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RESUMO

INTRODUGCAO: A doenca de Chagas (DC) é causada pelo Trypanosoma cruzi. Sua forma de
infeccdo pode ser vetorial, oral ou congénita, além da transfusao sanguinea. No Brasil, 0 nimero
de individuos infectados varia de 1,9 a 4,6 milhdes e, na América Latina, de 5 a 7 milhdes. A
fase cronica da doenca € caracterizada pela presencga de anticorpos IgG anti-T. cruzi e o seu
diagndstico é realizado por métodos soroldgicos, principalmente o ELISA indireto. A OMS
preconiza a utilizacdo de dois testes distintos para o diagnéstico da DC e a combinacdo dos
resultados define os individuos como positivos, negativos ou, no caso de discordancia entre
eles, inconclusivos. Neste Gltimo caso, um teste confirmatorio deve ser empregado, como 0
Western blot (WB) ou a PCR; no entanto, esta ultima apresenta baixa sensibilidade na fase
crénica da doenca. Quatro antigenos recombinantes quiméricos, denominados IBMP-8.1,
IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 foram expressos pelo nosso grupo e avaliados em estudos de
fase I, 1l e I, utilizando o ELISA, o microarranjo liquido e a imunocromatografia, obtendo
acurécia de 95 a 100%. Estes antigenos também foram submetidos a avaliacdo para deteccdo
da DC em cdes. Em 2016, o Unico teste de Western blot produzido no Brasil foi descontinuado
e, por conta disso e devido ao elevado desempenho diagnéstico conferido aos antigenos IBMP,
investigamos a utilizacdo destas moléculas em diagnosticar a DC utilizando ensaios de WB.
OBJETIVO: Avaliar e validar o desempenho diagndstico dos antigenos recombinantes
quiméricos do T. cruzi (IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4) como matrizes
antigénicas utilizando plataforma de WB no diagnostico da DC crénica. MATERIAL E
METODOS: Foram avaliadas 22 amostras positivas, 24 negativas e 3 positivas para
leishmaniose visceral. A padronizacdo dos ensaios foi realizada através de diferentes diluicdes
dos antigenos, dos anticorpos conjugados e das amostras séricas. A validacdo do potencial
diagnostico foi realizada através de curvas ROC. A reatividade cruzada tambem foi avaliada
para leishmaniose visceral. RESULTADOS: Todos os antigenos IBMP apresentaram 100% de
sensibilidade, especificidade e acuracia, com excecdo do antigeno IBMP-8.3, que obteve 90,9%
de sensibilidade, 100% de especificidade e 95,7% de acurécia. Todavia, ndo houve diferenca
significativa nos referidos valores. CONCLUSOES: No presente estudo (fase | ou prova de
conceito), os antigenos IBMP apresentaram elevada capacidade em diferenciar amostras
positivas das negativas para a DC, sendo, portanto, elegiveis para o estudo de fase II.

Palavras-chave: doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Imunodiagndstico, Western blot.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Chagas disease (CD) is caused by the hemoflagellate parasite Trypanosoma
cruzi, which can be transmitted via vectorial, oral, or congenital routes, in addition to blood
transfusion. In Brazil, the estimated number of infected individuals ranges from 1.9 to 4.6
million and, in Latin America, from 5 to 7 million. The chronic phase of the disease is
characterized by the presence of anti-T. cruzi 1gG antibodies and its diagnosis is performed
through serological methods, especially by indirect ELISA. The World Health Organization
(WHO) recommends the use of two tests, of distinct methods, for CD diagnosis, in which their
agreement renders in a positive, negative, or inconclusive diagnosis. In the latter case, a
confirmatory test should be employed, such as Western blot (WB) or PCR; however, direct
methods, such as PCR, offers a low sensitivity during the chronic phase of the disease. Four
chimeric recombinant antigens, herein denominated as IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 and
IBMP-8.4 were expressed and evaluated in phase I and 11 studies by our group, using ELISA,
liquid microarray and immunochromatography, obtaining accuracy from 95 to 100 %. These
antigens were also evaluated for detection of canine CD. In 2016, the only WB test available in
Brazil was discontinued and therefore, to fill in the gap left by its discontinuation and due to
the high diagnostic performance observed for the IBMP antigens in other studies, we
investigated the use of these molecules in CD diagnosis employing WB assays. OBJECTIVE:
To evaluate and validate the diagnostic performance of four chimeric recombinant T. cruzi
antigens (IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 and -8.4) deployed in a WB platform for CD chronic
diagnosis. METHODS: 22 positive, 24 negative chronic CD samples and 3 positive visceral
Leishmaniasis samples were evaluated. Assays were standardized through checkerboard
titration of different antigens, conjugated secondary antibody, and sera dilutions. The diagnostic
potential validation was performed using ROC curves. Cross-reactivity was also evaluated for
visceral Leishmaniasis. RESULTS: All IBMP antigens obtained 100% sensitivity, specificity,
and accuracy, except the IBMP-8.3 antigen, which showed 90.9% sensitivity, 100% specificity
and 95.7% accuracy. However, there was no statistically significant difference among these
values. CONCLUSION: In the present study (phase I or proof of concept), the IBMP antigens
exhibited a high capacity to differentiate positive from negative samples for CD, being,
therefore, eligible for the phase 11 study.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, Immunodiagnosis, Western blot.



Figura 1
Figura 2
Figura 3

Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8
Figura 9
Figura 10
Figura 11

Figura 12

Figura 13
Figura 14

Figura 15
Figura 16

Quadro 1
Figura 17

Figura 18
Figura 19

LISTA DE ILUSTRACOES

Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas...........ccoceeveieeieiiee s
Formas evolutivas do TrypanoSOmMa CrUZI..........ccccueverrenerienesenieseeeeeeeens

Habitats dos triatomineos em &reas endémicas para a doenca de

Numero estimado atual de imigrantes com infecgdo por Trypanosoma
Cruzi em paises NA0 ENEMICOS. ........coeirerieieere e
Sinais de entrada do Trypan0SOMa CrUZi.........cceevereerueseeseereeseeseeseeseesneas
Ressonancia magnética de individuos acometidos pela forma cardiaca da

doenca de Chagas, na qual a fibrose pode ser visualizada como a area
branca inserida no musculo (escuro), indicadas pelas setas.............ccocvevnenn
Radiografia de megaes6fago (A) e megacdlon chagasicos (B)...........c.........
Evolucdo natural da doenca de Chagas em humanos...........c.ccceevevvevveenenne.
Desenho esquematico do esfregaco sanguineo e exame de gota espessa
para o diagndstico da doenca de Chagas na fase aguda............ccccccvvvrvirennns
Representacdo esquematica de uma reacdo de hemaglutinacdo indireta
(HAI) POSITIVA.....ccueeiieie ettt

Representacdo esquematica de uma reacdo de imunofluorescéncia indireta

Fluxograma do diagnoéstico sorolégico para a deteccdo da infeccdo pelo
TrYPANOSOMA CPUZI...vcvveveiinieiieieiiesieie sttt sttt e ene e
Composicéo dos antigenos recombinantes quiméricos IBMP.....................
Padrdes de resposta de classe latente e probabilidade a posteriori dos
antigenos IBMP para o diagnostico preciso da DC cronica..........cccceevvennee.
Representacdo esquematica da transferéncia no sistema semi-seco..............

Representacdo esquematica do painel amostral do estudo..............c..cceueuee.

12
13

17

18

19

20

21

23

24

25
26

28
29

30
31



Figura 20

Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

Figura 26

Figura 27

Figura 28

Figura 29

Figura 30

Figura 31

Imagens obtidas no ImageQuant LAS 4000 para mensuragdo da
intensidade de cor nas &reas de reagdo e background, usando o software

IMAGE J. i 43
SDS-PAGE dos antigenos IBMP corados pelo azul de Coomassie com 1

pg de antigeno distribuido POr POGO..........ccerueirererieisereere e 45
Avaliacéo da diluicdo da amostra por Dot-BIOt...........ccccovveviiniiiniice 47
Avaliacdo da diluicdo do anticorpo secundario por Dot-Blot........................ 48

Avaliacdo da quantidade de antigeno IBMP-8.4 para ser utilizado nos
ensaios de WeSTEIrN DIOL.........ccv it 49
Avaliagdo da quantidade de antigeno IBMP-8.1 para ser utilizado nos
ensaios de WeSTErN DIOL...........ovieiiececcc s 50
Avaliacdo da quantidade de antigeno IBMP-8.2 para ser utilizado nos
ensaios de WeSTEIN DIOL.........coviieiieiee e 50
Avaliagdo da quantidade de antigeno IBMP-8.3 para ser utilizado nos
ensaios de WeSTErN DIOL.........c.oviieiie s 51
Representacao grafica das intensidades relativas de bandas dos antigenos
IBMP no estudo de fase | e pardmetros de desempenho diagnostico
utilizando o Western blot como plataforma diagnostica............cccceeeverireennen. 52
Imagens das membranas de nitrocelulose apds reagdo com amostras
positivas para a doenca de Chagas utilizando as moléculas IBMP-8.1,
IBMP-8.2, IBMP-8.3 € IBMP-8.4........ccoiieiiiieiie et 53
Imagens das membranas de nitrocelulose apds reacdo com amostras
negativas para a doenca de Chagas utilizando as moléculas IBMP-8.1,
IBMP-8.2, IBMP-8.3 € IBMP-8.4........ccoiieiiiieiie e 54
Analise gréafica e visual da reatividade cruzada dos antigenos IBMP para
leishmaniose visceral utilizando o Western blot como plataforma

IAGNOSTICA. ...ttt ettt e 55



Tabela 1
Tabela 2

LISTA DE TABELAS

Composic¢do dos géis de separacéo e de concentracdo em SDS-PAGE........
Recaracterizacdo das amostras usadas para a padronizacdo dos

imunoensaios, estudo de Fase | e reatividade cruzada............ooeeeeveeeeeeeenennn.



ACC
AIDS

AL
AMCHA

AP
AUC
BA
CAAE
CAR
CLIA
DC
DNA
DP
DPP
DTU
ECG
ECL
ELISA
ESP
EUA
FIOCRUZ
FN
FP
GO
HAI
HCl
HRP
HTLV

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acurdcia

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Acquired Immunodeficiency
Syndrome)

Alagoas

Iniciativa dos Paises Amazdnicos para Vigilancia e Controle da Doenca
de Chagas (Initiative of the Amazon Countries for Surveillance and
Control of Chagas Disease)

Amapa

Area abaixo da curva (Area Under Curve)

Bahia

Certificado de Apresentacdo de Apreciaco Etica

Forma cardiaca

Testes quimiluminescentes

Doenca de Chagas

Acido desoxirribonucleico (Deoxyribonucleic acid)

Desvio-padréo

Dual path platform

Unidade de tipagem discreta (Discrete Typing Unit)

Eletrocardiograma

Quimiluminescéncia aprimorada (Enhanced chemiluminescence)
Ensaio imunoenzimético (Enzyme linked immunosorbent assay)
Especificidade

Estados Unidos da América

Fundacdo Oswaldo Cruz

Falso negativo

Falso-positivo

Goias

Hemaglutinacéo indireta

Acido cloridrico

Peroxidase de rabano (Horseradish peroxidase)

Virus T-linfotrépico humano (Human T-Lymphotropic Virus)



IBMP

ICC
1C95%

IFI

l9G

IgM

IGM
INCOSUR
IPA

IND
IR
LAPEM
LASP
LCA
LCS
LFA
LIB
LMA
MG
MIS
NEG
NTC
OMS
PAHO

PBS
PBS-Tween
PCR

PE

pH

POS

PP

Instituto de Biologia Molecular do Parana

Instituto Carlos Chagas

Intervalo de Confianga de 95%

Imunofluorescéncia indireta

Imunoglobulina G

Imunoglobulina M

Instituto Goncgalo Moniz

Iniciativa Cone Sul

Iniciativa dos Paises Andinos para o Controle da Transmisséo Vetorial
e Transfusional da Doenca de Chagas

Forma indeterminada

indice de Reatividade

Laboratdrio de Patologia Estrutural e Molecular

Laboratério Avancado de Salde Publica

Anadlise de classe latente (Latent Class Analysis)

Status da classe latente

Imunoensaio de fluxo lateral (Lateral flow assay)

Laboratério de Inflamacdo e Biomarcadores

Microarranjo liquido (Liquid microarray)

Minas Gerais

Forma mista

Amostras negativas

Nitrocelulose

Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization)
Organizacdo Pan-Americana da Saude (Pan American Health
Organization)

Tampao Fosfato-salina (Phosphate buffered saline)

Tampao fosfato-Tween 20 (Phosphate buffered saline-Tween)
Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)
Pernambuco

Potencial Hidrogenionico

Amostras positivas

Probabilidade a posteriori



gPCR
RBI
RC
RN
ROC

SDS-PAGE
SENS

SNR

SUS
TEMED
TESA

TRIS
UFRN
wWB

PCR quantitativo em tempo real

Intensidade relativa de banda (Relative band intensity)

Reatividade cruzada
Rio Grande do Norte
Caracteristica de Operacdo do Receptor

characteristic)

(Receiver

Dodecil Sulfato de Sodio (Sodium Dodecyl Sulfate)

Sensibilidade
Relacéo sinal-ruido
Sistema Unico de saude

Tetrametiletilenodiamina

operating

Antigeno secretado-excretado de tripomastigota (Trypanosoma cruzi

excretory-secretory antigens)
Tris(hidroximetil)aminometano

Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Western blot



LISTA DE SIMBOLOS

cm Centimetros

% Porcentagem

+ Mais ou menos

< Menor que

> Maior que

< Menor ou igual que
> Maior ou igual que
°C Graus Celsius

g Grama

h Hora

kDa Quilodaltons

mA Miliampere

min Minutos

mL Mililitro

mm Milimetro

mM Milimolar

MM Massa molecular
ng Nanograma

nm Nanbmetro

PM Peso molecular

X Média aritmética

K indice Kappa de Cohen
ul Microlitro

V Volts



2.1

2.2

2.3

23.1

2.3.2

2.3.3

2.34

2.4

2.5

251

2.5.2

2521

2.5.2.2

2.5.2.3

2.6

26.1

2.6.2

2.7

2.8

3.1

3.2

4.1

4.2

4.3

SUMARIO

INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA . .....cooieteeeeeteeeeeeeeee s tssss s sess s, 6
REFERENCIAL TEORICO .....oiiiiiiieiesee ettt 9
HISTORICO DA DOENGA DE CHAGAS..........oeieieeeeeeee e 9
O PARASITO. ..t e b e bbbt b bbbt et e bbb et sneenne e 10
VIAS DE TRANSMISSAOQ ...t teeeseseeees st esessss s senes s sssansesssssn s ssesnssnens 11
V< 0] T | TSSOSO PP TP PO R RPN 11
TrANSTUSIONAL ...t 13
CONGBNITA ...ttt b bbbttt b e bt bbb b s e st nne 14
OFAL . bbbt 14
EPIDEMIOLOGIA ...ttt ettt sb e sttt e e beenbeenenes 15
ASPECTOS CLINICOS.......ociiieieeeieieee ettt n st s st 17
LTI Vo U o = TP 17
FASE CIOMICAL ...ttt bbbttt b et 18
Fase cronica INAEterMINAGA. ..........ccvuiiiiiriiieiee e 18
FOIMA CAPTIACA. ......e ettt sttt s 19
FOPMA GIGESTIVA. ...ttt bt 19
DIAGNOSTICO LABORATORIAL ..ottt enes s aess st 21
DiagnOstico ParasitOlOQICO .........cucuiiiiiiiiie et re e nas 22
Diagnostico SOrolOgico INAIFEL0 ........cccviiiiiiecece e e 23
WESTERN BLOT .ttt bttt sttt ettt et sbn e nneenneene e 27
ANTIGENOS IBIMP ..ot es st ena st s s 30
OBUJIETIVOS ...ttt et b e b et e et e e bt e e bt e sbe e sbeesaeesnneenne 35
OBUIETIVO GERAL ...ttt sttt sttt st sttt st et snaeente e nbe e sreesneenneennes 35
OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 35
MATERIAL E METODOS ...ttt 36
DELINEAMENTO DO ESTUDO ....ccciiiiiiiiiiiiiesiisie ettt siee sttt sseessaesnaeasnenneens 36
LOCAIS DE EXPERIMENTACAO E PROCEDIMENTOS .......c.ovivireeeerieesesessessssenineon, 36

