéstico quanto no critério
de cura da doenca de Chagas. Nessa analise, a populagédo foi constituida
pelo somatoério de grupos com perfis semelhantes de reatividade sorolégica:
NI +TC e CH + TNC.

Foram construidas as curvas ROC e calculados os indices de
avaliagdo de desempenho, expressos em porcentagem e em chances, nas
diluicdes 1:2.048 e 1:4.096 (figura 21).
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Figura 21 - Andlise do desempenho, nas diluigdes compartilhadas, em populacéo
constituida pelo somatério de grupos com perfil semelhante de reatividade sorolégica (NI
+TC = @ e CH + TNC = @). A linha vermelha acima seleciona a diluicdo que, além de
apresentar os melhores indices de desempenho, segrega de forma mais homogénea a
populagdo de estudo. As amostras individuais de soros foram testadas através do
procedimento descrito em Materiais e Métodos. O resultado da reatividade de IgG para cada
amostra individual esta expresso em valores de PPFP. PC = ponto de corte.

Observou-se que a diluicdo 1:2.048 apresentou melhores indices de
desempenho quando comparados com a diluicdo 1:4086 no que diz respeito
a sensibilidade (97,01% x 95,07%), valor preditivo negativo (96,9% x 95,7%),
Razao de Verossimilhanga Positivo (21,04 x 20,72) e indice “J” de Youden
(91,8 x 89,0). Com relagdo a analise dos indices expressos em porcentagem,
o VPP de 95,7%, praticamente confirma a presenca da doenga e o VPN de
95,4% praticamente confirma a auséncia de doenga (Tabela 3). Deve-se
ressaltar que os valores preditivos podem variar de acordo com a prevaléncia
da doenga, diferentemente da sensibilidade e especificidade, que serdo os
mesmos em diferentes prevaléncias, indicando caracteristicas intrinsecas da

metodologia.
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TABELA 3 — INDICES DE DESEMPENHO, EM DIFERENTES DILUIGOES, DA FC-
AFEA-IgG MODIFICADA NA IDENTIFICACAO DE PACIENTES INFECTADOS

PELO Trypanosoma cruzi.

indices Diluigéo 1:2.048* Dilui¢do 1:4.096** Ganho
Sensibilidade 97,01% 95,07% 1,94%
Especificidade 95,4% 95,4% 0%
Valor Preditivo Positivo 95,7% 95,7% 0%
Valor Preditivo Negativo 96,9% 95,4% 1,5%
Razéo de Verossimilhanca Positiva 21,04 20,72 0,32
Razao de Verossimilhanga Negativa 0,03 0,05 0
Acuracia global 0,99% 0,99% 0%
“J” de Youden 91,0% 89,0% 2%

* Ponto de corte de 61,84%; ** Ponto de corte de 33,99%.

Portanto, diante desses dados, selecionou-se a diluicdo 1:2048 e o
respectivo ponto de corte indicado pela curva ROC (60%), como diluicéo a
ser empregada na FC-AFEA-IgG modificada aplicavel tanto ao diagnéstico

quanto a monitoragao de cura pos-terapéutica da doenga de Chagas.

Para a confirmagdo do desempenho da diluicdo escolhida e do ponto de
corte ideal para as analises, foi utilizada outra ferramenta estatistica: a ‘Two-
Graph Roc Curve Analysis’ (TG-ROC). Segundo os indices de desempenho
fornecidos pela TG-ROC, quando analisada a populagdo constituida pelo
somatorio de grupos com perfil semelhante de reatividade sorolégica, houve

uma confirmagéo de que o ponto de corte ideal estd na faixa aproximada de
60% (figura 22).
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Figura 22 — Analise do desempenho TG-ROC na diluicdo selecionada (1:2.048) em
populagdo constituida pelo somatério de grupos com perfil semelhante de reatividade
sorolégica (NI + TC e CH + TNC) para definicdo do ponto de corte. As linhas vermelha e
azul representam, respectivamente, os indices de sensibilidade e especificidade da
metodologia. Sens.= sensibilidade; Esp.= especificidade.

A figura 23 mostra que a faixa que vai de 55% a 70% compreenderia
valores de pontos de cortes nos quais o teste seria considerado valido. Ainda
nesta figura, pode ser observado que reatividades acima de 89% apresentam
Razado de Verossimilhanca Positiva tendendo para o infinito, ou seja,
praticamente confirmando advir de um paciente chagéasico ou tratado nao
curado e que reatividades abaixo de 28% apresentariam Razdo de
Verossimilhanga Negativa tendendo para o infinito, praticamente confirmando
advir de um individuo néo infectado ou de um paciente chagasico tratado

curado.
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Figura 23 — Determinagdo da amplitude do ponto de corte de trabalho da técnica FC-AFEA-
1gG modificada pela analise da Raz&o de Verossimilhanga fornecida pela TG-ROC. As linhas
vermelha e azul indicam, respectivamente, as Razdes de Verossimilhanga Positiva do grupo
CH + TNC e Negativa do grupo NI + TC. RV+ = Razdo de Verossimilhanca Positiva; RV- =
Raz&o de Verossimilhanca Negativa.

5.4 Avaliagdo da aplicabilidade da FC-AFEA-IgG modificada na
segregacado sorologica de pacientes chagasicos e de individuos nao-
chagasicos portadores de outras doencas infecto-parasitarias de

interesse médico

A reatividade de IgG anti-T. cruzi foi obtida apés incubagéo do soro
humano diluido 1:16 a 1:32.768, com formas epimastigotas fixadas, de 10
dias de cultivo, nas condigbes previamente padronizadas. A revelagdo da
ligacéo de IgG total a determinantes antigénicos do parasito foi realizada pela
utilizacdo de anticorpos policlonais anti-porcdo Fc de IgG humano
conjugados com FITC (SIGMA®). Empregando-se um ponto de corte de
PPFP = 60%, na diluicdo 1:2048, os resultados foram classificados como

positivos quando PPFP > 60% e negativos quando PPFP < 60%.

O estudo de amostras individuais demonstrou que a FC-AFEA-IgG
modificada tem valor na discriminagao sorolégica de pacientes chagasicos e

nao-chagasicos, este constituindo o grupo formado pelos pacientes

75



Resultados

portadores de todas as outras doengas infecto-parasitarias descritas acima. A
técnica permitiu identificar 98,1% dos pacientes CH com valores confinados
numa regido de resultados positivos e 93,2% dos pacientes NCH com valores
de PPFP restritos a uma regido de resultados negativos (figura 24)
Observou-se que onze pacientes do grupo NCH (6,8%) apresentaram um
perfil de reatividade acima do ponto de corte (60%), representando os

resultados falso-positivos.
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Figura 24 — (A) curva ROC da FC-AFEA-IgG modificada numa amostragem populacional
que inclui soros de individuos ndo chagasicos e pacientes chagasicos, construida a partir
dos indices de desempenho, sensibilidade e 100 - especificidade. Os resultados estao
expressos pelos pontos dos graficos que representam os valores dos referidos indices
avaliados, determinando assim, a area sobre a curva (ASC) para a FC-AFEA-IgG na diluigado
1:2.048. (B) Reatividade de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de Trypanosoma cruzi em
soros de individuos ndo chagasicos (NCH = @) e pacientes chagasicos (CH = @). O
resultado da reatividade de IgG para cada amostra individual esta expresso em valores de
PPFP, empregando-se como ponto de corte o valor de 60% (linha pontilhada) entre
resultados positivos (PPFP > 60%) e negativos (PPFP < 60%). O retangulo pontilhado
representa os resultados falso-positivos.

Além dos indices de sensibilidade e especificidade, destaca-se ainda a
elevada acuracia do método, com valor de 0,97. A Razéo de Verossimilhanga
(RV) para o resultado positivo da FC-AFEA-IgG modificada (PPFP > 60%) foi
14,44 e para o resultado negativo (PPFP < 60%) foi 0,02. Este dado significa
que o valor de PPFP > 60% é cerca de quatorze vezes mais provavel de ser
observado em um paciente chagasico (CH) em relacdo a um paciente ndo
chagasico (NCH). Por outro lado, valores iguais ou inferiores a 60% de PPFP
apresentam uma chance minima, 0,02 vezes de advir de um paciente
chagasico. Essas analises em conjunto confirmaram o desempenho
satisfatorio da FC-AFEA-IgG modificada (Tabela 4).
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TABELA 4 — iNDICES DE DESEMPENHO DA FC-AFEA-IgG MODIFICADA NA
DILUICAO 1:2.048 PARA IDENTIFICACAO DE PACIENTES INFECTADOS PELO
Trypanosoma cruzi.

indices Diluigdo 1:2.048*
Sensibilidade 98,01% (IC** = 89,7 - 99,7)
Especificidade 93,2% (IC** = 88,2 - 96,6)

Valor Preditivo Positivo 82,3%

Valor Preditivo Negativo 99,3%
Razé&o de Verossimilhanga Positiva 14,44%
Razéo de Verossimilhanca Negativa 0,02%
Acuracia global 0,97%

“J” de Youden 81,6%

*Ponto de corte = 52,39%; **IC = Intervalo de confianca de 95%.

Na andlise do perfil da curva de titulacdo (figura 25), empregando os
mesmos critérios mencionados anteriormente, verificou-se que a reatividade
de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de T. cruzi na diluicdo de 1:2.048,
ponto de corte de 60% de PPFP, o grupo de individuos nao-chagasicos
(figura 25A), apresentou um numero maior de individuos com valores de
PPFP abaixo de 60%. Ja o grupo dos pacientes chagasicos (figura 25B)
apresentou resultados altamente reativos, com excecdo de apenas um

paciente, que apresentou valores de PPFP abaixo do ponto de corte.
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Figura 25 — Curvas de titulacdo de reatividade IgG anti-formas epimastigotas fixadas de
Trypanosoma cruzi em (A) soros de individuos ndo-chagasicos (NCH = @) e (B) soro de
pacientes chagasicos (CH = ®). O resultado da reatividade de IgG para cada amostra
individual esta expresso em valores de PPFP, empregando-se como ponto de corte o valor
de 60% (linha pontilhada) entre resultados positivos (PPFP > 60%) e negativos (PPFP =<
60%).

A andlise das curvas de titulagdo das amostras individuais de
pacientes nao-chagasicos (figura 26) permite confirmar um perfil de
reatividade diversa, sendo que, de acordo com a literatura (Chiller et al. 1990,
Kar 1995, Vexenat et al. 1996), as leishmanioses ainda representam o grupo
de doencas parasitarias que mais apresentam reagdes cruzadas com doenga

de Chagas.
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Figura 26 — Curvas de titulacdo de reatividade IgG anti-formas epimastigotas fixadas de
Trypanosoma cruzi em soros de individuos portadores de outras doengas parasitarias:
esquistossomose mansonica (), malaria (®), toxoplasmose (®), HTLV (), HIV (@), hepatite B
(®), hepatite C (0), sifilis (@), leishmaniose visceral (®) e leishmaniose tegumentar (©) na
diluicdo do soro 1:2.048, destacada pelo retangulo cinza. O resultado da reatividade de 1gG
para cada amostra individual estd expresso como valores de PPFP, empregando-se como
ponto de corte o valor de 60% (linha pontilhada) entre resultados positivos (PPFP > 60%) e
valores negativos (PPFP < 60%).
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A andlise em conjunto do perfil de reatividade de IgG anti-formas
epimastigotas fixadas de T. cruzi das amostras de soro de individuos néo-
infectados, pacientes chagasicos e individuos ndo-chagasicos, demonstrou a
distribuicdo das amostras, na diluicdo 1:2.048, em fungdo do ponto de corte
de 60% de PPFP (figura 27). Identificou-se a contribuicdo de cada doenga,
em numero absoluto, para o percentual de resultados falso-positivos (sifilis =
1; leishmaniose visceral = 7; leishmaniose tegumentar = 3).
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Figura 27 - Andlise da reatividade de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de
Trypanosoma cruzi em soros de individuos ndo infectados (NI = @), chagasicos (CH = @) e
portadores de outras doengas infecto-parasitarias: esquistossomose mansénica (ESQ = 0),
malaria (MAL = @), toxoplasmose (TOX = ®), individuos infectados pelo HTLV (HTLV = o),
individuos infectados pelo HIV (HIV = @), hepatite B (HBC = ®), hepatite C (HCV = 0), sifilis
(SIF = @), leishmaniose visceral (LV = @) e leishmaniose tegumentar (LT = 0), na diluicdo do
soro 1:2.048. O resultado da reatividade de IgG para cada amostra individual esta expresso
como valores de PPFP, empregando-se como ponto de corte o valor de 60% (linha
pontilhada) entre resultados positivos (PPFP > 60%) e valores negativos (PPFP < 60%). O
quadrado pontilhado indica os resultados falso-positivos.