OBTENGCAO E PURIFICACAO DOS ANTIGENOS RECOMBINANTES..........ccccovvuvene. 36



4.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENCA DE DODECIL

SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE) .....vvoiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseessssesesesessseessosssssseseseesssssse 36
4.5 TRANSFERENCIA DAS PROTEINAS PARA A MEMBRANA DE NITROCELULOSE

[N LI TR OO P PP 36
4.6 DOT-BLOT PARA PADRONIZACAO DO SORO E ANTICORPO SECUNDARIO .......... 36
4.7 PAINEL SOROLOGICO ......coveiieeeeiceeeetsees ettt tssess s eness st nanens 36
4.7.1 Dimensionamento amMOSEIal ...........cooiiiiiiiiiee s 39
4.7.2 Obtencdo e caracterizacdo do painel SOrolOQICO .........ccuveiiiiiiiiiiieieee s 39
A4.7.3  Criterios e INCIUSEO. .....c.eiviuiitiiiieieieeee ettt bbbt 42
474  Criterios e EXCIUSED .......civiiiriiiiiiite ettt 42
4.8 ASPECTOS ETICOS ..ottt s sttt s st s st snae s 42
4.9 EXPRESSAO E ANALISE DOS RESULTADOS DA PADRONIZACAO..........cc.cocovvrvenen. 42
4.9.1  ANALISE AS IMAYENS......cuiiiiiiiiteii et st e st e et st e et e e be s teestesbe e st e sreeteestesreeneeses 42
4.9.2  ANAIISE BSTALISTICA .....cueveiieeiiiteiieei bbb 43
5 RESULTADOS ...ttt ettt be et sttt et e e st e e st b e sbbesnbeanbeenbe e 45
5.1 SDS-PAGE DOS ANTIGENOS IBMP ......ovevieeeeieeeieesesiesssesesses st sanes e 45
5.2 PAINEIS SOROLOGICOS.......ovieieeeeeeiriseesiesesss st ssesse s enss sttt naanens 45
5.2.1 RecaracterizaGao SOFOIOQICA ........couieiiiiiitiiietiiee et 45
5.2.2  PadronizaGlo 0O WB..........cociiiiiiiiieiese ettt sttt sttt sttt neans 46
5.3 ESTUDO DE FASE L ..ottt sttt nbe e e 51
5.4 AVALIACAO DA REATIVIDADE CRUZADA .......c.oovveieeeieieeesesseesssssssssssssensnsnion 54
6 DISCUSSAD ....cvouirimaeiseeesesseessse s st 56
6.1 WESTERN BLOT NO DIAGNOSTICO DA DC ..o 57
6.2 PADRONIZACAO DO WB-IBMP ... esseee s esees s 60
6.3 REATIVIDADE CRUZADA . ...ttt sttt st et e snaesnaeanbeenne s 61
7 CONCLUSOES ...ttt 63
8 PERSPECTIVAS. ..ottt sttt e be e st e sbe e sre e s s e e beenbeenbeeneeas 64
REFERENCIAS ...ttt en ettt ss st ss st en st s sn st s aansnsensen e senenes 65

APENDICE ...ttt sttt 76



1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A doenga de Chagas (DC), também conhecida como tripanossomiase americana, é
uma doenca negligenciada causada pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A via
tradicional de transmissdo ocorre durante o repasto sanguineo do inseto hematdéfago
pertencente aos géneros Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius, os quais sdo popularmente
conhecidos como barbeiros. A infeccdo comeca a partir da passagem das formas
tripomastigotas metaciclicas do T. cruzi, encontradas nas fezes e urina contaminadas do inseto
vetor, para a corrente sanguinea do hospedeiro. A DC também pode ocorrer por via congénita,
por transfusdo de sangue, doagdo de 6rgdos e ingestdo de alimentos contaminados (RASSI,
2010). Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas estejam infectadas em todo o mundo,
principalmente na América Latina (OMS, 2021) e, no Brasil, este nimero varia de 1,9 a 4,6
milhdes de infectados (DIAS, 2016).

A DC ocorre em duas fases: a aguda e a cronica. Na aguda, os parasitos circulam na
corrente sanguinea e, desta maneira, o diagndstico é realizado a partir da observacédo direta do
T. cruzi no sangue periférico. O método mais recomendada nesta fase é o exame parasitoldgico
direto. Ao final da fase aguda inicia-se a crénica, a qual € marcada pela presenca de anticorpos
IgG anti-T. cruzi e baixa parasitemia. Devido a estas caracteristicas, 0s métodos sorol6gicos
sdo aplicados para o diagndstico laboratorial da DC nesta fase, sendo a hemaglutinacao
indireta, a imunofluorescéncia indireta e 0 ELISA os mais comumente empregados (GOMES,
2009).

Dentre os métodos sorolégicos, 0 ELISA é o mais usado devido ao seu baixo custo,
possibilidade de automacdo e capacidade de diagnosticar varios individuos
concomitantemente (GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009). Todavia, dentre outras raz0es,
0 seu desempenho varia de acordo com a preparacdo antigénica utilizada na sensibilizacao da
fase solida. Os testes que utilizam extrato bruto ou semi-purificado do parasito apresentam
elevada sensibilidade e baixa especificidade. Estas caracteristicas ocorrem devido ao elevado
quantitativo de reatividade cruzada (RC), principalmente com espécies do género Leishmania
spp. (DALTRO et al., 2019; SANTOS et al., 2016a). Ja os testes que utilizam preparacées
antigénicas compostas por peptideos sintéticos ou antigenos recombinantes apresentam
elevada especificidade, diminuindo o quantitativo de RC. Tais testes podem ser usados com
seguranga em areas co-endémicas para leishmaniose e DC. Contudo, em virtude da extensa
variabilidade genética do T. cruzi, relatos de resultados falso-negativos sdo comuns na
literatura (SANTOS et al., 2017a; UMEZAWA et al., 1999). Este fato ocorre com mais



frequéncia quando estes testes sdo utilizados para diagnosticar a infeccdo em individuos
residentes em diferentes regides geograficas (CABALLERO et al., 2007). Uma tentativa de
resolver estes problemas, diminuindo o quantitativo de resultados indesejados (falso-
negativos e falso-positivos), baseia-se na utilizacdo de antigenos recombinantes quimericos.
De fato, estas moléculas sdo compostas por epitopos conservados e repetitivos de diversas
proteinas do parasito, aumentando a sensibilidade dos testes em diagnosticar individuos
residentes tanto em areas endémicas quanto em areas ndo endémicas para a DC (DEL-REI et
al., 2019; DOPICO et al., 2019; SANTOS et al., 2017a). Uma outra vantagem na utilizacao
deste tipo de molécula baseia-se no fato de que elas podem ser formadas por epitopos que ndo
apresentam similaridade ou homologia com as sequéncias proteicas presentes em outros
parasitos, mantendo alta a sua especificidade (AGUIRRE et al., 2006; DALTRO et al., 2019).

Tendo isso em mente, 0 nosso grupo desenhou e expressou quatro antigenos
recombinantes quiméricos, denominados IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4
(SANTOS, 2016), e seu potencial diagndstico foi avaliado em estudos de fase | (SANTOS et
al., 2016a), Il (SANTOS et al., 2017a) e Il (SANTOS, 2020) utilizando o ELISA, o
microarranjo liquido (SANTOS et al., 2017b), a imunocromatografia (SILVA, 2016) e a
ressonancia plasmoénica de superficie (CORDEIRO et al.,, 2020) como plataformas
diagnosticas. Nestes estudos foram obtidos valores elevados de acuracia e reprodutibilidade,
bem como baixos indices de RC com outras doengas infecto-parasitarias, especialmente
leishmaniose (DALTRO et al., 2019; SANTOS et al., 2017a).

A Organizacdo Mundial da Saude preconiza a utilizacdo de dois testes de principios
metodolégicos distintos para o diagn6stico da doenca na fase crénica, ja que ndo had um padréo
ouro estabelecido. A combinacdo do resultado de ambos os testes indicara se o individuo é
positivo, negativo ou inconclusivo (OMS, 2007). No Gltimo caso, um teste confirmatério deve
ser empregado, como o ensaio de radioimunoprecipitacdo (RIPA) ensaios de imunoblot
utilizando antigenos recombinantes, ensaios de Western blot (WB) ou a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), sendo esta ultima desaconselhada na fase cronica devido a sua baixa
sensibilidade (DO BRASIL; CASTRO; DE CASTRO, 2016).

A RIPA ¢é uma técnica complexa, laboriosa e dispendiosa, além de ter uso restrito por
conta da necessidade de radioatividade (KIRCHHOFFF, L. V. et al., 1987; LEIBY, D.A., et
al., 2000). O ensaio INNO-LIA ® Chagas é um imunoblot comercialmente disponivel que usa
como preparo antigénico sete antigenos recombinantes sintéticos: CRA, FRA, Tc-24, SAPA,
MAP, TcD e Ag39, presentes em uma Uunica tira de membrana. Embora apresente alto

desempenho diagnostico, tem dificil interpretacdo dos resultados e seu alto custo limita seu



uso (OELEMANN, W.; TEIXEIRA, M.; PERALTA, J., 1999; OELEMANN W, et al., 1999;
SAEZ-ALQUEZAR et al., 2000; DA SILVEIRA, J.F.; UMEZAWAE.S.; LUQUETTI A.O,,
2001). O TESAcruzi (BioMérieux SA, Sdo Paulo - SP, Brasil) — teste comercial de WB
disponivel no Brasil e no mundo - era rotineiramente usado como confirmatério para a DC,
porém, em 2016, teve a sua producdo descontinuada pelo fabricante por conta do seu alto
custo, baixa demanda comercial, producdo laboriosa e variabilidade entre lotes, deixando uma
lacuna na confirmacéo do diagndstico da DC. Desta forma, devido ao elevado desempenho
diagnostico conferido aos antigenos quiméricos IBMP e a necessidade de testes
confirmatdrios para o diagnostico da DC, propomos investigar o potencial destas moléculas
em diagnosticar a DC em individuos cronicamente infectados pelo T. cruzi utilizando o0 WB

como plataforma diagnostica.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1  HISTORICO DA DOENCA DE CHAGAS

Em 1909, o médico e cientista brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879—
1934) (Figura 1) foi responsavel pela descoberta da doenca de Chagas (DC), do seu agente
etiologico, vetor, bem como pela descricdo dos principais aspectos clinicos relacionados a
infeccdo (COUTINHO; DIAS, 1999). Em 1908, durante o combate a malaria em Lassance,
Minas Gerais, Carlos Chagas encontrou no sangue de um sagui uma nova forma de
tripanossomatideo, que foi denominado Trypanosoma minasense. Logo depois, sua atengao
foi voltada a um inseto hematdfago que se escondia nas frestas das casas e se alimentava dos
seres humanos a noite enquanto dormiam. Ao examinar o intestino dos insetos, popularmente
chamados de barbeiros, Carlos Chagas encontrou parasitos similares aqueles observados no
sagui (KROPF; SA, 2009). A confirmagc&o da nova doenca ocorreu quando Carlos Chagas, ao
examinar Berenice, uma menina de dois anos de idade que apresentava febre, edema e
congestdo linfatica generalizada, encontrou no seu sangue 0s mesmos parasitos observados
nos barbeiros. Ao agente etiolégico da doenca, deu 0 nome de Trypanosoma cruzi, em
homenagem ao médico e seu mestre, Oswaldo Cruz (CHAGAS, 1909). Contribuicdes
adicionais para o esclarecimento da patogénese da DC foram realizadas pelo patologista
brasileiro Gaspar de Oliveira Vianna (1885-1914), que descreveu a forma amastigota do
parasito no coracdo humano e nas células musculares esqueléticas, bem como pelo
parasitologista francés Emile Brumpt (1877-1951), que divulgou o modo de transmissdo
natural da infeccéo pelas fezes do triatomineo (MONCAYO, 2010).
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Figura 1: Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas.

Fonte: Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial (2002).

2.2 OPARASITO

O Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado causador da DC. Pertence ao
super-reino Metakaryota, reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora,
classe Zoomastigophora, ordem Kinetoplastida, subordem Trypanosomatina e familia
Trypanosomatidae (CAVALIER-SMITH, 2009). Possui um ou dois flagelos emergentes da
bolsa flagelar, localizada préxima ao cinetoplasto, organela onde se localiza o k-DNA, uma
condensacdo do DNA (BRENER, 1973).

O T. cruzi possui trés formas evolutivas que se diferenciam quanto ao metabolismo,
capacidade replicativa, posi¢do do cinetoplasto e do flagelo (Figura 2). A forma tripomastigota
infectante n&o replicativa é extracelular, alongada, encontrada no sangue dos hospedeiros
vertebrados e no tubo digestivo dos triatomineos. O cinetoplasto se posiciona posteriormente
ao nucleo e proximo a bolsa flagelar. Lateralmente a esta bolsa flagelar, emerge o flagelo, que
se estende junto ao corpo do parasito, formando uma membrana ondulante. A forma
amastigota é encontrada no interior das células hospedeiras; tem formato arredondado sem

flagelo livre. Ja a forma epimastigota é encontrada no intestino medio dos triatomineos, onde
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se multiplica por divis&o binaria. E extracelular e alongada, replicativa, com o cinetoplasto e
a bolsa flagelar localizados anteriormente ao nucleo, com o flagelo emergindo lateralmente
(BRENER, 1997).

Amastigota Epimastigota Tripomastigota

Flagelo

Nucleo

kDNA kDNA

Nicleo Membrana Membrana

Flagelo

Figura 2: Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi
Fonte: Acervo Grupo SerdYtech.

2.3  VIAS DE TRANSMISSAO
2.3.1 Vetorial

O T. cruzi pode ser transmitido através das fezes e urina do triatomineo infectado com
0 parasito. O ciclo de vida do parasito ocorre quando o triatomineo se alimenta de sangue
contaminado com a forma tripomastigota circulante. No estbmago do inseto, os parasitos se
diferenciam em epimastigotas e migram para o intestino, onde se multiplicam intensamente e
se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. Em um novo repasto sanguineo, o inseto
hematdfago libera em seus excrementos a forma infectante do parasito que penetra o
organismo do individuo através de solucdo de continuidade da pele ou mucosas (GARCIA et
al., 2010; STANAWAY; ROTH, 2015). As tripomastigotas invadem macréfagos, fibroblastos
e células epiteliais e se diferenciam em amastigotas mantendo uma baixa taxa de replicagao.
As amastigotas se replicam no citosol e se transformam novamente em tripomastigotas,
invadindo a corrente sanguinea do hospedeiro e atingindo varios tecidos, estabelecendo a
infeccdo, que permanece ativa por toda a vida do individuo infectado (NAGAJYOTHI et al.,
2012).

Os triatomineos possuem um ciclo de vida longo e dependem da disponibilidade de
sangue de animais. Estes insetos possuem habitos noturnos e sdo fotdfobos e, por conta disso,

picam individuos ou animais enquanto estes dormem. Os triatomineos apresentam baixa
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mobilidade, pois apenas os insetos adultos possuem asas. Durante o dia, os barbeiros se
escondem nas frestas das casas de sopapo (ou casas de pau-a-pique), chiqueiros, galinheiros
e ninhos de passaros (Figura 3) (SCHOFIELD, 1979; SILVEIRA, A. C.; DIAS, 2011).

Figura 3: Habitats mais comuns dos triatomineos em &reas endémicas para a doenca de
Chagas.

Legenda: (A) Casa de pau-a-pique com rachaduras e frestas onde os triatomineos podem se
abrigar. Observar a presenca de animais de companhia no peridomicilio; (B) Presenca de
galinheiro no peridomicilio; (C) Presenca de pocilga no peridomicilio. A presenca de cées,
aves e suinos pode atrair triatomineos para repasto sanguineo e, assim, manter o ciclo de vida
peridomiciliar do Trypanosoma cruzi.

Fonte: Acervo grupo SerdYtech.