Através da andlise comparativa dos indices de desempenho de cada
doenca relacionada na figura 27, foi possivel a analise detalhada de cada
grupo clinico estudado com relagédo a doenca de Chagas. Nesse sentido, a
tabela 5 mostra um panorama geral desses indices, permitindo identificar um
percentual de apenas 6,8% de resultados falso-positivos, em uma amostra
populacional que inclui soros de individuos portadores de outras doengas
infecto-parasitarias (ndo-chagasicos), e apenas 1,9% de resultados falso-
negativos, em uma amostra populacional que inclui pacientes chagasicos
nao-tratados, demonstrou a aplicabilidade da FC-AFEA-IgG modificada no
diagnéstico da infecgdo pelo T. cruzi.
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TABELA 5 — INDICES DE DESEMPENHO DA FC-AFEA-IgG MODIFICADA NA DILUIGAO 1:2.048, PARA AVALIAGAO DE UMA AMOSTRA
POPULACIONAL QUE INCLUI PACIENTES PORTADORES DE OUTRAS DOENCAS INFECTO-PARASITARIAS.

indices CH ESQ MAL TOX HTLV HIV HBV HCV SIF LV LT

SENS 98,1 98,1 98,1 98,1 98,1 98,1 98,1 98,1 98,1 98,1 98,1
(89,7-99,7)* (89,7-99,7)* (89,7-99,7)* (89,7-99,7)* (89,7-99,7)* (89,7-99,7)* (89,7-99,7)* (89,7-99,7)* (89,7-99,7)* (89,7-99,7)* (89,7-99,7)*

ESP 100 100 100 100 100 100 100 100 20 46,2 78,6
(91,3-100)* (76,7-100)* (75,1-100)* (80,3-100)*  (69-100)*  (69-100)*  (69-100)*  (69-100)* (555-98,3)* (19,3-74,8)* (49,2-951)*

VPP 100 100 100 100 100 100 100 100 98,1 87,9 94,4

VPN 97,6 93,3 92,9 94,4 90,9 90,9 90,9 90,9 90 85,7 91,7

RV+ >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 9,81 1,82 458

RV- 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02 0,04 0,02

ASC 1,0 0,9 0,9 0,9 1,0 1,0 1,0 0,9 0,9 0,84 0,89

“J” de Youden 98% 93% 92% 94% 90% 90% 90% 90% 88% 73% 86%

*Intervalo de confianga = 95%, ponto de corte = 60%.
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6 DISCUSSAO

A infecgdo pelo T. cruzi sensibiliza diferentes compartimentos do
sistema imune promovendo, além da imunidade celular, uma intensa
resposta humoral. Dentre os aspectos abordados nos estudos mais recentes
sobre a avaliagdo de parametros imunolégicos na doenca de Chagas,
destacam-se trabalhos que visam compreender os mecanismos envolvidos
nos eventos de resisténcia e/ou patogenia, bem como aqueles que focalizam
a busca de novos métodos diagnésticos e de monitoragdo de cura pos-
terapéutica da infecgéo cronica pelo T. cruzi (Britto et al. 1999, Gomes 1997,
Gomes et al. 1999, Umezawa et al. 1999). Nesse contexto, o
estabelecimento de metodologias de avaliagdo da produgcéo de anticorpos
especificos que visem maior especificidade e sensibilidade, representam o
principal foco de muitas investigagdes, sendo portanto objeto de estudo do
nosso trabalho.

O diagnéstico sorolégico da fase cronica da doenga de Chagas,
baseia-se principalmente na avaliagdo da resposta imune humoral pela
identificacdo de anticorpos anti-T. cruzi através de diferentes técnicas como
IFI, HAI e ELISA. Devido ao compartilhamento antigénico, sobretudo entre
parasitos da mesma familia, como é o caso dos tripanossomatideos
(géneros: Trypanosoma e Leishmania), estes métodos soroldgicos
apresentam especificidade variada, com um numero consideravel de
resultados falso-positivos (Vexenat et al. 1996). Este fato constitui uma
limitagdo, uma vez que em inquéritos epidemiolégicos abrangendo area
endémica, co-existirdo individuos infectados por outras doengas infecto-
parasitarias. Outra limitacdo relaciona-se a obtencdo de resultados
contraditérios provenientes de diferentes laboratérios. Dessa forma, o
Ministério da Saude (MS), preconiza que o diagnostico soroldgico confiavel
para esta enfermidade deve ser fundamentado em resultados obtidos por
duas técnicas soroldgicas que possuam principios distintos ou que utilizem
preparagbes antigénicas diferentes (Consenso Brasileiro em Doenga de
Chagas 2005).
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No ambito da monitoragdo de cura pods-terapéutica da doenca de
Chagas, até o momento, o critério adotado para o estabelecimento da
eficacia terapéutica baseia-se na avaliagdo de aspectos laboratoriais, ou
seja, a negativacdo dos exames parasitoldgicos e soroldgicos convencionais
e nado-convencionais. Desta forma, um dos desafios atuais relacionados ao
diagnéstico e a monitoragdo de cura pos-terapéutica é a falta de abordagens
laboratoriais confiaveis a serem usadas como ferramentas para a elucidagéo
dessas questdes (Galvdo et al. 1993). Vale ressaltar que os métodos
parasitologicos rotineiramente utilizados para ambas situagdes apresentam
baixa sensibilidade, dado a diminuicdo da parasitemia, vigente na fase

cronica da doenca.