A transmissao vetorial ocorre somente nas regides onde ha presenca do inseto vetor,
se estendendo desde o sul dos Estados Unidos e paises das Américas Central ao sul da
Argentina e Chile (ANTINORI et al., 2017). Mais de 130 espécies de triatomineos ja foram
identificadas, e trés géneros sdo mais relevantes para a transmisséo do T. cruzi: Panstrongylus,
Rhodnius e Triatoma (Figura 4) (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010). O Triatoma
infestans é o principal vetor da DC na América do Sul, é adaptado a ambientes domeésticos,
porém também esta presente em areas silvestres, como na Bolivia, onde ha relatos de aumento
na populacdo selvagem do inseto (BUITRAGO et al., 2010; WALECKX et al., 2011, 2012)
e outros paises como Argentina, Chile, Paraguai e Uruguai (BACIGALUPO et al., 2010;
CEBALLOS et al., 2009; ROLON et al., 2011). No Brasil, 0 T. infestans é exclusivamente
doméstico, ndo havendo relatos de sua captura em ambientes selvagens. Apesar do sucesso
alcancado durante as campanhas de combate ao T. infestans, resultando em certificacao
internacional da erradicacdo desta espécie no pais, ainda ha focos residuais nos estados do Rio
Grande do Sul e Bahia (BRENIERE et al., 2017; COSTA et al., 2014; GURGEL-
GONGALVESetal., 2012; RIBEIRO et al., 2019). O T. infestans se apresenta em uma grande
diversidade de habitats, sendo decorrente de sua capacidade de adaptar-se facilmente a

diferentes ecétopos, tanto em ambientes peridomiciliares quanto domiciliares. Esta habilidade
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faz do T. infestans uma ameaca, j& que facilmente se adapta a &reas antropizadas (RIBEIRO
etal., 2015).

Figura 4: Principais espécies de triatomineos transmissores da doenca de Chagas.
Legenda: (A) Triatoma infestans; (B) Panstrongylus megistus; (C) Triatoma
brasiliensis; (D) Triatoma pseudomaculata; (E) Triatoma sordida.

Fonte: Repolés (2014).

Existem outros vetores de alta relevancia encontrados no Brasil, como o P. megistus,
que apresenta vasta distribuicdo geografica no pais, da regido Sul a regido Nordeste, com
elevada concentracdo nos estados de Minas Gerais e Bahia, onde pode ser encontrado em areas
silvestres, peridomiciliares e domésticas; no Sul, o P. megistus é essencialmente selvagem
(BRENIERE et al., 2017). Além do Brasil, esta espécie esta presente desde as Guianas até a
Argentina, além do Paraguai e Bolivia. Ja o T. brasilienses é caracteristico dos estados do
Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco e nordeste da Bahia, no
peridomicilio, areas domésticas e selvagens, e encontra-se normalmente associado ao T.
pseudomaculata (CORREA, R. R.; SPINOLA, H.N, 1964).

2.3.2 Transfusional

A segunda via mais comum de transmissdo do T. cruzi é a transfusional (COURA,
2015). Este tipo de transmissdo era mais comum em areas endémicas, pobres, sem
disponibilidade de testes de triagem para investigacdo dos doadores. Com o éxodo rural e a
saida de individuos destas regifes para cidades mais desenvolvidas (como S&o Paulo, por
exemplo) entre os anos de 1950-1970, houve o aumento de casos de transmissdo por
transfusdo sanguinea no Brasil nos grandes centros urbanos (WENDEL; GONZAGA, 1993).

A implementacéo da triagem soroldgica nos hemocentros do Brasil, Uruguai, Chile e
outros paises da América do Sul e Central levou a reducdo da transmissao da DC por esta via.

Porém, ainda existem paises endémicos que ndo realizam controle dos doadores de sangue,
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assim como muitos paises ndo endémicos que recebem migrantes infectados de areas
endémicas, o que aumenta a disseminacdo da DC para outros continentes. Dentre os paises
ndo endémicos com ocorréncia desta forma de transmisséo, 0s mais comuns séo 0s EUA,
Espanha e alguns paises da Europa, Asia e Oceania (COURA; VINAS, 2010; COURA;
VINAS; JUNQUEIRA, 2014).

2.3.3 Congénita

Com a diminui¢do do nimero de individuos infectados por transmissdo vetorial e
transfusional, houve maior evidéncia dos casos transmitidos por via congénita, chegando a ser
considerada a principal forma de transmissao da doenca na populacdo humana em algumas
localidades (PAHO, 2004). Além disso, por conta do fluxo migratorio, esta forma de
transmissdao € uma das principais responsaveis pelos casos em paises ndo endémicos,
contribuindo com a globalizacio da DC (CARLIER; TORRICO, 2003; MUNOZ et al., 2009;
PAHO, 2004). A maioria das gestantes infectadas encontra-se na fase crénica da DC e nédo
apresenta 0s sintomas caracteristicos, porém, mesmo assintomaticas, estas mulheres correm
maior risco de ter parto prematuro, recém-nascidos com baixo peso ou natimortos. Os recém-
nascidos, por sua vez, podem apresentar sintomas caracteristicos da DC, como a
hepatoesplenomegalia, miocardite, anemia ou meningoencefalite; entretanto a maioria €
assintomatica. Uma progressdo para o estagio crénico cardiaco ou digestivo é observada em
cerca de 30% dos individuos infectados pela via congénita (CARLIER; TRUYENS, 2010;
ZHANG; TARLETON, 1999). A infec¢édo ocorre quando formas tripomastigotas alcancam o
feto pela via hematogénica atraves da placenta; eles atravessam o epitélio trofoblastico e
atingem a circulacdo fetal através do estroma das vilosidades (BRENER et al. 2000;
CARLIER; TRUYENS, 2010). H& também uma menor possibilidade da transmisséo
congénita do T. cruzi ocorrer pela via oral, com a ingestdo do liquido amnidtico contaminado
(CARLIER et al., 2012).

2.3.4 Oral

A transmissdo oral ocorre através da ingestdo da forma tripomastigota do T. cruzi
presente em bebidas e alimentos contaminados, como a cana-de-agUcar, a bacaba e o acali,
quando os triatomineos sdo triturados durante a preparacdo ou suas fezes contaminam os

alimentos. Diversos surtos foram relatados sendo esta via considerada a principal causa de
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infeccéo, principalmente na regido amazonica (DIAS et al., 2001; DIAS et al., 2016; WHO,
2020), onde entre 1968 e 2000, 50% dos casos de DC aguda ocorreram devido a infeccéo
oral. Entre 2000 e 2010, houve aumento deste percentual para 70% (SANTOS et al., 2020).

Em 2005 foram reportados casos em no estado de Santa Catarina, além de outros no
Espirito Santo (DARIO et al., 2016). Anteriormente, em 1986 no estado da Paraiba um surto
de transmissdo oral foi identificado, devido ao consumo de cana-de-agucar (SHIKANAI-
YASUDA et al., 1991). Mais recentemente, em 2019, o estado de Pernambuco protagonizou
casos de DC oralmente transmitida (GOES et al., 2019), provavelmente por conta do consumo
de comidas ou bebidas contaminadas.

A via oral é responsavel pela mais alta taxa de mortalidade em individuos infectados
(8 a 35%), quando comparada a via vetorial (<5 a 10%) (BENCHIMOL BARBOSA, 2006;
JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; NOBREGA et al., 2009; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2012).

24  EPIDEMIOLOGIA

Estima-se que a DC esteja presente como enzoose nas Américas antes da chegada dos
seres humanos por mais de 10 milhdes de anos (ARAUJO et al., 2009). A DC se tornou uma
antropozoonose a cerca de 10.000 anos, gquando comegaram a surgir oS primeiros
assentamentos e atividades agricolas (AUFDERHEIDE et al., 2004).

A DC ocorre principalmente em areas rurais e pobres da América Latina e é
considerada uma doenca negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). De
acordo com estimativas recentes desta Organizacdo, na América Latina, mais de 70 milhGes
de pessoas moram em areas de risco de contrair a infeccdo e 5 a 7 milhGes de individuos
encontram-se infectados pelo T. cruzi (OMS, 2015). A Organizacdo Pan-Americana da Salde
(PAHO) estima que 60.000 novos casos ocorram a cada ano (PAHO, 2006). O maior
quantitativo de individuos infectados encontra-se na Argentina, Brasil, México e Bolivia.
(ANGHEBEN et al., 2011; ANTINORI et al., 2015; JACKSON et al., 2010; ROCA et al.,
2011). No inicio dos anos 90, a doenga foi considerada a mais séria entre todas as doencas
parasitarias na América Latina pelo World Bank, com um impacto econdmico e social superior
aos efeitos combinados de todas as outras infecgdes parasitarias (DIAS; SILVEIRA,
SCHOFIELD, 2002). A transmissao vetorial do T. cruzi somente é observada em regides

endémicas por causa da presenca de mais de 130 espécies do triatomineo transmissor da
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doenca, encontrados desde o sul dos Estados Unidos ao sul da América Latina. A transmissao
ocorre principalmente pelos insetos pertencentes aos géneros Triatoma (T. infestans, T.
dimidiata, T. brasiliensis), Rhodnius (R. prolixus) e Panstrongylus (P. megistus) (ANTINORI
etal., 2017; STEVENS et al., 2011).

Os paises endémicos, juntamente com a PAHO, estabeleceram programas regionais
para garantir a prevencdo e o controle da DC. A Iniciativa Cone Sul (INCOSUR) foi o
primeiro programa criado, em 1991, pelos governos da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Paraguai e Uruguai. Posteriormente, outros programas foram criados, como a Iniciativa da
Ameérica Central (IPA) em 1998, a Iniciativa dos Paises Americanos (AMCHA) em 2003 e a
Iniciativa Mexicana, em 2004 (PAHO, 2014). Foi possivel observar uma reducéo significativa
na transmissdo da doenca pelo T. infestans, principal vetor nos paises do Cone Sul (Argentina,
Brasil, Chile, Paraguai, Uruguai e Bolivia) e pelo R. prolixus na América Central. Além disso,
a transmissao por transfusdo sanguinea também sofreu reducdo na América Latina (DIAS;
SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002). As mortes anuais estimadas diminuiram globalmente de
45.000 em 1990 para cerca de 11.000 em 2008, enquanto o numero estimado de infeccdes
diminuiu de 30 milhdes em 1990 para 8 milhdes em 2006 e a incidéncia anual durante este
mesmo periodo caiu de 700.000 para 56.000 (PAHO, 2014).

A despeito da diminuicdo do nimero de casos nos paises endémicos, houve dispersao
da DC para paises indenes a partir dos anos de 1990, tornando a DC um problema de salde
publica mundial (Figura 5). A principal causa desta dispersao baseia-se no aumento do fluxo
migratdrio de individuos infectados da América Latina para a Europa (especialmente Espanha,
Portugal, Itdlia e Suica), Estados Unidos, Canadd, Japdo e Australia. Em 2009, o nimero
estimado de pessoas infectadas vivendo na Europa variava entre 70.000 e 130.000
aproximadamente, com mais de 4.000 casos confirmados e 94-96% de casos nao
diagnosticados (BASILE et al., 2011; SCHMUNIS, 2007).
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Figura 5: NUmero estimado atual de imigrantes com infec¢do por Trypanosoma cruzi em
paises ndo endémicos.
Fonte: Lidani et al. (2019).

2.5  ASPECTOS CLINICOS

A DC possui duas fases: aguda e cronica. A primeira pode durar cerca de trés meses,
sendo caracterizada por sintomas inespecificos como febre prolongada, dor de cabeca e
inchaco no rosto e pernas. A fase cronica, na maioria das vezes, ocorre de maneira
assintomatica e persiste por varios anos, porém, 30 a 40% dos infectados evoluem para forma
sintomaética, caracterizada por acometimento cardiaco, digestivo ou ambos (forma mista)
(MARIN-NETO et al., 2002; RIBEIRO; ROCHA, 1998).

2.5.1 Fase aguda

A entrada do T. cruzi no organismo é marcada por uma inflamacdo, denominada
chagoma de inoculacdo (Figura 6C e 6D). Quando a entrada do parasito se da pela mucosa
ocular, pode haver conjuntivite e edema bipalpebral unilateral denominado sinal de Romafa
(Figura 6A e 6B). As manifestacdes clinicas da infeccdo podem ocorrer concomitantemente,
com febre, linfadenopatia difusa, esplenomegalia leve e hepatomegalia (PRATA, 2001). A
doenca aguda grave ocorre em menos de 1% dos infectados e o alto grau de parasitemia pode
resultar em miocardite aguda, inflamacéo do trato gastrointestinal (principalmente eséfago e
célon), meninges e tecidos nervosos centrais e periféricos (BERN; MARTIN; GILMAN,
2011; GASCON; BERN; PINAZO, 2010). Nesta fase, o parasito é facilmente detectado no

sangue periférico por técnicas parasitologicas diretas e 0 seu término ocorre de trés a quatro
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meses pos-infeccdo, quando o sistema imunoldgico reduz a parasitemia, sendo necesséria a

utilizacdo de técnicas de diagndstico soroldgico para detec¢do indireta do parasito.

Figura 6: Sinais de entrada do Trypanosoma
cruzi.

Legenda: Sinal de Romafia (A e B) e
chagoma de inoculagéo no braco (C e D).
Fonte: Rassi et al. (2017).

2.5.2 Fase cronica
2.5.2.1 Fase cronica indeterminada

Na fase crbnica, aproximadamente 70% dos infectados ndo apresentam qualquer
sintomatologia relacionada a DC, caracterizando a forma clinica indeterminada. De fato, o
eletrocardiograma (ECG) néo indica anormalidades nestes individuos, assim como exames
radiologicos do térax, es6fago e colon. A maioria dos individuos infectados em areas
endémicas apresenta a forma indeterminada da DC (DIAS, 1989; RIBEIRO; ROCHA, 1998).
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2.5.2.2 Forma cardiaca

A cardiomiopatia chagasica (Figura 7) é a manifestagdo clinica mais comum e
importante da DC, causadora da maioria dos quadros de morbimortalidade (ANDRADE et
al., 2011). Embora geralmente classificada como tendo um padrdo hemodinamico de
cardiomiopatia dilatada, a distribui¢cdo predominante tipica da fibrose nas regifes posterior e
apical do ventriculo esquerdo e o envolvimento do no sinusal e do sistema de conducéo
elétrica distinguem a DC de outras cardiomiopatias. As manifestacdes clinicas da cardiopatia
chagasica resultam de anormalidades na conducdo elétrica, disfuncao contratil do miocardio,
arritmias ou tromboembolismo (ROCHA; RIBEIRO; TEIXEIRA, 2003). Na maioria dos
estudos, a morte subita é a causa geral mais comum de morte (55-60%), seguida de
insuficiéncia cardiaca (25-30%) e eventos embolicos (10-15%), mas as proporc¢des variam de
acordo com a populacdo estudada (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2009; RASSI et al.,
2001).

| ]
10 O

Figura 7: Ressonancia magnética de individuos acometidos pela forma cardiaca da
doenca de Chagas, na qual a fibrose pode ser visualizada como a area branca inserida
no musculo (escuro), indicadas pelas setas.

Fonte: Simdes et al. (2018).

2.5.2.3 Forma digestiva

As manifestacOes digestivas da DC estdo mais intensamente localizadas no es6fago e
no célon e sdo basicamente disfagia e constipagéo, devido a alteragdes cronicas que podem
levar ao megaesdfago e/ou megacolon (Figura 8). Como a doenca causa lesdo do sistema
nervoso autbnomo em todo o trato gastrointestinal, pode-se observar anormalidades
anatdmicas e funcionais das glandulas salivares, estdmago, ductos biliares extra-hepaticos,

duodeno, intestino delgado, intestino grosso e até mesmo 0Orgéos ndo pertencentes ao trato
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gastrointestinal, como o ureter, por exemplo. E possivel observar alteragdes nas funcdes
motora, secretora e absortiva do trato gastrointestinal. As lesdes do sistema nervoso entérico
sdo fundamentais na patogénese das megasindromes digestivas. O principal afetado é o plexo
mioentérico de Auerbach, localizado entre as camadas musculares longitudinal e circular do
trato digestivo, que sofre uma reducéo acentuada das células nervosas. A maioria dos danos
aos neurdnios deste plexo e das fibras nervosas ocorre durante a infecgdo aguda, porém perda
neuronal adicional ocorre lentamente durante toda a fase cronica. A denervacdo ocorre em
graus variaveis, € irregular e simultanea e provavelmente depende de fatores relacionados ao
parasito e ao hospedeiro. A denervagdo leva a perda da coordenacdo motora e acalasia dos
esfincteres, impedindo que estes segmentos esvaziem o material semissélido, causando
dilatacdo; este € o mecanismo fisiopatologico subjacente ao megaesdfago chagasico e
megacolon (RASSI et al., 2017). O megaes6fago causa disfagia, regurgitacdo e dor. Ha
também a ocorréncia de outros sintomas, como solugos, pirose e hipersalivacao
acompanhados por hipertrofia da parétida. A desnutricdo ocorre com a progressao da doenca
(RASSI; RASSI, 2012).

Figura 8: Radiografia de megaesdfago (A) e
megacolon chagasicos (B).
Fonte: Rassi et al. (2017).
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26  DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial da DC depende do estagio infeccioso em que a doenga se
encontra: fase aguda ou cronica (Figura 9). No inicio fase aguda, os titulos de anticorpos IgM
anti-T. cruzi sdo elevados, assim como a parasitemia. Por conta destas caracteristicas, as
técnicas parasitologicas diretas sdo as mais utilizadas, como exame direto e analise de gota
espessa. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e os métodos parasitoldgicos indiretos,
como o hemocultivo e o xenodiagnéstico, podem ser empregadas alternativamente (DIAS et
al., 2016).

Quando o individuo evolui para a fase crénica, os niveis de anticorpos IgM especificos
decrescem, a parasitemia torna-se intermitente e subpatente e ha aumento dos titulos de
anticorpos IgG anti-T. cruzi, diminuindo a sensibilidade de técnicas parasitoldgicas e da PCR,
sendo empregadas métodos soroldgicos indiretos, como o0 ensaio de imunoabsorcdo
enzimética (ELISA), testes imunocromatograficos, a imunofluorescéncia indireta (IFl), a
hemaglutinacdo indireta (HAI) e ensaios quimiluminescentes (CLIA) (RASSI; RASSI, 2012;
SANTOS et al., 2017b).
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Figura 9: Evolugdo natural da doenca de Chagas em humanos.

Nota: A transmissao do Trypanosoma cruzi pode ocorrer por (1) transfusdo sanguinea vetorial
(2) ou transplante de 6rgaos, (3) vias orais ou (4) congénitas. O periodo de incubacgéo dura de
5a 10 dias pds-infecgdo, o qual é seguido pela fase aguda com duragdo de 4 a 8 semanas. Esta
fase € caracterizada por formas tripomastigotas circulantes, que podem ser visualizadas no
sangue e pela presenca de IgM anti-T. cruzi. Os anticorpos anti-T. cruzi podem ser detectados
apos 10 dias de infecgdo. A maioria dos individuos apresenta sintomas inespecificos, como
febre e anorexia, ou é assintomatica, podendo desenvolver inflamacéo e inchaco no local de
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inoculacdo na pele ou conjuntiva, caracterizando o chagoma de inoculagdo e o sinal de
Romafia, respectivamente. A fase cronica comeca quando a parasitemia reduz a niveis
indetectaveis pela microscopia, geralmente 4 a 8 semanas pés-infec¢do. Desta forma, o
diagnostico € baseado na detecgdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi ou através de testes
moleculares. Nesta fase, a maioria dos infectados adentra uma forma assintomatica
prolongada, conhecida como forma indeterminada, e nunca desenvolverd sintomas
relacionados a doenga de Chagas. No entanto, 10 a 30 anos poés-infeccdo, 30-40% dos
individuos desenvolvem manifestacGes clinicas, podendo ser relacionadas a queixas
cardiacas, digestivas ou cardiodigestivas (mistas).

Fonte: Modificado de Lidani et al., (2017, tradugdo nossa).

2.6.1 Diagnéstico parasitologico

Na fase aguda da DC a forma tripomastigota do parasito é encontrada por observacao
direta no sangue periférico (BERN et al., 2011). Os métodos parasitologicos diretos ttm como
vantagem o baixo custo e facilidade de execucédo, j& que o material necessario para a sua
realizacdo pode ser encontrado em laboratérios com infraestrutura reduzida (LUQUETTI;
SCHMUNIIS, 2017). Os mais utilizados s&o a microscopia da gota fresca de sangue e a gota
espessa corada (Figura 10), sendo o primeiro considerado o padréo-ouro para esta fase
(GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009). Os métodos de concentracdo (Strout, micro-
hematocrito ou creme leucocitario) sdo indicados nos casos em que ha suspeita de infeccdo ha
mais de 30 dias. S&o mais sensiveis do que os citados acima, e sdo indicados quando a pesquisa
a fresco apresenta resultados negativos (BRASIL, 2013). H& também a possibilidade da
utilizacdo de técnicas de biologia molecular, como o emprego da PCR ou PCR em tempo real

(gPCR), bem como o hemocultivo e o xenodiagndstico.
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Figura 10: Desenho esquemaético do esfregago sanguineo e exame de gota espessa para 0
diagnostico da doenca de Chagas na fase aguda.
Fonte: acervo grupo SerdYtech.

2.6.2 Diagnostico sorologico indireto

A fase crbnica da DC é marcada por parasitemia subpatente e aumento dos titulos de
anticorpos 1gG anti-T. cruzi. Deste modo, as técnicas parasitologicas ndo séo indicadas para
esta fase, visto que ndo € mais possivel visualizar facilmente os parasitos circulantes no sangue
periférico. A PCR também ndo é o método mais indicado por conta da baixa sensibilidade
relatada nesta fase, pois ndo ha tripomastigotas circulantes para amplificagdo (DO BRASIL;
CASTRO; DE CASTRO, 2016). Assim, os métodos sorologicos indiretos sdo adequados para
o diagnostico na fase cronica, sendo possivel a pesquisa de anticorpos especificos no soro dos
individuos infectados. Os métodos mais empregados sdo a hemaglutinacdo indireta (HAI), a
imunocromatografia, a imunofluorescéncia indireta (IFI), o ELISA e a quimiluminescéncia
(GOMES et al., 2009).

A hemaglutinacdo indireta (HAI) (Figura 11) é um método que apresenta elevada
especificidade, além de ser facilmente executado, levando em media 2 horas para ser
realizado. Todavia, apesar da elevada especificidade, este método apresenta baixa
sensibilidade e alto numero de resultados inconclusivos (GADELHA et al., 2003). Baseia-se

na incubacdo de hemécias sensibilizadas com antigenos do T. cruzi e o material biologico dos



24

individuos suspeitos de infeccdo. Quando a amostra é reagente, as hemécias se distribuem
homogeneamente no fundo da placa. (BRASIL, 2016; MOREIRA; GOMES, 1998).

Na imunofluorescéncia indireta (IFI) (Figura 12), os anticorpos presentes no soro
reagem com as formas epimastigotas fixadas em laminas de vidro; apds sucessivas lavagens,
a lamina é incubada com anticorpo anti-imunoglobulina humana conjugado a fluoresceina e
lida em microscopio de fluorescéncia (LUQUETTI; SCHMUNIS, 2017). Apresenta
sensibilidade de 99% e pode levar a reacfes cruzadas com outros patdgenos, principalmente
com espécies do género Leishmania spp. Por conta disso, 0 seu uso em areas de co-
endemicidade é limitado (DALTRO et al., 2019). Dentre outras desvantagens, este método
demanda varias etapas, a leitura é subjetiva e deve ser feita por profissional qualificado, além

da necessidade de microscopio de fluorescéncia.
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Figura 11: Representacdo esquematica de uma reacdo de hemaglutinacdo indireta (HAI)
positiva.
Fonte: acervo grupo SerdYtech.
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Figura 12: Representacdo esquematica de uma reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI).
Fonte: acervo grupo SerdYtech.

O ELISA (Figura 13) é o teste mais empregado para diagnostico laboratorial da DC
por ser mais simples, de facil execucio e passivel de automacio (GOMES et al., 2009). E um
teste imunoenzimatico que se baseia na interagdo antigeno-anticorpo demonstrada pela acao
de uma enzima e substrato apropriado. Como preparacdo antigénica podem ser utilizados:
extrato bruto ou semi-purificado, proteinas recombinantes e proteinas recombinantes

quiméricas.



26

@ Pogos sensibilizados com @ Formagio do complexo @ Adigdo do anticorpo
antigenos do T. cruzi antigeno-anticorpo marcado com enzima

£
t

Suhstratn
. .
proclulo colorido

@ Leitura dos resultados em @ Adig&o do anticorpo
espectrofotometro marcado com enzima

A\

N

S ——

Q

Figura 13: Representacdo esquematica do teste de ELISA.
Fonte: acervo grupo SerdYtech.

O extrato bruto ou semi-purificado empregado no ELISA advém da forma
epimastigota do T. cruzi, estagio presente apenas no inseto e nas culturas a 26° C, mas ausente
no hospedeiro humano. Estudos demonstram uma alta sensibilidade destes testes, porém ha
variacdo na reprodutibilidade por conta da mistura complexa e variavel de antigenos, além de
baixa especificidade devido & RC com espécies do género Leishmania spp. e Trypanosoma
rangeli, protozoérios filogeneticamente relacionados ao T. cruzi. (DALTRO et al., 2019;
LONGHI et al., 2012; MARCIPAR et al., 2005; SANTOS et al., 2016a). Com o intuito de
aumentar a sensibilidade e especificidade do ELISA e diminuir os indices de RC, houve o
desenvolvimento de proteinas recombinantes para utilizacdo como matriz antigénica,
apresentando elevacdo dos parametros de desempenho. Este tipo de preparacdo antigénica
mostrou especificidade superior ao encontrado para 0s extratos, porém apresentou
sensibilidade inferior. Além disso, altos indices de RC com Leishmania spp. continuaram a
ser reportados quando os testes foram utilizados em areas de co-endemicidade com a
leishmaniose (CABALLERO et al., 2007; DA SILVEIRA et al., 2001; TELLES et al., 2003;
DALTRO et al., 2019). Tendo em vista a perda de sensibilidade ao empregar proteinas
recombinantes, alguns autores avaliaram ensaios com misturas de peptideos, melhorando o
desempenho dos testes (ALMEIDA et al., 1990; UMEZAWA, et al., 1999). Mais
recentemente, o0 uso de proteinas multi-epitopo (quimeras) foi proposto para aumentar a

sensibilidade.
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As proteinas recombinantes quiméricas surgiram como alternativa ao uso dos extratos
brutos e das proteinas recombinantes; sdo compostas por fragmentos repetidos e conservados
de amino&cidos presentes em varias proteinas do parasito, melhorando a precisdo dos ensaios
no diagnostico da infeccdo chagasica. Sao moléculas unicas, que facilitam a padronizacéo,
diminuindo as etapas de purificacdo e imobiliza¢do e equilibrando o nimero de epitopos na
superficie das microplacas, apresentando, portanto, sensibilizagio homogénea
(CAMUSSONE et al., 2009; SANTOS et al., 2017a). Desta forma, ha um aumento do
repertorio de epitopos disponiveis para ligacdo com 0s anticorpos presentes no soro dos
individuos infectados. A utilizacdo deste tipo de preparacdo antigénica eleva a sensibilidade
dos testes sem, contudo, reduzir a especificidade, pois podem ser sintetizados a partir de
sequéncias que nao apresentam homologia ou similaridade com epitopos de outros agentes
infecciosos (PEVERENGO et al., 2018).

Recentemente, nosso grupo expressou quatro proteinas quiméricas, denominadas
IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4, e 0 seu potencial diagnostico foi avaliado em
estudos de fase I, 1l e 11l (CORDEIRO et al., 2020; DEL-REI et al., 2019; DOPICO et al.,
2019; SANTOS, 2020; SANTOS et al., 2016a, 2017a).

2.7  WESTERN BLOT

O Western blot (WB) é uma das técnicas laboratoriais mais comuns e robustas para a
deteccdo imunoldgica de proteinas. Misturas complexas de proteinas sdo separadas por carga
elétrica e peso molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida e, em seguida, transferidas
para uma membrana de nitrocelulose. A porcentagem de poliacrilamida usada no gel,
juntamente com o tampdo de corrida, influencia a mobilidade das proteinas atraves do gel a
medida que a corrente é aplicada (Figura 14) (HNASKO, 2015). Posteriormente, a membrana
é incubada com o soro de interesse. Apos a incubacéo, anticorpos nao ligados sdo removidos
por lavagem, deixando apenas aqueles que se ligaram as proteinas alvo presentes na
membrana. O anticorpo conjugado a peroxidase (HRP) é adicionado a membrana, formando
uma ligagdo proteina-anticorpo-anticorpo-HRP  que pode ser detectada por
quimiluminescéncia (Figura 15). Um dispositivo de imagem revela a reagdo em forma de uma
“banda” com um peso molecular especifico. As bandas na membrana sao comparadas com
marcadores de peso molecular para determinar se a proteina de interesse esta presente na
amostra (HUBALEK, 2009; KIM, 2017; MAHMOOD; YANG, 2012).
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Figura 14: Desenho esquematico mostrando as porcentagens de poliacrilamida usadas no gel.
Nota: A migracdo de proteinas por peso molecular varia de acordo com o tipo de gel,
concentragdo e tampdo de corrida.

Fonte: Hnasko et al. (2015).

O WB é considerado uma técnica confirmatéria no diagndstico de diversas
enfermidades e pode ser empregado como teste confirmatério para a DC (ESCALANTE et
al., 2014). Diversos grupos de pesquisa investigaram a utilidade do WB no diagndstico da DC
para confirmar os resultados soroldgicos obtidos nos testes convencionais utilizados e
demonstraram altos indices de sensibilidade e especificidade (ARAUJO, 1986; MORGADO

etal., 1989; REICHE et al., 1998).
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Figura 15: Representacdo esquematica do teste de Western blot.
Fonte: acervo grupo SerdYtech.

N&o héa atualmente um teste 100% sensivel e especifico para diagnosticar a DC e, por
esta razdo, a OMS preconiza a utilizacdo de um teste de alta sensibilidade e um de alta
especificidade ou dois testes com matrizes antigénicas distintas. Porém, ainda ha relatos de
resultados inconclusivos, e quando isso ocorre, o WB utilizando o antigeno excretado-
secretado de tripomastigota (TESA) poderia ser empregado para definir a positividade ou
negatividade da amostra (Figura 16) (OMS, 2007). O TESAcruzi foi anteriormente proposto
como um teste de WB, mostrando uma sensibilidade tdo alta quanto aquela encontrada nos
testes que empregam antigenos recombinantes como matriz antigénica (SILVEIRA-
LACERDA et al., 2004). Todavia, a producdo do TESAcruzi foi descontinuada pelo

fabricante em 2016, deixando uma lacuna no diagnostico confirmatorio da DC.
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Figura 16: Fluxograma do diagndstico soroldgico para a deteccdo
da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi.

Legenda: CLIA: quimiluminescéncia; IFI: imunofluorescéncia
indireta; HAI: hemaglutinacdo indireta; PCR: reacdo em cadeia da
polimerase; WB: Western blot.

Fonte: acervo grupo SerdYtech.

2.8  ANTIGENOS IBMP

Os antigenos recombinantes quiméricos denominados IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-
8.3 e IBMP-8.4 (acrbnimos para o Instituto de Biologia Molecular do Parana) foram obtidos
através de técnicas de engenharia genética pelo nosso grupo. Trata-se de quatro antigenos
formados por sequéncias imunodominantes, conservadas e repetitivas de diversas proteinas
do T. cruzi (Quadro 1). Estes antigenos foram padronizados para diagnéstico soroldgico em
humanos em estudos de fase I, 11 e 11 (DEL-REI et al., 2019; DOPICO et al., 2019; SANTOS,
2020; SANTOS et al., 2016b, 2017a, 2018), e também foram avaliados para detec¢cdo de
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anticorpos IgG anti-T. cruzi em cdes (LEONY et al., 2019). As moléculas IBMP sédo
constituidas por sequéncias escolhidas na literatura (SANTOS et al., 2016b). O detalhamento
das sequéncias e a obtencdo destas proteinas encontram-se em sigilo devido ao pedido de
depdsito de patente (BR 10 2018 016140 7) realizado no ano de 2018.

Quadro 1: Composic¢do dos antigenos recombinantes quiméricos IBMP.

IBMP | Segmentos Denominacao Peso molecular (kDa)
SAPA Antigeno de fase aguda/Trans-sialidase
8.1 RPL19 Proteina L19 de subunidade ribossomal 60S 17
Ag2/B13/CA-2 | Proteinas de superficie de tripomastigota
Ag1/H49/JL7 Proteinas associadas ao citoesqueleto
8.2 | SAPA Antigeno de fase aguda/Trans-sialidase 36
Ag2/B13/CA-2 | Proteinas de superficie de tripomastigota
Ag2/B13/CA-2 | Proteinas de superficie de tripomastigota
8.3 CRAJ/JL8/Ag30 | Antigenos repetitivos citoplasmatico 30
' TcD Trans-sialidase
RPL19 Proteina L19 de subunidade ribossomal 60S
SAPA Antigeno de fase aguda/Trans-sialidase
RPL19 Proteina L19 de subunidade ribossomal 60S
8.4 Ag2/B13/CA-2 | Proteinas de superficie de tripomastigota 45
' FRA Proteina de antigeno repetitivo flagelar
MAP Proteina associada ao microtubulo
KMP-11 Proteina da membrana do cinetoplasto

Fonte: Modificado de Santos et al. (2016).