A utilizacdo de métodos sorolégicos, tais como HAI, RIFI, ELISA, e
‘Imunoblotting’ na imunosorologia, com eventual énfase no diagnéstico da
doencga de Chagas, tem sido objeto de estudo de varios trabalhos (Peralta et
al. 1994, Picka et al. 2007; Tobler et al. 2007, Umezawa et al. 1999; Zarate-
Blades et al. 2007). Diversos estudos tém sugerido, como preconizado pelo
MS, a utilizagéo de dois métodos sorolégicos visando o diagnéstico etioldgico
da infecgdo chagasica (Berrizbeitia 2006, Gadelha et al. 2003). Entretanto,
mesmo utilizando essas abordagens, resultados inconclusivos séo
observados, implicando na repeticdo dos exames e, indiretamente, em

gastos resultantes das etapas de retestagens.

Além dos testes convencionais, outros métodos tém sido
desenvolvidos para avaliar o processo de cura da doenga de Chagas. Neste
sentido, varios pesquisadores passaram a utilizar antigenos recombinantes
nos testes de ELISA e Western blot (Krautz et al. 1994, Meira et al. 2004,
Nakazawa et al. 2001). Nestas Ultimas décadas, técnicas soroldgicas usando
antigenos excretados/secretados, purificados e ou recombinantes e
moleculares tém sido empregadas com potencial em predizer a cura em
pacientes chagasicos cronicos (Almeida et al. 1991, Guevara et al. 1995,
Norris et al. 1994).
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Em relacdo aos testes da sorologia convencional, apesar de
extremamente eficientes para o diagnéstico da infecgdo chagasica, eles nao
colaboram como parametros de cura precoce, uma vez que a auséncia dos
anticorpos detectados pela sorologia convencional apds a eliminagdo do
parasito é lenta e gradual, persistindo por varios anos, mesmo na auséncia
do parasito (Galvao et al. 1993, Krettli et al. 1984, Luquetti & Rassi 2000).

Na busca de novas perspetivas para abordagens imunosorolégicas no
estudo da monitoracéo clinico-terapéutica em doencas infecto-parasitarias, o
grupo de pesquisa do LBDM vem desde 1995 procurando identificar
preparagdes antigénicas, bem como protocolos experimentais que permitam
o estabelecimento de metodolgias alternativas para utilizagdo em estudos
clinicos. Em 1995, Martins-Filho e colaboradores, desenvolveram uma
metodologia baseada na citometria de fluxo para a detecgéo de anticorpos
anti-tripomastigotas vivas do T. cruzi e demonstrou sua utilizagdo na
monitoragdo de cura poés-terapéutica da doenca de Chagas. Entretanto,
apesar do bom desempenho, houveram algumas limitagées metodoldgicas
relacionadas a obtencdo das formas tripomastigotas utilizadas como
antigeno, ao carater labil da preparacdo antigénica e ao risco inerente a

manipulacédo de formas infectantes do parasito.

Dessa forma, nosso desafio tecnolégico foi adaptar a metodologia para
a pesquisa de anticorpos anti-formas epimastigotas de T. cruzi pré-fixadas
em paraformaldeido. Recentemente, Vitelli-Avelar e colaboradores (2007)
demonstraram a aplicabilidade da pesquisa de IgG anti-formas epimastigotas
fixadas de T. cruzi, detectados por citometria de fluxo (FC-AFEA-IgG), no
diagnéstico sorolégico (sensibilidade = 82% e especificidade = 100%) e
monitoragdo de cura pés-terapéutica (sensibilidade e especificidade de
100%) da doenga de Chagas.

Dando continuidade a essa linha de pesquisa, considerando-se a
aplicabilidade da metodologia proposta, o presente trabalho buscou a
otimizacdo dessa metodologia, focalizando o diagnéstico da infeccéo cronica
pelo T. cruzi, uma vez que, os indices de desempenho da FC-AFEA-IgG,
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para fins de diagnodstico, foram considerados moderados, dada a baixa
sensibilidade, baixo valor preditivo positivo e ndo apresentando valor

diagnédstico baseado nos indices de desempenho expressos em chance.

A primeira etapa do presente trabalho consistiu na otimizagdo da FC-
AFEA-IgG aplicada ao diagnéstico soroldgico da doenca de Chagas, através
de alteragdes intrinsecas da metodologia. Quatro pontos principais foram
trabalhados: (1) natureza molecular do anticorpo secundario; (2) faixa de
diluicdo das amostras-teste; (3) eliminagéo da interferéncia de particulas néo-
relacionadas durante a selecdo de formas epimastigotas de T. cruzi e (4) a
unificacéo da diluicdo a ser empregada para o diagndstico e a monitoracéo

de cura pos-terapéutica da infecgéo cronica pelo T. cruzi.