O estudo de fase | foi realizado através do ELISA e do microarranjo liquido como
plataformas diagnosticas, empregando os quatro antigenos recombinantes quiméricos IBMP.
Foram utilizadas 280 amostras séricas positivas e 20 negativas para a DC, sendo possivel
observar que as quatro moléculas diferenciaram individuos negativos de positivos para DC
crbnica, com valores de AUC superiores a 98% (SANTOS et al., 2016b). Desta maneira, todas
as moléculas foram elegiveis para compor o estudo de fase Il, o qual tem como alvo a
determinacdo dos parametros de desempenho (sensibilidade, especificidade e acuracia) para
um quantitativo amostral estatisticamente calculado usando amostras representativas do
agravo. Respeitando estas caracteristicas, foram utilizadas 857 amostras reativas para DC
cronica e 689 ndo reativas, além de 1.079 amostras reativas para outras doengas infecto-
parasitarias para avaliacdo da reatividade cruzada. As amostras foram provenientes de
diversos estados brasileiros, bem como de painéis comerciais internacionais. Como resultado,
as proteinas IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 apresentaram sensibilidade de
97,4%, 94,3%, 97,9% e 99,3% e especificidade de 99,4%, 99,6%, 99,9% e 100%,

respectivamente. Neste estudo, foi observado que o desempenho diagndstico das moléculas
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foi superior ao dos testes comerciais disponiveis no Brasil, com baixo quantitativo de RC e
elevada reprodutibilidade intra-teste, inter-teste e inter-laboratorial (SANTOS et al., 2017a).
As proteinas quiméricas também foram analisadas pelo microarranjo liquido (LMA) com um
painel soroldgico de 1.333 soros positivos e negativos para DC e 851 soros positivos para
outras doencas infecto-parasitarias. Os resultados encontrados com o LMA foram semelhantes
aqueles encontrados no ELISA (SANTOS et al., 2017b). Além do ELISA e do LMA, houve
a analise com o método de imunocromatografia de duplo percurso (DPP; dual path platform)
(SILVA, 2016) e de fluxo lateral (LFA; lateral flow assay) (SILVA et al., 2020),
demonstrando resultados semelhantes aos obtidos anteriormente. Adicionalmente, o0s
antigenos foram avaliados para diagndstico utilizando amostras séricas humanas de individuos
de outros paises, sendo possivel a analise do comportamento destas moléculas com outras
DTUsdo T. cruzi, tanto em areas endémicas quanto nao endémicas. Para essas analises, foram
empregadas as moléculas IBMP-8.1 e IBMP-8.4, ja que ambas apresentaram 0s maiores
valores de acuracia dentre as quatro no DPP. Na avaliacdo realizada em areas endémicas, as
amostras séricas dos individuos positivos e negativos para DC foram provenientes de distintas
localidades da Argentina, Bolivia e Paraguai (DEL-REI et al., 2019). Ja no estudo conduzido
em é&reas de baixa endemicidade, foram utilizadas amostras séricas de imigrantes latino-
americanos residentes em Barcelona (DOPICO et al., 2019). Em ambas as situagdes, o
desempenho diagnostico dos antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4 manteve-se elevado, sendo,
inclusive, semelhante ao reportado em estudos prévios (fase Il) conduzidos no Brasil
(SANTOS et al., 2017a; SANTOS et al., 2017b; SILVA, 2016). Amostras séricas de
individuos advindos de areas de co-endemicidade com espécies do género Leishmania spp.
também foram empregadas em um estudo conduzido em 2019 (DALTRO et al., 2019),
resultando em baixos indices de reatividade cruzada para todas as quatro moléculas. Desta
forma, é evidente que as proteinas recombinantes quiméricas IBMP conseguem diagnosticar
a DC independentemente da cepa infectante, mesmo com a grande variabilidade antigénica
observada para o T. cruzi.

As amostras séricas utilizadas nos estudos de fase | e Il citados acima foram
classificadas seguindo as recomendagdes da OMS, contudo, testes comerciais podem fornecer
resultados incoerentes ou inconclusivos. Tendo em vista esta situacdo, em 2018, a analise de
classe latente (LCA) foi avaliada como teste de referéncia (padrdo-ouro) para classificar as
amostras como positivas e negativas para DC (SANTOS et al.,, 2018). A LCA é uma
ferramenta estatistica utilizada para avaliar novos testes na auséncia de um padrdo-ouro. A

presenca da doenca & desconhecida, porém, com esta abordagem, é possivel obter uma
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aproximagdo do seu estado real. Assim, a probabilidade de uma dada combinagdo de
resultados ou testes produz um padrédo de classe latente, isto é, o status de doenga, se presente
ou ausente (KONGSTED, A; NIELSEN, A.M., 2016). Neste estudo, os antigenos IBMP
foram empregados no diagndstico das amostras individualmente e a analise combinada dos
resultados definiu as amostras como positivas ou negativas. Uma amostra foi definida como
positiva quando reagia em no minimo duas moléculas e foi negativa quando apresentava
reatividade para somente uma molécula ou nenhuma delas, como mostra a figura abaixo
(Figura 17).

ELISA | P1

IBMP-8.1
IBMP-8.2
IBMP-8.3
IBMP-8.4

LCS | N N NN N P P P P PP PP P P P

0 03010308 90 97 99 88 96 99 100 100 100 100 100

Figura 17: Padrdes de resposta de classe latente e probabilidade a posteriori dos
antigenos IBMP para o diagnostico preciso da DC cronica.

Nota: As amostras foram agrupadas nas categorias P1 — P5 de acordo com o padréao
de resposta do ensaio de ELISA.

Legenda: LCS (status da classe latente). NEG (negativo). POS (positivo). PP
(probabilidade a posteriori).

Fonte: Santos et al. (2018).

A partir do estabelecimento da LCA como padrdo-ouro, esta abordagem foi utilizada
como teste de referéncia em um estudo realizado para avaliar a reatividade cruzada dos
antigenos IBMP em éareas de co-endemicidade com Leishmania spp. Neste estudo, o
quantitativo amostral foi de 629 amostras positivas para leishmaniose tegumentar e 200 para
leishmaniose visceral. Foi verificado que 82 (9,9%) amostras foram excluidas do estudo, ja
que a LCA indicou que eram co-infectadas com o T. cruzi. Se, ao invés da LCA, fosse utilizado
0 preconizado pela OMS (dois testes comerciais com preparagdes antigénicas distintas), 533
(64,3%) amostras seriam excluidas do estudo, sendo este quantitativo definido como falso-
positivo. Os indices de RC foram baixos para todas as proteinas IBMP, especialmente para
IBMP-8.4, que ndo apresentou RC com nenhuma amostra (DALTRO et al., 2019). Com base
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nos resultados obtidos usando os antigenos IBMP, avaliaremos o desempenho diagnostico
destas moléculas utilizando o Western blot.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho diagnostico dos antigenos recombinantes quimericos do
Trypanosoma cruzi (IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4) como matrizes antigénicas
utilizando a plataforma de Western blot no diagnéstico da doenca de Chagas cronica.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Padronizar os ensaios de Western blot utilizando os antigenos quiméricos IBMP;
= Validar o ensaio de Western blot utilizando os antigenos quiméricos IBMP com um
painel de soros de individuos infectados e ndo infectados pelo T. cruzi;
= Auvaliar a reatividade cruzada dos antigenos recombinantes quimericos IBMP frente
ao soro de individuos com diagndstico positivo para leishmaniose visceral utilizando

0 Western blot.
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4 MATERIAL E METODOS
41 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de uma padronizacao e validacdo de método diagndstico. O objetivo principal
deste tipo de estudo é avaliar se o teste é funcional ou ndo (estudo de fase | ou prova de
conceito), sendo comumente realizado utilizando amostras bem caracterizadas de individuos
positivos e negativos para 0 agravo em questdo (SACKETT; HAYNES, 2002). Para esta
finalidade, sdo calculados parametros de sensibilidade e especificidade e esses valores sao

comparados com o padrdo-ouro (BANOO et al., 2006).

4.2  LOCAIS DE EXPERIMENTACAO E PROCEDIMENTOS

Os processos de obtencdo e purificagdo dos antigenos IBMP foram realizados por
colaboradores do Laboratério de Gendmica de Proteinas (Instituto Carlos Chagas,
ICC/FIOCRUZ-PR). A transferéncia dos antigenos para as membranas de nitrocelulose foi
realizada no Laboratorio de Patologia Estrutural e Molecular (LAPEM, Instituto Gongalo
Moniz, IGM/FIOCRUZ-BA). A avaliacdo do potencial diagndstico da técnica foi realizada
no Laboratério Avancado de Saude Puablica (LASP, Instituto Gongalo Moniz,
IGM/FIOCRUZ-BA). A aquisicao das imagens foi realizada no Laboratério de Inflamacéo e
Biomarcadores (LIB, Instituto Gongalo Moniz, IGM/FIOCRUZ-BA).

43  OBTENCAO E PURIFICACAO DOS ANTIGENOS RECOMBINANTES

Conforme mencionado anteriormente, os antigenos foram expressos e purificados em
colaboracdo com o Instituto Carlos Chagas (ICC - Fiocruz-PR). Detalhes da obtencdo podem
ser verificados em Santos et al. (2017a). Resumidamente, os antigenos foram clonados em
vetor pET28a e expressos em Escherichia coli BL21-Star. Ap6s inducdo, as bactérias foram
lisadas e o homogenato contendo as proteinas foi separado por centrifugacdo para a

purificacdo, a qual foi realizada por meio de cromatografia de troca idnica e de afinidade.

4.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENCA DE
DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE)

A separacdo das proteinas em fungé@o de seus pesos moleculares e carga elétrica foi
conduzida através da eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS, sendo realizada

utilizando géis de concentracdo e de separacdo. Neste procedimento, os géis foram preparados
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a uma concentragéo de acrilamida de 15% e 5%, respectivamente. A solucdo correspondente
ao gel de separacdo foi depositada entre as placas até 2,5 cm abaixo da borda superior para a
placa de 10 x 10 cm, colocando em seguida uma fina camada de agua destilada. Apds
polimerizacdo, a agua destilada foi removida e a solucdo do gel de concentracdo foi
depositada. O pente marcador composto por 2 dentes (largura de 0,5 e 8 cm) ou por 10 dentes
(largura de 0,5 cm com 1 mm de espessura) foi colocado imediatamente, sendo removido apds
polimerizacdo e a placa ajustada em uma cuba vertical.

Para determinacdo das condi¢Ges Otimas do ensaio, foram avaliadas diferentes
diluicbes dos antigenos, das amostras séricas e do anticorpo secundario conjugado a
peroxidase através de checkerboard titration. Este método objetiva identificar as condigdes
que melhor diferenciam amostras positivas das negativas. Para a padronizagéo, 0s antigenos
foram diluidos em tampéo da amostra e 4gua destilada nas quantidades finais de 50, 25, 12,5,
10 e 2 ng, colocados em agua fervente durante 5 minutos e depositados em cada pogo do gel.
A eletroforese foi realizada mantendo uma corrente constante 15 mA até o término da corrida.

Tabela 1: Composicdo dos géis de separacdo e de concentracdo em SDS-PAGE.

Solugdes Gel de separacéo (15%) Gel de concentracéo (5%)
Agua destilada 1,2 ml 2,04 ml
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 1,3 ml -
Tris-HCI 1,0 M pH 6,8 - 0,375 mi
Acrilamida/bis-acrilamida 30% 2,5 ml 0,51 ml
SDS 10% 50 pl 30 ul
Persulfato de Amonia 10% 50 pl 30 ul
TEMED 2ul 3ul
4.5 TRANSFERENCIA DAS PROTEINAS PARA A MEMBRANA DE

NITROCELULOSE (NTC)

Nesta etapa foi realizada a transferéncia das proteinas presentes no gel de
poliacrilamida para a membrana de nitrocelulose. Para esta finalidade, foi feito um
“sanduiche”, como esquematicamente demonstrado na Figura 18. O sanduiche foi formado
em um sistema de transferéncia semi-seco (Trans-Blot SD System, Bio-Rad Laboratories,
EUA) e as camadas foram embebidas no tampao de transferéncia de Towbin (Tris base 5,8 g,
glicina 2,9 g, SDS 0,37 g, metanol 200 ml, agua destilada 800 ml). Uma corrente constante de
20V foi aplicada durante 1 h. Para verificar a eficiéncia da transferéncia, a membrana de NTC
(Amersham Protran NC Nitrocellulose Membrane, GE Healthcare, EUA) foi corada com

Ponceau (Sigma Diagnostics, EUA).



38

Apos lavagem com &gua destilada para retirada do excesso do corante, a membrana de
NTC foi incubada na solugéo de bloqueio (PBS-Tween a 0,05%, leite desnatado a 5%) por 1
h em temperatura ambiente, sob agitacdo. Para padronizagdo dos imunoensaios, foram
utilizadas amostras humanas previamente caracterizadas como positivas ou negativas para a
DC, sendo duas delas positivas e uma negativa, com diluicdo sérica de 1:100. Apds incubacéo
por 1 h em temperatura ambiente, foram realizadas 3 lavagens com PBS-Tween a 0,05% por
5 minutos cada. Em seguida, as membranas foram incubadas por 1 h com a anti-globulina
humana (anti-IgG) conjugada a peroxidase diluida 1:2.000 em PBS-Tween a 0,05% e leite
desnatado a 5%. Ap6s novas etapas de lavagens, foi realizada a incubagdo com Pierce™ ECL
Western Blotting Substrate (Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, EUA) ¢ a leitura
para deteccdo das bandas foi realizada no ImageQuant LAS 4000 series (General Electric,

Boston, Massachusetts, EUA). As imagens foram salvas no formato “tif”.

Catodo (-)

Papel de filtro

Gel

Membrana

Papel de filtro
y/ \

Figura 18: Representacdo esquematica da transferéncia no sistema semi-seco.
Fonte: acervo grupo SerdYtech.

4.6 DOT-BLOT PARA PADRONIZAQAO DO SORO E ANTICORPO SECUNDARIO

A técnica de Dot-Blot foi realizada para determinar as quantidades 6timas das amostras
séricas e do anticorpo conjugado. Duas membranas de NTC (Amersham Protran NC
Nitrocellulose Membrane, GE Healthcare, EUA) foram impregnadas utilizando o Bio-Dot®

Microfiltration System (Bio-Rad Laboratories, Heércules, California, EUA). Uma das
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membranas foi impregnada com soro humano positivo para a DC; a outra foi impregnada com
anticorpo secundario, em ambas as situa¢fes foram utilizadas diferentes dilui¢des de soro e
anticorpo secundario. Posteriormente, as membranas foram incubadas por 1 h em temperatura
ambiente numa solucédo de PBS-Tween 0,05% e leite desnatado a 5%. Apds bloqueio, foram
lavadas trés vezes durante 5 minutos cada. A membrana impregnada com soro foi incubada
com o anticorpo secundario na diluicdo 1:4.000 por 1 h e subsequentemente lavada como
citado anteriormente. A solucdo reveladora Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
(Thermo Scientific™, Waltham, Massachusetts, EUA) foi adicionada e a leitura para detec¢ao
das bandas foi realizada no ImageQuant LAS 4000 series (General Electric, Boston,

Massachusetts, EUA). As imagens foram salvas no formato “tif”.

4.7  PAINEL SOROLOGICO

4.7.1 Dimensionamento amostral

Por ser um estudo de validacdo de métodos (fase 1), ndo € necessaria a determinacgéo
estatistica para dimensionamento amostral, sendo a amostragem, portanto, de conveniéncia
(SANTOS et al., 2016b). Todavia, foram utilizadas amostras representativas do agravo em
questdo, ou seja, amostras de individuos residentes em diferentes regiGes geogréaficas do Brasil
(Alagoas, Amapa, Bahia, Goias, Minas Gerais, Paraiba e Pernambuco) e com variadas formas
clinicas da DC cronica (indeterminada, cardiaca e mista) (Figura 19). A selecdo da amostra
foi baseada na negatividade ou positividade por dois testes soroldgicos para DC: ELISA
Chagas Il (BIOSChile, Ingenieria Genética SA, Santiago, Chile), Imuno-ELISA Chagas
(Wama Diagnostica, Sdo Paulo, Brasil), Gold ELISA Chagas (REM Diagnoéstica, Séo Paulo,
Brasil) ou Liaison XL Murex Chagas (DiaSorin, Saluggia, Italia). Foram excluidas as
amostras com resultados divergentes entre os dois testes ou julgadas inconclusivas em um
deles. Cada amostra recebeu um c6digo numérico no laboratdrio para garantir uma analise

cega.