Com relagdo a natureza molecular do anticorpo secundario
(revelador), a metodologia original empregava o anticorpo policlonal anti-lgG
total conjugado ao FITC do fabricante BIOLABE,| muito utilizado em estudos
soro-imunolégicos em laboratérios de andlises clinicas. Na metodologia
maodificada foi utilizado como anticorpo secundario anti-Fc de 1gG conjugado
com FITC do fabricante SIGMAE,| utilizado preferencialmente em laboratérios
de pesquisa. Para uma abordagem sorolégica com fins de diagndstico, a
utilizagéo do anticorpo anti-Fc de 1gG, pode representar uma alternativa mais
adequada considerando a maior especificidade do reagente. Os reagentes
anti-Fc de 1gG sdo mais especificos que os reagentes anti-molécula total de
IgG, reconhecendo apenas a por¢cdo Fc da molécula de imunoglobulina,
minimizando a reatividade cruzada com outras imunoglobulinas. Ja o
anticorpo anti-molécula total de IgG, utilizado na FC-AFEA-IgG original sendo
capaz de reconhecer tanto a porgdo Fc e quanto a fragdo Fab da molécula de
imunoglobulina, favorece a ocorréncia de reatividade cruzada com outros
anticorpos presente no soro humano, uma vez que as regides Fab de varias
classes de imunoglobulinas podem apresentar homologia estrutural,
permitindo o reconhecimento paralelo de IgM, IgA, ou IgE (Abbas 2005). Para
solucionar este problema de reconhecimento cruzado, o anticorpo anti-
molécula total de IgG empregado na metodologia original deveria ser

empregado numa diluigdo maior, o que resultaria na reducédo da sensibilidade
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da técnica. Na verdade, a diluicdo empregada na FC-AFEA-IgG original era
de 1:2.000 ou 1:3.000, superior a diluicdo do anti-FC de IgG empregado na
metodologia modificada (1:800). Assim, pode ser possivel que, a baixa
reatividade observada por Vitell-Avelar e colaboradores (2007) na
metodologia original pode estar relacionada a utilizagdo do anticorpo
policlonal anti-molécula total de IgG total empregado em diluicbes muito
elevadas para minimizar resultados falso-positivos. Com base nessas
evidéncias, optou-se por trabalhar com o anticorpo anti-Fc de IgG do
fabricante SIGMAEI na metodologia modificada. Adicionalmente, um outro
fator a ser considerado é que ha uma variagdo do nimero de moléculas de
fluorocromos por molécula de anticorpo dependendo do fabricante.
Fabricantes que trabalham com condigdes padrées, como € o caso dos
anticorpos da SIGMAE,| nos quais o nimero de moléculas de fluorocromo por
molécula de anticorpo € mais padronizado, ha uma maior reprodutibilidade da
metodologia além de garantir maior capacidade de deteccdo do reagente
secundario quando a relagdo fluorocromo/proteina é superior a 2. Uma
vantagem €& que quando o ndimero de moléculas de fluorocromos/proteina &
maior, pode-se trabalhar com diluicbes mais elevadas dos reagentes
secundarios, empregando menores volumes de reagentes, o que torna a
metodologia exequivel com custo menor. Uma outra possibilidade que
poderia ainda ser considerada em perspectivas futuras de otimizagdo da
metodologia seria a substituicdo do fluorocromo empregado no reagente
secundario por moléculas fluorogénicas mais sensiveis que a fluoresceina.
Nesse contexto, varios reativos tém sido disponibilizados comercialmente
conjugados a fluorocromos como a ficoeritrina ou a aloficocianina que
possuem espectro de emissdo de fluorescéncia com mais intensidade
relativa que a fluoresceina. Ainda, como proposto por Cordeiro e
colaboradores (2001) a possibilidade de se trabalhar com reagentes
secunddrios conjugados com biotina, num sistema de amplificacéo biotina-

streptoavidina-ficoeritrina poderia ser uma alternativa a ser considerada.

Com relagdo a faixa de diluicho das amostras-teste, a metodologia
original utilizava oito diluicées numa faixa de 1:128 a 1:16.384. E sabido que

muitos refinamentos metodolégicos sdo baseados no emprego de amostras
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mais diluidas, a fim de reduzir reatividades interferentes. Dessa forma, com o
intuito de aumentar a sensibilidade da FC-AFEA-IgG optou-se por ampliar a
faixa de diluicdo dos soros na metodologia modificada, passando a utilizar
doze diluigbes (1:16 a 1:32.768). Uma simulagdo matematica mostrou que,
na metodologia modificada, iniciando a diluicdo do soro a 1:16, verificou-se
que erros de pipetagens de até 5 uL ndo levam a uma alteragéo significativa
no inverso da diluicdo do soro na faixa da quinta ou sexta diluicdo. Ja na
metodologia original observou-se que erros de apenas 1 pL implicam
significativamente na alteracdo do inverso da diluicdo do soro. E valido
ressaltar que, para solucionar os possiveis erros de pipetagem do soro,
poderiamos ter proposto um aumento no volume da amostra pipetada
passando, por exemplo, de 3 uL para 400 pL ou de 50 uL para 6.400 uL. Esta
alteracdo na concentragdo da amostra-teste resolveria da mesma forma o
erro embutido no inverso da diluicdo do soro. Entretanto, quando se observa
que o intuito da otimizagdo foi também gerar economia de reagentes, ndo
estariamos contemplando esta proposta com esse tipo de abordagem. Se
pipetassemos 50 pL da amostra, realmente o possivel erro de pipetagem
estaria sendo minimizado, porém, despenderiamos, para cada diluicdo da
amostra inicial, um volume muito grande de diluente (aproximadamente 6,4
mL). Cabe mencionar que os gastos embutidos com a preparagdo dos
reagentes utilizados na diluicdo das amostras também devem ser
considerados. Na metodologia modificada, prepara-se 400 uL da amostra,
implicando numa economia de 16 vezes do diluente empregado. Dessa
forma, preparando-se um volume menor de amostra diluida, economiza-se o
diluente PBS-3% SFB e, indiretamente, todos os materiais envolvidos na

preparagéao do mesmo.

No contexto da utilizacdo de técnicas soroldgicas para fins de triagem
em banco de sangue, sabe-se que todas as técnicas utilizam diluigoes
menores, no intuito de aumentar a sensibilidade de deteccdo dos métodos.
Neste contexto, quando a diluicdo das amostras nao é alterada, modifica-se o
ponto de corte, para garantir, principalmente, a redugdo de resultados falso-
negativos, garantindo a qualidade do produto a ser oferecido para transfusao
(Berrizbeitia 2006, Schmunis 2001).
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Com relagdo a selecdo da populacdo de epimastigotas, através da
eliminacdo da interferéncia de particulas néo-relacionadas (‘debris’). Na
metodologia original a populagdo de interesse era selecionada de acordo
com suas caracteristicas de tamanho e granulosidade. Esse tipo de selegéo
nao discriminava formas epimastigotas de possiveis ‘debris’ resultantes de
parasitos rompidos, fragmentos de fibrina e particulas em suspensdo. Porém,
a utilizacdo de um corante vital, o azul de Evans, possibilitou segregar a
populagdo de parasitos (epimastigotas) de outras particulas que, por nédo
estarem coradas, puderam ser eliminadas através do canal de fluorescéncia
3 (FL3), ndo empregado na andlise de reatividade que utiliza o canal de
fluorescéncia 1 (FL1), devido a marcagéo do anticorpo secundario com FITC.
Isto ndo seria possivel se a selecdo dos parasitos fosse feita apenas em

funcao de parametros morfométricos.

Concomitantemente a introdugdo do azul de Evans na concentragdo
de 100 mg/mL, observamos um fendmeno denominado ‘quenching’. Este
fendbmeno ja foi demonstrado por diversos autores e esta relacionado com
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia. Segundo a literatura, ha uma
certa aplicabilidade desse fendbmeno em algumas situagbes, como para
reduzir o ‘background’ durante a andlise microscépica na técnica de
imunofluorescéncia, e em alguns protocolos para reduzir autofluorescéncia
celular (Mosiman et al. 1997). Considerando que a citometria de fluxo € uma
reacdo de imunofluorescéncia em meio liquido, a introdugdo do corante vital
azul de Evans na metodologia modificada para marcagdo dos parasitos,
estaria diretamente relacionada com a redugdo da fluorescéncia do
fluorocromo FITC, conjugado ao anticorpo secundario (revelador), sendo
visivel quando analisados os dados através dos histogramas. Apesar do
efeito ‘quenching’, observou-se que a metodologia modificada continuou com
reatividade sorolégica de IgG anti-formas epimastigotas fixadas de T. cruzi
superior quando comparada com a metodologia original, que nao utiliza o
azul de Evans. Este corante tem sido utilizado ha décadas, desde a utilizagéo
da técnica IFI para o diagnostico da doenca de Chagas (Camargo 1966),

tendo sido observado a sua propriedade de reduzir possiveis interferéncias
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permitindo a visualizagdo mais nitida das formas fixadas de parasitos bem

como tornando o campo de analise com maior contraste.

Apés as modificagbes metodolégicas, foi avaliado o desempenho da
FC-AFEA-IgG modificada aplicada isoladamente ao diagndstico e a
monitoragdo de cura pos-terapéutica. Na etapa de avaliagdo do desempenho
da metodologia modificada utilizando a curva ROC, cinco diluigbes
apresentaram-se como candidatas (1:512, 1:1.024, 1:2.048, 1:4.096 e
1:8.192) para a utilizagdo no diagnostico e outras quatro diluicbes para
utilizagdo na monitoragdo de cura poés-terapéutica especifica (1:1.024,
1:2.048, 1:4.096, 1:8.192), conforme pontos de corte sugeridos pela curva
ROC. Entretanto, esse tipo de abordagem estatistica apresenta-se
inapropriada para aplicagdo em estudos clinicos onde a reatividade
diferencial de amostras individuais deve ser considerada. Assim, foi realizada
a andlise da reatividade média de amostras individuais de soros, sendo
possivel identificar as diluigées 1:1.024, 1:2.048 e 1:4.096 que apresentaram
maior amplitude de segregacéo entre os grupos NI e CH, além dos melhores
indices de desempenho. De forma semelhante, considerando a maior
amplitude de segregacéo, bem como os melhores indices de desempenho,
foi possivel identificar as diluicbes 1:2.048, 1:4.096 e 1:8.192 como aquelas
que melhor segregaram o grupo TC e TNC. A andlise dos indices de
desempenho expressos em percentual permitiu a escolha das diluigdes
1:2.048 e 1:4.096 como possibilidade para aplicagdo na FC-AFEA-IgG.

Com relagdo as duas situagdes clinicas em questdo (diagndstico e
tratamento), a metodologia apresentou possibilidades distintas quanto a
escolha da diluigdo a ser utilizada. A busca por uma Unica diluicdo que fosse
util para unificar os critérios de interpretacdo da FC-AFEA-IgG modificada
constituiu a nossa préxima meta. A vantagem da unificagéo da diluicdo a ser
empregada tanto para o diagnostico como para a monitoragdo de cura pés-
terapéutica, consiste no fato de que, considerando uma area endémica onde
existirdo individuos tratados-curados da doenca de Chagas, quando nao se
sabe da procedéncia da amostra, & extremamente importante que se tenha
um critério unificado de interpretagcdo da técnica. Quando a procedéncia da
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amostra é conhecida, pode-se mudar o ponto de corte, considerando a
situacdo clinica do paciente, se foi submetido ao tratamento ou néo.
Unificando os grupos que compunham perfis de reatividade semelhante,
observou-se que, dentre as possibilidades fornecidas pela curva ROC, a
diluicdo 1:2.048 e o ponto de corte de PPFP = 60% foi selecionado a fim de
garantir a sensibilidade e especificidade da metodologia, minimizando as
eventuais oscilagbes de desempenho do método quando aplicado numa
amostragem distinta. Este valor de ponto de corte 60% foi confirmado por
outra ferramenta estatistica denominada TG-ROC (Greiner et al. 1995).
Assim, num grafico que avalia a sensibilidade e especificidade em fungéo dos
diferentes pontos de cortes, a TG-ROC estabeleceu o ponto de corte de 60%
como o melhor ponto que segregou as populagdes em estudo. De forma
semelhante, a andlise do desempenho pela TG-ROC com relagdo a Razéo
de Verossimilhanca, confirmou-se que esta tem um excelente valor, tendendo
ao infinito para valores acima de 89% e abaixo de 29%. Desta forma, a faixa
que vai de 55% a 70% corresponderia aos valores de ponto de corte nos

quais o teste seria considerado valido.