4.7.2 Obtencao e caracterizacao do painel soroldgico

Um total de 49 amostras foi utilizado neste estudo (Figura 19). As amostras positivas
(n = 22) foram oriundas dos estados de Alagoas, Amap4, Bahia, Goias, Minas Gerais, Paraiba,
Pernambuco, além de duas amostras advindas da OMS (IS 09/188 - DTU 1 e IS 09/186 »>
DTU 2). Trata-se de padrdes bioldgicos internacionais disponibilizados pela OMS para

avaliacdo de testes diagnosticos para a DC cronica (OMS, 2007). Foram incluidas amostras



40

com as diferentes formas clinicas da DC: cardiaca, mista e indeterminada. As amostras
negativas (n = 24) foram provenientes de areas endémicas da Bahia, Goias, Minas Gerais e
Pernambuco. Para a padronizacdo dos imunoensaios foram utilizadas duas amostras positivas
e uma negativa para a DC, provenientes do estado da Bahia. Adicionalmente, trés amostras
positivas para leishmaniose visceral, oriundas do Rio Grande do Norte, foram incluidas para
avaliacdo da reatividade cruzada. Todas as amostras foram recaracterizadas em nosso
laboratdrio quanto a presenca ou auséncia de anticorpos anti-T. cruzi usando a classe latente
como teste de referéncia (SANTOS et al., 2018). Os resultados da recaracterizacdo encontram-

se disponiveis na Tabela 2.

Amostras participantes do estudo (n = 49)

Alagoas (AL)

Positiva
Indeterminada (n = 1)

%

RN

AL

América do Sul

R 2

1000 km

Pernambuco (PE)

Positivas
Forma cardiaca (n= 1)
Indeterminada (n = 5)
Negativas (n = 5)

Paraiba (PB)

Positiva
Forma cardiaca (n= 1)

Bahia (BA)

Positivas

Forma cardiaca (n = 3)
Forma mista (n = 2)
Negativas (n = 8)

Rio Grande do Norte (RN)

Negativas (n = 3)

Positivas para leishmaniose visceral

Minas Gerais (MG)

Positivas
Forma cardiaca (n = 3)
Forma mista (n = 1)
Negativas (n=7)

Amapa (AP)

Positiva
Indeterminada (n = 1)

Goias (GO)

Positivas
Forma mista (n = 2)
Negativas (n = 4)

Positivas (n = 2)
1S 09/186 (Brasil - DTU 2)
IS 09/188 (México - DTU 1)

Figura 19: Representacdo esquematica do painel amostral do estudo.

Fonte: a autora.

Tabela 2: Recaracterizacdo das amostras usadas para a padroniza¢do dos imunoensaios,

estudo de Fase | e reatividade cruzada.

ELISA indireto (IR)

Amostra  Origem Finalidade Clinica 81 82 83 84 LCA
NEG-01 BA FASE | - 0,48 0,23 0,32 0,19 NEG
NEG-02 BA FASE | - 047 041 0,15 0,22 NEG
NEG-03 BA FASE | - 0,46 031 0,20 0,16 NEG
NEG-04 BA FASE | - 059 040 0,35 0,28 NEG
NEG-05 BA FASE | - 0,18 0,28 0,18 0,12 NEG
NEG-06 BA FASE | - 0,34 029 0,22 0,15 NEG




NEG-07 BA FASE | - 0,23 0,13 0,07 0,15 NEG

NEG-08 BA FASE | = 024 0,17 0,13 0,15 NEG
NEG-09 GO FASE | - 0,44 031 013 0,10 NEG
NEG-10 GO FASE | = 051 045 031 0,14 NEG
NEG-11 GO FASE | - 0,70 056 0,81 0,77 NEG
NEG-12 GO FASE | = 011 0,12 0,06 0,11 NEG
NEG-13 MG FASE | - 066 054 034 0,53 NEG
NEG-14 MG FASE | = 052 029 018 0,31 NEG
NEG-15 MG FASE | - 0,32 053 023 0,78 NEG
NEG-16 MG FASE | = 066 054 034 0,53 NEG
NEG-17 MG FASE | - 030 0,29 0,13 0,26 NEG
NEG-18 MG FASE | = 042 050 0,17 0,32 NEG
NEG-19 MG FASE | - 032 053 023 0,78 NEG
NEG-20 PE FASE | = 0,10 0,19 0,08 0,09 NEG
NEG-21 PE FASE | - 020 049 0,18 0,18 NEG
NEG-22 PE FASE | = 054 0,60 0,22 0,37 NEG
NEG-23 PE FASE | - 023 0,23 0,21 0,17 NEG
NEG-24 PE FASE | - 0,19 0,50 0,57 0,30 NEG
IS 09/186 Brasil FASE | IND 116 185 1,14 1725 POS
IS 09/188  México FASE | IND 113 207 1,11 1,20 POS
POS-01 AL FASE | IND 102 093 192 154 POS
POS-02 AP FASE | IND 179 120 127 207 POS
POS-03 BA FASE | CAR 495 299 411 274 POS
POS-04 BA FASE | CAR 102 129 248 1,69 POS
POS-05 BA FASE | MIS 428 452 3,63 4,39 POS
POS-06 BA FASE | MIS 595 485 480 511 POS
POS-07 BA FASE | CAR 570 3,17 4,32 277 POS
POS-08 GO FASE | MIS 096 340 255 2724 POS
POS-09 GO FASE | MIS 6,71 3,24 3,33 3,10 POS
POS-10 MG FASE | MIS 277 164 038 244 POS
POS-11 MG FASE | CAR 308 336 099 271 POS
POS-12 MG FASE | CAR 593 6,97 2,76 4,90 POS
POS-13 MG FASE I CAR 451 144 134 198 POS
POS-14 PB FASE | CAR 593 6,38 1,77 3091 POS
POS-15 PE FASE | IND 501 542 272 331 POS
POS-16 PE FASE | IND 223 137 247 1093 POS
POS-17 PE FASE | IND 224 216 0,66 1,78 POS
POS-18 PE FASE | IND 407 499 261 3,30 POS
POS-19 PE FASE | IND 421 376 212 289 POS
POS-20 PE FASE | CAR 391 377 092 257 POS
LV-01 RN RC - 0,60 083 0,51 0,52 NEG
LV-02 RN RC - 0,74 116 063 0,61 NEG
LV-03 RN RC - 097 104 062 0,70 NEG
POS-01-P BA PADRON - 414 354 183 3,13 POS
POS-02-P BA PADRON - 458 4,01 344 342 POS
NEG-01-P BA PADRON - 023 0,27 023 0,26 NEG

Legenda: AL (Alagoas); AP (Amapa); BA (Bahia); CAR (Cardiaca); GO (Goias);
IND (Indeterminada); IR (indice de reatividade); LCA (Andlise de classe latente);
MG (Minas Gerais); MIS (Mista); NEG (Negativa); PADRON (Padronizagéo); PB
(Paraiba); PE (Pernambuco); POS (Positiva); RC (Reatividade cruzada); RN (Rio
Grande do Norte).

Fonte: a autora.
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4.7.3 Critérios de inclusao

Foram incluidas neste estudo amostras séricas de individuos acometidos pela DC, em
suas diferentes formas clinicas (indeterminada, cardiaca e mista) e negativas para a DC, com
recaracterizacdo soroldgica realizada pela analise de classe latente, bem como amostras
séricas de individuos positivos para leishmaniose visceral, mas negativas para a DC pela

classe latente.

4.7.4 Critérios de excluséo

Amostras com volumes inferiores a 200 ul e que ndao foram submetidas a

recaracterizacdo soroldgica por meio da analise de classe latente.

48 ASPECTOSETICOS

O presente estudo estd inserido no projeto “Avaliacdo e validacdo do potencial
diagndstico de proteinas recombinantes para deteccdo de patdgenos investigados pela
Hemorrede do Brasil e pela triagem pré-natal do SUS” (aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Instituto Goncalo Moniz — Fiocruz/BA; CAAE 67809417.0.0000.0040).

4.9 EXPRESSAO E ANALISE DOS RESULTADOS DA PADRONIZACAO
4.9.1 Analise das imagens

As imagens das membranas foram capturadas pelo ImageQuant LAS 4000 series
(General Electric, Boston, Massachusetts, EUA) ap6s 30 segundos de exposi¢do a luz
produzida na reacdo de quimiluminescéncia. As imagens foram obtidas no formato
monocromatico ¢ em cores invertidas, sendo salvas na extensdo “tiff” (Figura 20). A
intensidade de coloracdo, denominada intensidade relativa de banda (RBI; Relative Band
Intensity) nas areas de interesse (areas de reacao) foi mensurada utilizando selecéo retangular
na barra de menus do Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA)
(SCHNEIDER et al, 2012). Para cada membrana, foi também mensurada a intensidade de cor
em regides onde ndo houve reacédo, visando estabelecer o branco (background) por amostra
analisada. Com objetivo de minimizar viés de leitura, a mesma area retangular foi aplicada a

todas as imagens adquiridas (Figura 20).
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Figura 20: Imagens obtidas no ImageQuant LAS 4000 para
mensuracdo da intensidade de cor nas &reas de reacdo e
background, usando o software Image J.

Nota: Areas em laranja representam as selecbes retangulares
usadas para mensuracao da intensidade de cor.

Fonte: A autora.

4.9.2 Analise estatistica

As intensidades relativas das bandas (RBI) foram adquiridas através do Image J e
analisadas usando o software GraphPad Prism versdo 8 (San Diego-CA, USA). A estatistica
descritiva foi apresentada como média geométrica + desvio padrdo (DP). O teste Shapiro-
Wilk foi utilizado para testar a normalidade dos dados. Quando a homogeneidade assumida
foi confirmada, foi utilizado o teste T de Student. Caso contrario, foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. Todas as analises foram bicaudais e um valor de p inferior a 5% (p <0,05) foi
considerado significativo. Os pontos de corte foram estabelecidos pela determinacédo da maior
area sob a curva ROC (Receiver Operating Characteristic), que foi empregada para
estabelecer um RBI méaximo para distinguir amostras positivas e negativas de T. cruzi. As
areas abaixo da curva ROC (AUC) foram consideradas para avaliar a precisdo global de cada
proteina IBMP, cujos valores podem ser classificados como baixos (0,51-0,61), moderados
(0,62-0,81), elevados (0,82-0,99) ou excelentes (1,0) (SWETS, 1988). Os parametros de
desempenho, como sensibilidade, especificidade e acuracia, foram determinados usando uma
tabela de dupla entrada. Os intervalos de confianca a 95% (1C95%) foram calculados para
abordar a precisdo das estimativas de proporcdo dos parametros de desempenho. A anélise
Kappa de Cohen (k) foi empregada para determinar a concordancia entre os resultados da
analise de classe latente e aqueles obtidos através do WB-IBMP, sendo interpretado como
baixa concordancia (kx = 0), concordancia leve (0,20 < k > 0), concordancia justa (0,40 <k >

0,21), concordancia moderada (0,60 < k > 0,41), concordancia substancial (0,80 <k >0,61),
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concordancia quase perfeita (1,0 < x > 0,81) e concordancia perfeita («x = 1,0) (LANDIS;
KOCH, 1977).
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5 RESULTADOS
5.1  SDS-PAGE DOS ANTIGENOS IBMP

Na analise dos antigenos IBMP através do SDS-PAGE foi possivel observar bandas

distintas e conservadas, na auséncia de degradacdo (Figura 21).
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Figura 21: SDS-PAGE dos antigenos IBMP
corados pelo azul de Coomassie com 1 g de
antigeno distribuido por pogo.

Legenda: kDa (quilodaltons); PM (peso
molecular).

Fonte: a autora.

5.2 PAINEIS SOROLOGICOS

5.2.1 Recaracterizac¢ao sorologica

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram previamente submetidas a analise de
classe latente considerando os resultados obtidos em ensaios de ELISA indireto utilizando os
quatro antigenos quiméricos IBMP (Tabela 2). Todas as amostras negativas apresentaram
indice de reatividade inferior a 1,00. Em relacdo as amostras positivas, 16 foram positivas
para todos os ensaios IBMP-ELISA. Estes dados indicam uma probabilidade a posteriori de
100% da classificacdo soroldgica pela LCA estar correta. Para seis amostras positivas, quatro

delas apresentaram resultado negativo para molécula IBMP-8.3, uma para a IBMP-8.2 e uma
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para a IBMP-8.1. Todavia, a probabilidade a posteriori destas amostras serem classificadas
como positivas para a DC pela LCA também é de 100%. Para as amostras positivas para
leishmaniose visceral, a probabilidade a posteriori de serem negativas para a DC é de 100%,
visto que todas elas apresentam indice de reatividade inferior a 1,00. Com base nos resultados
obtidos, todas as amostras elegiveis para a realiza¢do do estudo encontram-se aptas para serem
usadas nos ensaios de WB, tanto nas avaliacGes de fase | quanto na analise de reatividade

cruzada.

5.2.2 Padronizagdo do WB

Para determinar as condicdes 6timas do ensaio, foram avaliadas diferentes diluices
dos antigenos, das amostras séricas e do anticorpo secundario através de checkerboard
titration. Esse método objetivou identificar as condi¢es que melhor diferenciam amostras
positivas das negativas. O antigeno IBMP-8.4 foi o primeiro a ser padronizado, pois
apresentou o melhor desempenho nos estudos realizados anteriormente (SANTOS et al.,
2017a; SANTOS et al., 2017b; DEL-REI et al., 2019; DOPICO et al., 2019). Inicialmente,
foi as dilui¢bes de 100, 200, 400, 800, 1.600, 3.200 e 6.400 vezes. Para esta finalidade
foi usada a amostra POS-02-P (Tabela 2). O conjugado foi utilizado na proporcao de 1:4.000
e 0 tempo de exposicao a luz produzida na reacdo de quimiluminescéncia foi de 30 segundos.
Conforme demonstrado na Figura 22, a diluicdo sérica que apresentou o maior sinal de
quimiluminescéncia foi a de 100 vezes. Portanto, a diluicdo de 1:100 foi adotada para as
demais etapas de padronizagdo da técnica de WB.
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Figura 22: Avaliacdo da diluicdo da amostra por Dot-Blot.

Legenda: Imagem invertida da membrana de Dot-Blot (A); Andlise
grafica mostrando a diluicdo de escolha (circulo lilas).

Nota: A escolha do ponto de diluicdo baseou-se no maior sinal de
quimiluminescéncia.

Fonte: a autora.

Uma vez estabelecida a dilui¢cdo das amostras em 1:100, foi realizado um novo ensaio
de Dot-Blot para a definicdo da melhor diluicdo do anticorpo secundario. Nesta situacdo, a
membrana foi impregnada através do vacuo com quantidades distintas do antigeno (IBMP-
8.4), a saber: 3, 1,5, 0,75, 0,375, 0,187, 0,094, 0,047 e 0,023 pg por pogo. O conjugado foi
avaliado nas dilui¢bes de 500, 1.000, 2.000 e 4.000 vezes. De acordo com a Figura 23, a
diluicdo do anticorpo secundario baseou-se em sua capacidade em identificar todas as
diluicbes do antigeno, mesmo em situacdes mais extremas de diluicdo (0,023 pg/po¢o). Dessa
forma, considerando a maior diluicdo que ofereceu esta condicdo, a diluicdo do anticorpo

secundario foi estabelecida em 1:2.000.
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Figura 23: Avaliacdo da diluicdo do anticorpo secundario por Dot-Blot.

Legenda: Imagens invertidas da membrana de Dot-Blot (A); Analise gréfica mostrando a
diluicdo de escolha (circulo lilas).

Nota: A escolha do ponto de diluicdo baseou-se na capacidade do anticorpo secundario em
identificar os antigenos em distintas dilui¢des, com sinal de quimiluminescéncia superior a

20, mesmo utilizando baixa quantidade de antigeno (0,023 pg/po¢o)
Fonte: a autora.