Adicionalmente, constatou-se um ganho na sensibilidade (1,94%), no
valor preditivo negativo (1,5%) e no indice “J” de Youden (0,2%) na diluicio
1:2.048 com relagédo a diluicdo de 1:4.096, indicando o melhor desempenho

da diluigao 1:2.048 na identificagao de individuos infectados pelo T. cruzi.

Quando analisados os grupos com perfis de reatividade semelhante,
os indices de desempenho expressos em percentual demonstrou, na diluigao
1:2.048, 97,01% de sensibilidade e 95,4% de especificidade da FC-AFEA-
1gG, quando aplicada ao diagnéstico e a monitoragéo de cura pos-terapéutica
da doenca de Chagas. Numa andlise comparativa, quando analisado o
desempenho da FC-AFEA-IgG modificada isoladamente na segregacéo dos
grupos NI e CH, esta apresentou um melhor desempenho (sens = 98% e esp
= 100%) comparado a FC-AFEA-IgG original. Na metodologia otimizada, foi
observado um ganho de 16,1% relacionado a sensibilidade, 100% de
especificidade, além de oferecer um ganho de 29,4% no indice relacionado
ao valor preditivo positivo.
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Visando avaliar a aplicabilidade da FC-AFEA-IgG modificada no
contexto de triagem em bancos de sangue, foram avaliadas a reatividade das
amostras de soros de pacientes portadores de outras doengas infecto-
parasitarias e individuos néo-infectados comparativamente a reatividade de
amostras de pacientes portadores de doenga de Chagas. Nossos dados
revelaram que embora apenas 6,8% (11/162) dos pacientes nao-chagasicos,
apresentaram valores de PPFP>60%, a técnica ainda apresentou excelentes
indices de sensibilidade (98,1%) e especificidade (93,2%), mostrando
desempenho superior a outras técnicas soroldgicas rotineiramente utilizadas
no diagnostico diferencial da doenga de Chagas. Nossos dados revelaram
que portadores de LTA e LV foram os principais responsaveis pelos
resultados falso-positivos na FC-AFEA-IgG modificada. A reatividade cruzada
entre pacientes infectados com tais tripanosomatideos tem sido
frequentemente relatada em diversos estudos, empregando diferentes
metodologias (Camargo & Rebonato 1969, Chiller 1990, Vexenat et al. 1996)

Alguns pesquisadores acreditam que a ocorréncia de determinantes
antigénicos comuns a diversos tripanossomatideos como Leishmania sp. e T.
cruzi, poderiam ser responsaveis por tal reatividade cruzada. Por outro lado,
outros investigadores salientam a importancia da elevada composigcdo de
antigenos de carboidrato nas formas epimastigotas de T. cruzi como sendo o
fator preponderante na reatividade cruzada. Varios estudos demonstram que
anticorpos 1gG2 e 1gG4 ligam-se preferencialmente a epitopos de
carboidratos. Estudos de Cordeiro e colaboradores (2001), Rocha e
colaboradores (2002) e Lemos e colaboradores (2007), demonstraram que
soros de pacientes portadores de doenga de Chagas, leishmaniose
tegumentar e leishmaniose visceral apresentam niveis elevados de 1gG2, que
poderiam contribuir para tal reatividade cruzada. Uma possibilidade para
minimizar este evento seria a utilizacdo de preparagbes antigénicas
purificadas, o que, entretanto, elevaria os custos operacionais das
metodologias. Outra alternativa poderia ser a elaboracdo de mecanismos de
competicdo  seletiva empregando misturas de  antigenos de

tripanossomatideos em sistema multiplex.
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E interessante salientar que embora até hoje nao existam trabalhos
que demonstrem de forma sistematica que a leishmaniose visceral pode ser
transmitida através de transfusdo de sangue, alguns indicadores sugerem
que esta via de transmissdo pode ocorrer (Luz et al. 1997). Estudos
realizados por Palatnik e colaboradores (1995) demonstram que os pacientes
assintomaticos ou oligossintomaticos para leishmaniose visceral, constituem
um grupo de risco, pois, segundo os aspectos clinicos e laboratoriais, estes
individuos ndo seriam impedidos de ser doadores de sangue. Diversos
trabalhos pioneiros mostram que, individuos doadores de sangue
apresentaram reagao soroldgica positiva para fucose manose ligante (FML)
(FML-ELISA), indicando infecgao por Leishmania (Otero et al. 2000, Palatnik-
de-Sousa et al. 1995). Numa outra abordagem, Palatnik-de-Souza e
colaboradores (1996) demonstraram a eficacia da transmissdo da
leishmaniose via transfusdo sanglinea em modelo experimental. Neste
estudo os autores demonstram que hamsters sadios que receberam sangue
de hamsters infectados com Leishmania desenvolveram todos os sinais
tipicos da doenga, como ascite, caquexia, além de ser observado alta
mortalidade. Esses resultados apontam a possibilidade de transmissdo da
leishmaniose via transfusdo sangilinea, sugerindo um controle
epidemiolégico mais rigido em bancos de sangue, principalmente em regides
onde a leishmaniose é endémica. Considerando o exposto, pode-se inferir
que embora a FC-AFEA-IgG modificada apresente resultados falso-positivos
que poderia limitar sua aplicabilidade em diagnéstico sorolégico, sua
aplicagdo em triagens sorolégicas em bancos de sangue, esta poderia ser
indicada, levando-se em conta algumas consideragdes, especialmente
aquelas inerentes aos aspectos clinicos da LV classica que limitaria o acesso
dos portadores de LV a doagao de sangue. Além disso, mesmo considerando
a possibilidade de reatividade cruzada com amostras de portadores de LV
assintomatica, a ocorréncia de reatividade cruzada poderia ser relevante por
contribuir para o descarte de bolsas de sangue de portadores de LV
assintomatica minimizando possiveis riscos de transmissdo da LV por via
transfusional. No intuito de ampliar a aplicabilidade da pesquisa de anticorpos
por citometria de fluxo no contexto da sorologia de triagem em banco de
sangue, permitindo a identificagdo diferenciada de amostras de soros de
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pacientes portadores de doengca de Chagas, leishmaniose tegumentar e
leishmaniose visceral, esse estudo traz como perspectiva e como futuro
desafio o estabelecimento de um sistema de detecgao “Triplex”’ aplicado a
FC-AFEA-IgG, com utilizagdo isolada de antigenos de Leishmania (V.)
braziliensis, L. (L.) chagasi e T. cruzi, paralela a revelagdo da reatividade
sorolégica via anticorpos anti-lgG1. Esta metodologia seria aplicavel tanto
para triagem em bancos de sangue como para fins de diagnodstico

laboratorial.

Em suma, através do presente estudo foi possivel estabelecer uma
metodologia para a pesquisa de IgG anti-formas epimastigotas de T. cruzi.
Esta metodologia demonstra, através de seu desempenho, que pode ser um
método alternativo para confirmacédo da doenca de Chagas, sendo util no
esclarecimento de casos de sorologia inconclusiva, visto os excelentes
indices de desempenho. Em outro contexto, a técnica também é aplicavel na

monitoragdo de cura pds-terapéutica da doenca de Chagas.

Vale ainda ressaltar que a pesquisa de anticorpos através da
citometria de fluxo trata-se de um método de boa reprodutibilidade, com
sensibilidade superior aos diferentes protocolos de detecgdo e revelagao
convencionais. Entretanto, a utilizagdo da citometria de fluxo em ensaios
sorolégicos na rotina de um laboratério clinico apresenta ainda custo elevado
considerando o alto investimento financeiro para a aquisicdo e manutengao
do citdmetro de fluxo, bem como as exigéncias inerentes ao analista clinico,
no ambito do treinamento e qualificagdo profissional. Por outro lado, a
capacidade da citometria de fluxo de detectar um grande numero de
parasitos fluorescentes de forma automatizada, fornecendo assim resultados
fidedignos e a possibilidade de utilizar parasitos integros como fonte de
antigeno e nao apenas antigeno sollvel, demonstra a relevancia dessa

metodologia.
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7 EVIDENCIAS

7.1 Ficam estabelecidas alteragcdes metodologicas para a pesquisa
sorolégica de IgG anti-formas epimastigotas fixadas do T. cruzi (FC-
AFEA-IgG), baseada na citometria de fluxo, aplicavel em estudos
clinicos da doenca de Chagas, considerando os melhores indices de

desempenho obtidos em relagdo a metodologia original

Comentario: “Essas alteragées metodolégicas contribuiram com a
otimizacdo da metodologia original, possibilitando discriminar
reatividades de IgG do soro de pacientes portadores de doenca de
Chagas daquelas observadas no soro de individuos nao-infectados,
empregando-se em cada teste: a) anticorpo policlonal anti-Fc de IgG
humano conjugado ao FITC; b) a ampliagéo da faixa de diluigdo das
amostras-teste de 1:16 a 1:32.768; e c) a utilizagdo do corante azul
de Evans”.

7.2 A FC-AFEA-IgG modificada, quando aplicada isoladamente no
diagnéstico e na monitoracdo de cura pés-terapéutica da

doenca de Chagas, requer critérios de interpretacao especificos

Comentario: “As diluigées do soro 1:1.024, 1:2.048 e 1:4.096 com os
pontos de corte de PPFP iguais a 26,41%, 12,53% e 8,24%,
respectivamente, foram selecionadas com melhor desempenho no
diagnéstico. Por outro lado, as diluigdes do soro 1:2.048, 1:4.096 e
1:8.192, com os pontos de corte de PPFP iguais a 12,53%, 8,24% e
2,76%, respectivamente, foram selecionadas com melhor
desempenho na monitoragdo de cura pés-terapéutica da doencga de
Chagas”.
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7.3

7.4

A utilizagdo simultanea da FC-AFEA-IgG modificada aplicada no
diagndéstico e na monitoragdo de cura pos-terapéutica da
doenca de Chagas, requer como critério consenso de
interpretacdo dos resultados, a andlise da reatividade de IgG
anti-formas epimastigotas fixadas do T. cruzi na diluicdo de
1:2.048 e ponto de corte de PPFP igual a 60%

Comentario: “Empregando-se a diluicdo do soro 1:2.048 e o valor de
60% de PPFP como ponto de corte, indicado pela TG-ROC, a FC-
AFEA-IgG modificada foi capaz de discriminar 97,01% dos pacientes
chagasicos (nao-tratados ou tratados ndo-curados) com os valores
de PPFP restritos a regido de alta reatividade ou positivos
(PPFP>60%), e 95,4% dos individuos nao-chagasicos (nao-
infectados ou tratados curados) com os valores de PPFP confinados

a uma regiado de baixa reatividade ou negativos (PPFP<60%)”.

O estudo da reatividade soroldégica de IgG anti-formas
epimastigotas fixadas do T. cruzi demonstrou que a FC-AFEA-
IgG modificada é capaz de segregar, com excelente
desempenho, pacientes chagasicos de individuos néo-
chagasicos, mas portadores de outras doencas infecto-

parasitarias

Comentario: “Empregando-se a diluicdo do soro 1:2.048 e o valor de
60% de PPFP como ponto de corte, indicado pela TG-ROC, a FC-
AFEA-IgG modificada foi capaz de distinguir 98,1% de pacientes
chagasicos (CH) com os valores de PPFP restritos a uma regido de
alta reatividade ou positivos (PPFP>60%) e 93,2% de individuos
nao-chagasicos portadores de outras doencas infecto-parasitarias
(NCH) com os valores de PPFP confinados a regido de baixa
reatividade ou negativos (PPFP<60%). Destaca-se o fato de
pacientes portadores de leishmaniose visceral serem os principais
responsaveis pela presenca de resultados falso-positivos na FC-
AFEA-IgG modificada”.
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