Apo6s a definicdo da diluicdo das amostras séricas e do anticorpo secundario, foi
realizada a técnica de WB para estabelecimento da melhor quantidade do antigeno IBMP-8.4,
o qual foi diluido em tampdo da amostra e agua destilada nas quantidades finais de 50, 25,
12,5, 10 e 2 ng. As amostras foram submetidas a fervura por 5 minutos e, em seguida,
depositadas nos pocos dos géis. Para esta finalidade foram utilizadas duas amostras positivas
(POS-01-P e POS-02-P) e uma negativa (NEG-01-P) para DC (Tabela 2). A condicdo
escolhida foi baseada na determinacdo do valor da relacdo sinal-ruido (SNR), sendo
selecionado o maior valor. Assim, a quantidade de antigeno para o IBMP-8.4 foi estabelecida
em 12,5 ng por poco, no qual apresentou SNR de 101. Esta foi a quantidade de antigeno que
proporcionou valor da relacdo sinal-ruido (SNR) superior a 100. Apesar do SNR ser inferior
ao encontrado para 50 ng, optou-se por 12,5 ng devido a presenca de bandas inespecificas nas
amostras positivas quando quantidades superiores a 12,5 ng foram avaliadas. As andlises
gréafica e visual das imagens invertidas podem ser visualizadas na Figura 24.
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Figura 24: Avaliagdo da quantidade de antigeno IBMP-8.4 para ser utilizado nos ensaios de
Western blot.

Legenda: A linha vermelha representa a intensidade média do sinal dos controles positivos,
enguanto a azul representa a intensidade de sinal do controle negativo.

Fonte: a autora.

Apo0s o estabelecimento das condi¢des de ensaio para o antigeno IBMP-8.4, foram
realizadas as avalia¢Oes para os demais antigenos. Para esta finalidade, o anticorpo secundario
e as amostras séricas foram utilizados nas mesmas dilui¢des determinadas para o antigeno
IBMP-8.4, ou seja, 1:2.000 e 1:100, respectivamente. Foram avaliadas as quantidades de 50,
25, 12,5, 10 e 2 ng do IBMP-8.1, IBMP-8.2 ou IBMP-8.3 por pogo. Para as trés moléculas, o
maior valor de SNR foi atingido ao utilizar 12,5 ng do antigeno por pogo: 121,6 para o IBMP-
8.1, 46,5 para o0 IBMP-8.2 e 51,2 para 0 IBMP-8.3. As analises graficas e visuais das imagens

invertidas podem ser visualizadas nas Figuras 25, 26 e 27, respectivamente.
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Figura 25: Avaliagdo da quantidade de antigeno IBMP-8.1 para ser utilizado nos ensaios de
Western blot.
Legenda: A linha vermelha representa a intensidade média do sinal dos controles positivos,

enguanto a azul representa a intensidade de sinal do controle negativo.

Fonte: a autora.
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Figura 26: Avaliagdo da quantidade de antigeno IBMP-8.2 para ser utilizado nos ensaios de
Western blot.
Legenda: A linha vermelha representa a intensidade média do sinal dos controles positivos,

enquanto a azul representa a intensidade de sinal do controle negativo.

Fonte: a autora.
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Padronizacdo - IBMP-8.3
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Figura 27: Avaliagdo da quantidade de antigeno IBMP-8.3 para ser utilizado nos ensaios de
Western blot.

Legenda: A linha vermelha representa a intensidade média do sinal dos controles positivos,
enguanto a azul representa a intensidade de sinal do controle negativo.

Fonte: a autora.

53 ESTUDO DE FASE |

A analise da area abaixo da curva ROC (AUC) revelou que todos os antigenos
alcancaram a maxima eficiéncia (AUC = 100%) em diferenciar amostras positivas de
negativas para a DC cronica. Segundo a classificacdo proposta por Swets (1988), todas as
quatro moléculas atingiram valores discriminatérios excelentes (Figura 28). Tais resultados
sdo corroborados com a andlise das intensidades relativas de bandas (RBI) entre amostras
positivas e negativas, a qual demonstrou diferenca significativa para os quatro antigenos (p <
0,0001).

Do total de amostras positivas (n = 22), o antigeno IBMP-8.3 classificou duas delas
(9,1%) como falso-negativas, conferindo sensibilidade de 90,9%. Para as demais moléculas,
todas as amostras positivas foram corretamente classificadas, resultando em 100% de
sensibilidade. Na analise das amostras negativas (n = 24), todas foram corretamente
classificadas pelas quatro moléculas, obtendo 100% de especificidade. Todas as moléculas
apresentaram 100% de acurécia, exceto a IBMP-8.3, que demonstrou ser 95,7% acurada
devido as duas amostras positivas classificadas erroneamente como negativas. Dada a
sobreposicdo dos 1C95%, ndo houve diferenga significativa nos valores de sensibilidade,

especificidade e acuracia entre os quatro antigenos. O indice de Kappa de Cohen revelou
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concordéancia perfeita (k = 1,00) para o IBMP-8.1, IBMP-8.2 e IBMP-8.4 e quase perfeita (k
= 0,91) para o IBMP-8.3. Os pardmetros de desempenho e seus respectivos intervalos de

confianca a 95% estdo disponiveis na Figura 28.
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Figura 28: Representacdo grafica das intensidades relativas de bandas dos antigenos IBMP
no estudo de fase | e parametros de desempenho diagnéstico utilizando o Western blot como
plataforma diagndstica.

Nota: A &area sombreada representa a zona cinza (IR £ 10%). As linhas horizontais e os
nameros para cada grupo de resultados representam as médias geométricas (£ 95% IC) das
intensidades relativas de bandas.

Legenda: Tc-Pos: Amostras positivas para Trypanosoma cruzi; Tc-Neg: Amostras negativas
para T. cruzi; AUC: Area abaixo da curva ROC; IC: Intervalo de confianca.

Fonte: a autora.

Dentre as amostras positivas, 0 antigeno que apresentou a maior média geométrica foi
0 IBMP-8.4 (RBI = 7,40 + 2,40), seguido pelo IBMP-8.1 (RBI =5,40 + 2,49), IBMP-8.2 (RBI
=3,84+1,12) e IBMP-8.3 (IR =2,67 £ 0,90) (Figura 28). Para as amostras negativas, o IBMP-
8.3 (IR = 0,05 £ 0,02) apresentou 0 menor sinal de reatividade, sequido pelo IBMP-8.2 (IR =
0,07 + 0,04), IBMP-8.4 (IR = 0,08 + 0,05) e IBMP-8.1 (IR = 0,12 £ 0,07). Dada a auséncia
de sobreposicédo dos valores de 1C95% da RBI das amostras positivas, observou-se que a

molécula IBMP-8.3 apresentou valor significativamente inferior ao descrito paraa IBMP-8.4.
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No grupo das amostras negativas, a analise dos valores de IC95% revelou que nao ha diferenca
entre os valores de especificidade. Ndo foram observados resultados na zona de
indeterminagao (0,90 > RBI < 1,10) para nenhuma das quatro moléculas analisadas.

As imagens das membranas de nitrocelulose ap0s reagdo com amostras positivas e
negativas para a DC utilizando as moléculas IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4

estdo disponiveis nas Figuras 29 e 30, respectivamente.

Amostras positivas - Trypanosoma cruzi

1S 09/186
(Indeterminada; Brasil)

IS 09/188
(Indeterminada; Mexico)

T. cruzi-positiva 01
(Indeterminada; AL)

T. cruzi-positiva 02
(Indeterminateda; AP)

T. cruzi-positiva 03
(Cardlaca; BA)

T. cruzi-positiva 04
(Cardiaca; BA)

81 82 83 84

27 112

81 8.2 83 84

54 81 29 119

81 82 83 84

11 22 16 11

81 82 83 84

12 64 1.3 156

81 82 83 84

12 26 26 108

81 82 83 84

169 34 55 26

T. cruzi-positiva 05
(Cardio-digestiva; BA)

T. cruzi-positiva 06
(Cardio-digestiva; BA)

T. cruzi-positiva 07
(Cardiaca; BA)

T. cruzi-positiva 08
(Cardio-digestiva; GO)

T. cruzi-positiva 09
(Cardio-digestiva; GO)

T. cruzi-positiva 10
(Cardio-digestiva; MG)

81 82 83 84

101 89 25 6.6

81 8.2 83 84

13 79 38 96

81 82 83 84

10.3 4.5 12.3 10.0

8.1 82 83 84

15.0 63 51 5.2

81 82 83 84

57 56 103 141

81 82 83 84

123 13 54 53

T. cruzi-positiva 11
(Cardiaca; MG)

T. cruzi-positiva 12
(Cardiaca; MG)

T. cruzi-positiva 13
(Cardiaca; MG)

T. cruzi-positiva 14
{Cardiaca; PB)

T. cruzi-positiva 15
(Indeterminada; PE)

T. cruzi-positiva 16
(Indeterminateda; PE)

81 82 83 84

71 56 08 3.5

81 8.2 83 84

42 3.0 38 163

81 82 83 84

28 35 16 64

81 82 83 84

291 74 54 143

81 82 83 84

16.8 10.2 2.9 164

81 82 83 84

25 19 14 36

T. cruzi-positiva 17
(Indeterminada; PE)

T. cruzi-positiva 18
(Indeterminada; PE)

T. cruzi-positiva 19
(Indeterminada; PE)

T. cruzi-positiva 20
(Cardiaca; PE)

81 8.2 83 84

14 11 16 3.0

81 82 83 84

85 53 1.5 106

81 82 83 84

95 19 16 7.3

81 82 83 84

12.2 2.2 08 127

Figura 29: Imagens das membranas de nitrocelulose apds reacdo com amostras positivas para
a doenca de Chagas utilizando as moléculas IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4.
Nota: Cut-off = 1,00. Valores numéricos abaixo de cada membrana indicam o a intensidade
relativa de banda.

Legenda: BA: Bahia; GO: Goias; MG: Minas Gerais; PE: Pernambuco.

Fonte: a autora.



Amostras negativas - Trypanosoma cruzi
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T. cruzi- negatlva 01

T. cruzi- negatlva 02

T. cruzi- negatlva 03

T. cruzi- negatlva 04

T. cruzi- negatlva 05

T. cruzi- negatlva 06

8.1 82 83 8.4

0.45 0.01 0.02 0.04

8.1 82 83 8.4

0.20 0.11 0.02 0.52

8.1 82 83 8.4

0.14 0.01 0.01 0.02

8.1 82 83 8.4

0.26 0.11 0.03 0.18

8.1 82 83 8.4

0.06 0.03 0.04 0.01

8.1 82 83 8.4

0.63 0.34 0.02 0.57

T. cruzi- negatlva 07

T. cruzi- negatlva 08

T. cruzi- negatlva 09
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Figura 30: Imagens das membranas de nitrocelulose apds reacdo com amostras negativas para
a doenca de Chagas utilizando as moléculas IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4.
Nota: Cut-off = 1,00. Valores numéricos abaixo de cada membrana indicam o a intensidade
relativa de banda.

Legenda: BA: Bahia; GO: Goias; MG: Minas Gerais; PE: Pernambuco.

Fonte: a autora.

54  AVALIACAO DA REATIVIDADE CRUZADA

A avaliacdo grafica das reacdes cruzadas esta descrita na Figura 31. Para esta avaliacdo
foram utilizadas somente trés amostras positivas para leishmaniose visceral, cedidas por
colaboradores da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. Ndo houve reatividade para
nenhuma das trés amostras analisadas pelos quatro antigenos IBMP. Apesar da amostra LV-
03 apresentar uma banda clara para a molécula IBMP-8.4 o seu sinal (RBI =0,11) ficou abaixo
do ponto de corte (cut-off = 1,00). A média dos sinais variou de 0,02 para o IBMP-8.1 até 0,15

para a molécula IBMP-8.2.
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Figura 31: Analise gréafica e visual da reatividade cruzada dos antigenos IBMP para
leishmaniose visceral utilizando o Western blot como plataforma diagndstica.

Nota: Cut-off = 1,00.

Legenda: RBI: Intensidade relativa de banda; RN: Rio Grande do Norte; LV: Leishmaniose

visceral; Neg (negativo).
Fonte: a autora.
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6 DISCUSSAO

O diagnostico da doenca de Chagas na fase crénica se baseia em testes soroldgicos
para deteccdo de anticorpos 1gG anti-T. cruzi e isso ocorre por conta da baixa parasitemia
relatada nesta fase, o que torna os métodos de diagnostico parasitologicos diretos pouco
confidveis (BRASIL et al., 2010; OMS, 2002). As técnicas soroldgicas utilizadas podem ser
convencionais — com o0 emprego de antigenos parasitarios inteiros e/ou extratos purificados —
ou nao convencionais — quando antigenos recombinantes e/ou peptideos sintéticos constituem
as matrizes antigénicas dos testes. Os ensaios mais comuns sdo a imunofluorescéncia, a
hemaglutinagdo, a quimiluminescéncia e o ELISA indiretos (FLORES-CHAVEZ et al.,
2010).

Uma vez que ndo ha testes de referéncia (padrdo-ouro) disponiveis para a fase cronica, o
diagnostico deve se basear na presenca de IgG anti-T. cruzi através do uso de dois ensaios
soroldgicos distintos ou que usem diferentes antigenos na sua matriz (DIAS et al., 2016; OMS,
2002). Embora os fabricantes de testes para a DC relatem sensibilidade e especificidade de
aproximadamente 100%, a ocorréncia de resultados falso-positivos e inconclusivos € um
problema recorrente (sendo 3% em laboratorios clinicos), especialmente quando os titulos
soroldgicos estdo proximos do cut-off (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018).

Resultados variados ocorrem possivelmente por conta de alguns fatores, como o uso de
diferentes cepas em cada teste, diferentes fragcdes antigénicas, a capacidade imunogénica da
cepa em questdo, e a variacdo na resposta imune humoral que cada individuo desenvolve
durante a infeccdo (REICHE et al., 1998). Por estes motivos, resultados conflitantes entre o0s
dois testes usados para diagnéstico podem ocorrer, o que leva a um perfil de inconclusividade
diagndstica. Na tentativa de esclarecer a tal inconclusividade, um terceiro ensaio € indicado.
O Western blot se enquadra nesta situacdo por apresentar vantagens frente aos demais
métodos, pois permite a identificacdo de anticorpos que reconhecem fracdes polipeptidicas
em misturas antigénicas complexas do parasito. Portanto, 0 WB pode ter um desempenho
melhor do que outras técnicas imunoldgicas (RIERA et al., 2012). Apesar desta vantagem, o
uso de misturas complexas de antigenos apresenta limitagfes importantes, que podem levar a
resultados falso-negativos. De fato, a padronizagéo e reprodutibilidade do teste podem ser
prejudicados devido a variabilidade de cultivo do parasito ou alternancias entre cepas. Outra
desvantagem consiste na expressdo diferenciada de antigenos a depender da cepa circulante
(DE PABLOS; OSUNA, 2012), o que torna os testes indicados para certas regides
geograficas, mas ndo para outras. Assim, estratégias devem ser formuladas para evitar as

desvantagens do uso de misturas complexas do parasito como matriz antigénica do WB de
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modo que o teste possa ser utilizado em diferentes regides geogréaficas do mundo sem
ocorréncia de resultados falso-negativos.

Em um estudo realizado em 2016, quatro antigenos recombinantes quiméricos do T. cruzi
(IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4) foram expressos e seus desempenhos avaliados
no diagnostico sorolégico da DC (SANTOS et al., 2016b). Naquela ocasido, foi possivel
identificar anticorpos anti-T. cruzi independentemente da cepa do parasito, elevando a
sensibilidade dos ensaios sem, contudo, reduzir a especificidade. Trata-se de moléculas
linearizadas e formadas por epitopos conservados e repetitivos de diferentes proteinas do T.
cruzi. Estas moléculas foram posteriormente avaliadas utilizando amostras séricas de
individuos provenientes de diferentes regides do mundo e em diferentes plataformas
diagnosticas, corroborando com os dados obtidos em 2016 (CORDEIRO et al., 2020; DEL-
REI et al., 2019; DOPICO et al., 2019; SANTOS et al., 2017a, 2017b, 2018; SILVA et al.,
2020). Devido a sua constituicdo, estas moléculas identificam uma diversidade maior de
anticorpos por apresentarem maior variedade de epitopos disponiveis para ligacdo, o que
possibilita a sua utilizacdo em diferentes cenarios de endemicidade e de circulacédo de cepas
distintas do parasito. De fato, a variabilidade antigénica e a expressdo diferenciada de
antigenos podem comprometer a identificacdo de alguns epitopos presentes na proteina
quimérica, mas dificilmente a fardo com todos os epitopos. Assim, diante da alta
especificidade e sensibilidade relatadas nos ensaios de WB (GOMES et al., 2001; RIERA et
al., 2012), a utilizacdo das proteinas recombinantes quiméricas IBMP aumentaria 0s
parametros de desempenho, resultando numa técnica confirmatdria confiavel.

No ano de 2016 o Unico teste comercial de WB para DC teve sua fabricacdo
interrompida, deixando uma lacuna no diagnostico confirmatorio para DC crénica no mundo.
Diante deste fato, e dadas as caracteristicas dos antigenos quiméricos, nos avaliamos e
validamos o desempenho dos antigenos IBMP na identificacdo da DC cronica, utilizando o

WB como plataforma diagndstica. Os resultados obtidos serdo discutidos a seguir.

6.1 WESTERN BLOT NO DIAGNOSTICO DA DC

O WB é comumente utilizado para o diagndstico clinico de diversas doencas
parasitarias e flngicas, como a toxoplasmose, paracoccidioimicose, aspergilose e
equinococose. Este método também é empregado no diagndstico confirmatorio das infecgbes
causadas pelo HIV-1/2 e pelo HTLV-1/2 (CAMPOS et al., 2020; DA SILVA BRITO et al.,
2018; MISHRA,; TIWARI; GOMES, 2017). Diversos pesquisadores investigaram a utilidade

do WB no diagnostico confirmatério da DC quando testes convencionais obtiveram resultados
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inconclusivos, e altos valores de sensibilidade e especificidade foram relatados (GOMES et
al., 2001; MORGADO et al., 1989; REICHE et al., 1998; RIERA et al., 2012; SANCHEZ et
al., 2001). Em 1985, um estudo utilizou 0 WB com preparo de extrato bruto de epimastigotas
do T. cruzi para avaliar o desempenho de antigenos de epimastigota em diagnosticar a DC,
contudo foram reconhecidos por anticorpos anti-T. cruzi, anti-Leishmania braziliensis e anti-
Leishmania donovani (ARAUJO, 1986). Um outro estudo avaliou o WB na detecgédo de
anticorpos especificos contra polipeptidios antigénicos do T. cruzi como um método
alternativo para confirmar o diagnostico laboratorial da DC, utilizando antigenos de
epimastigotas da cepa Y (REICHE et al., 1998). Neste estudo, os autores concluiram que o
WB pode ser utilizado como um teste confirmatorio para DC.

O TESA (Trypomastigote Excreted-Secreted Antigen) é um antigeno composto por
transialidases, que estimulam fortemente a resposta humoral dos individuos infectados.
Usualmente, este antigeno é empregado nas investigacdes que envolvem diagnostico da DC
através do WB, resultando em elevados valores de sensibilidade e especificidade. A sua
utilizacdo como antigeno de captura no WB comecou em 1996, com o estudo de Umezawa e
colaboradores. Naquela ocasido, 0s autores utilizaram o TESA coletado do sobrenadante de
cultura de células LLC-MK2 infectadas com a forma tripomastigota da cepa Y de T. cruzi.
Foi verificado que, em individuos portadores da forma crbnica da DC, os valores de
sensibilidade e especificidade foram de 100% e 99,4%, respectivamente. Estes achados foram
confirmados posteriormente em dois estudos executados com amostras provenientes de
diferentes localidades do Brasil (UMEZAWA et al., 1996; UMEZAWA; SHIKANAI-
YASUDA; STOLF, 1996).

Diante dos resultados promissores encontrados pelo grupo da Dr2. Eufrosina Umezawa, a
BioMérieux SA do Brasil se interessou pelo teste e passou a comercializar um teste de WB
utilizando o TESA como preparacdo antigénica, denominado TESAcruzi. A partir deste
momento, 0 TESAcruzi passou a ser utilizado no Brasil e no mundo como teste sorolégico
confirmatdrio para a DC crénica, sendo recomendado para esta finalidade pelo 11 Consenso
Nacional em Doenca de Chagas (DIAS et al., 2016). Em 2010, o seu desempenho diagnostico
foi avaliado em um estudo utilizando 77 amostras séricas de criangas entre 0 e 5 anos
residentes em areas rurais do Brasil (FRADE et al., 2011). Com este grupo amostral, o
TESAcruzi apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 99,16%. Assim, 0 mesmo
passou a ser utilizado com frequéncia para elucidagdo diagnostica nos casos de
inconclusividade ou discordancia de resultados ao empregar outros métodos. Em 2012, Brito

e colaboradores utilizaram o TESAcruzi para diagnosticar 41 individuos residentes no Rio
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Grande do Norte que apresentaram sorologia inconclusiva pelo ELISA, IFI ou HAI (BRITO
et al., 2012). Similarmente, Picka e colaboradores utilizaram o TESAcruzi em 84 amostras —
das quais 56 foram positivas - sendo considerado pelos autores o melhor teste para elucidar as
sorologias inconclusivas para DC dentre os analisados no estudo (ELISA, HALI, IFl e PCR)
(PICKA et al., 2007). No entanto, a sua producéo foi descontinuada, deixando esta lacuna no
diagndstico confirmatorio da DC. Na tentativa de suprir esta deficiéncia, recomenda-se a
utilizacdo de um terceiro método (ELISA, HAI ou IFI) para obtencdo de um consenso
diagnostico. Conforme mencionado anteriormente, embora o TESAcruzi apresentasse elevada
sensibilidade e especificidade, os antigenos TESA, por serem uma mistura complexa de
antigenos, apresentam limitacGes em seu uso, o que leva a resultados falso-negativos (FRADE
et al., 2011; PICKA et al., 2007). Uma estratégia para contornar este obstaculo baseia-se na
utilizacdo de antigenos recombinantes ou recombinantes quiméricos.

De fato, antigenos recombinantes também sdo empregados como matriz antigénica no
WB. Em 1994, a glicoproteina purificada GP160 de tripomastigotas foi testada em soros de
individuos com diagndstico positivo e todos reagiram positivamente (NORRIS et al., 1994).
Em 1995, Krautz et. al utilizaram a proteina recombinantes rTc24 na analise do soro de 72
pacientes tratados para DC, sendo 40 ndo curados e 32 curados. Esta proteina pode ser
encontrada na membrana do parasito em todos os estagios evolutivos, principalmente nos
flagelos das formas tripomastigota e epimastigota; suas sequéncias génicas tém similaridade
com as sequéncias de varias proteinas que se ligam ao célcio. Interessantemente, todos 0s
pacientes tratados e ndo curados mostraram reacdo a proteina (ENGMAN et al., 1989;
KRAUTZ et al., 1995; OUAISSI et al., 1992).

As proteinas recombinantes quiméricas sdo criadas a partir da unido de dois ou mais genes
que sdo originalmente codificados para proteinas separadas ou iguais. A traducdo resulta em
uma unica cadeia polipeptidica com propriedades funcionais derivadas de cada uma das
proteinas originais (PATEL, R.N., 2012). Elas séo utilizadas com a finalidade de melhorar o
desempenho dos imunoensaios, aumentando sua sensibilidade e especificidade. Além do
favorecimento dos parametros de desempenho, as quimeras permitem processos de producao
mais simples, diminuigdo das quantidades de anticorpos empregados nos imunoensaios e
maior numero de epitopos disponiveis na mesma superficie (AGUIRRE et al., 2006; FRANK
et al., 2003; HOUGHTON et al., 2000). Contudo, ndo ha at¢é o momento, estudos que
avaliaram a utilizacdo de proteinas quiméricas como matriz antigénica no WB. Portanto, o
presente estudo € pioneiro neste tipo de avaliacdo. Para este objetivo, foram utilizadas quatro
proteinas recombinantes quiméricas do T. cruzi (IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-
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8.4), as quais atingiram elevados parametros de desempenho em estudos conduzidos
anteriormente em distintas plataformas diagndsticas (CORDEIRO et al., 2020; DALTRO et
al., 2019; DEL-REI et al., 2019; DOPICO et al., 2019; SANTOS et al., 2016b, 2017b, 20174;
SILVA et al., 2020). O desempenho diagnostico obtido através do WB corrobora com 0s
achados anteriores do grupo. De fato, as proteinas IBMP apresentaram 100% de sensibilidade
e especificidade, exceto a IBMP-8.3 que alcancou sensibilidade de ~ 91%. O desempenho
diagndstico dos antigenos IBMP € similar aquele relatado para o TESAcruzi, visto que este
ultimo apresentava sensibilidade e especificidade também elevados (FRADE et al., 2011) e,
por este motivo, era considerado uma excelente técnica confirmatoria. Assim, diferente do
TESAcruzi que possuia alto custo de producdo, era laborioso e necessitava do cultivo do
parasito, a utilizacdo dos antigenos recombinantes quiméricos IBMP constituem uma
estratégia promissora no diagnostico confirmatério da DC crénica, pois sdo obtidas a partir de
ferramentas de engenharia genética e projetados para fornecer as propriedades fisico-quimicas
necessarias para melhorar os processos industriais €, assim, diminuir o custo de fabricacédo
final, sem mencionar o seu elevado potencial diagnostico. Ademais, a utilizacdo de proteinas
quiméricas permite a diminuicdo da quantidade de antigeno empregada nos ensaios. (PUNT
et al., 2011). Com base nos resultados obtidos ficou evidente que as quatro moléculas sao
capazes de diferenciar amostras soronegativas das soropositivas de maneira eficiente e segura.
Por conta disto, as quatro sdo elegiveis para a avaliacdo de fase Il, que sera realizada como
continuacéo ao presente estudo.

6.2 PADRONIZACAO DO WB-IBMP

As condic¢des de ensaio, considerando a quantidade de antigeno usado e a diluicdo do
conjugado e das amostras séricas, variam bastante entre os estudos disponiveis na literatura
cientifica. De fato, a quantidade de antigeno usada na sensibilizac&o varia de 0,2 pg a 500 g
(ESCALANTE et al., 2014; GUZMAN-GOMEZ et al., 2015; MONTEON-PADILLA et al.,
1999; TORRES-GUTIERREZ et al., 2015), podendo ser preparado a partir de extratos do
parasito ou uso de antigenos recombinantes. Para o WB utilizando as proteinas IBMP, foi
utilizada uma quantidade menor de antigeno: 12,5 ng para todas as quatro proteinas. A bula
do TESAcruzi ndo traz informacg6es acerca da quantidade de antigeno TESA empregada em
cada tira do teste. Concomitantemente, foram também observadas varia¢6es nas dilui¢des do
anticorpo conjugado, sendo descritas diluicées de 1:200 a 1:4.000 (ESPINOZA; MARTINEZ;
SCHABIB-HANY, 2019; KESPER N. et al., 2000; UMEZAWA et al., 2003). O anticorpo

conjugado utilizado no TESAcruzi era um anti-lIgG humano conjugado a peroxidase usado na
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quantidade de 1 ml por teste, sem descritivo de sua diluicdo. No WB-IBMP, o conjugado foi
padronizado na diluicdo de 2.000 vezes, sendo necessarios apenas 400uL por reagdo. As
diluicdes do soro do WB-IBMP e do TESAcruzi ndo diferem entre si, sendo 1:100 em ambos
0S ensaios; enquanto outros estudos apontam diluicdes que variam entre 1:50 e 1:2000
(ESCALANTE et al., 2014; KESPER N. et al., 2000; MOURE et al., 2018; SANCHEZ et al.,
2001).

6.3 REATIVIDADE CRUZADA

Uma das principais vantagens do ensaio de WB € 0 baixo quantitativo de rea¢6es cruzadas
relatado por permitir a identificacdo de anticorpos contra diferentes fragdes polipeptidicas de
antigenos do parasito, apresentando um padréo de banda especifico (CERVANTES-LANDIN
et al., 2014; RIERA et al., 2012). Apesar da RC com espécies do género Leishmania ser um
dos maiores inconvenientes das técnicas soroldgicas convencionais para o diagnostico da DC
(ARAUJO, 1986; DALTRO et al., 2019; MALCHIODI et al., 1994; SANTOS et al., 2016a),
este problema ocorre com menor frequéncia quando o WB ¢é utilizado. Pesquisadores
utilizaram o WB para descartar a infec¢do cruzada de 5 pacientes espanhdis com leishmaniose
(ABRAS et al., 2016). Em 2009, Campos e colaboradores analisaram pelo WB o percentual
de individuos com leishmaniose confirmada que apresentavam sorologia positiva para a DC,
tendo como resultado apenas 10% de RC de um total de 145 amostras (CAMPQOS et al., 2009).

Em 2019, a reatividade cruzada dos antigenos IBMP foi avaliada por ELISA utilizando
amostras séricas de individuos positivos para leishmaniose cutanea (n = 600) e visceral (n =
229). Para a leishmaniose cutanea, as IBMP-8.1 e IBMP-8.2 foram reativas para somente
0,70% das amostras, enquanto a IBMP-8.3 foi reativa para 0,35% das amostras testadas. Para
leishmaniose visceral, foi reportado 3,49% e 0,58% de reatividade cruzada quando as amostras
foram avaliadas pelo IBMP-8.2 e IBMP-8.3, respectivamente. J& a molécula IBMP-8.4 nao
exibiu reacdes para absolutamente nenhuma das 829 amostras testadas. Resultados
semelhantes foram observados para a molécula IBMP-8.1 quando amostras positivas para
leishmaniose visceral foram avaliadas (DALTRO et al., 2019). Diante destes achados, trés
amostras positivas para leishmaniose visceral foram avaliadas através dos ensaios WB-IBMP,
resultando na auséncia de reatividade. Apesar do baixo quantitativo amostral utilizado, a
auséncia de positividade para leishmaniose e baixo indice de reatividade nas avaligcdes
utilizando o ELISA sugerem que os antigenos IBMP possuem potencial para serem utilizados
em areas de co-endemicidade entre a DC e a leishmaniose. No estudo de fase |1, o quantitativo

amostral serd ampliado para confirmar esta possibilidade. No TESAcruzi, rea¢Bes cruzadas



62

raramente eram relatadas, por conta da alta especificidade do teste (FRADE et al., 2011);
poréem em 2005, Amato et al. encontraram 6,6% de positividade utilizando amostras

proveniente de individuos portadores de leishmaniose visceral (AMATO NETO et al., 2005).
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7 CONCLUSOES

Diante da descontinuacdao do TESA-cruzi, o diagnostico confirmatorio da DC perdeu
um teste relevante para a concluséo de resultados inconclusivos e discordantes, surgindo a
necessidade de utilizagdo de outros testes para a confirmagdo da doenga, que nem sempre
conseguem definir o estado soroldgico dos pacientes. Desta forma, avaliamos o uso dos
antigenos recombinantes quiméricos IBMP como matrizes antigénicas no WB, para avaliar
seu comportamento e possibilidade de uso como teste confirmatorio para a DC crénica. Como
resultados, a padronizacdo do WB-IBMP revelou méaxima capacidade discriminatdria entre
amostras negativas e positivas para a doenca de Chagas cronica quando utilizado 12,5 ng de
antigeno, aliada a diluicdo de 1:2.000 para o anticorpo conjugado e 1:100 para as amostras
séricas; sendo a quantidade de antigeno usada nos ensaios 16 vezes menor daquela descrita
em outros estudos. Os valores de AUC encontrados indicam que os IBMP apresentam elevada
capacidade discriminatoria na deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi, sendo capazes de
diferenciar de maneira eficiente e segura amostras positivas de negativas. Os antigenos IBMP-
8.1, IBMP-8.2 e IBMP-8.4 apresentaram sensibilidade e especificidade de 100%. O IBMP-
8.3 foi 0 Unico antigeno que ndo apresentou sensibilidade de 100%. Contudo, similarmente
aos demais, sua especificidade foi de 100%. Apesar do pequeno nimero amostral analisado,
os antigenos IBMP néo apresentam reacdo cruzada com leishmaniose visceral, sugerindo a

sua utilizacdo em regides geograficas de co-endemicidade da DC com leishmaniose.

A utilizacdo de antigenos recombinantes quiméricos neste tipo de ensaio é vantajosa, ja
que ha diminuicdo nos custos de producdo e comercializacdo, por conta das caracteristicas
apresentadas pelas proteinas quiméricas, tais como: obtencdo pelo processo de batelada
industrial, o que possibilita a producéo de gramas de proteinas; a ndo necessidade de cultivo
do parasito, o que diminui os riscos de acidentes laboratoriais que acarretem em
contaminacdo; e a menor quantidade de antigeno necessaria nos ensaios. Portanto, diante dos
resultados encontrados neste estudo, 0s quatro antigenos sdo elegiveis para composic¢ao de um

estudo de fase II.
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8 PERSPECTIVAS

Realizar estudo de fase Il;

Avaliar o uso isolado ou combinado dos antigenos na mesma tira reativa;
Ampliar o quantitativo amostral para avaliar a reatividade cruzada com
leishmaniose, bem como para outras doencas infecto-parasitarias de interesse
médico no Brasil;

Realizar a anélise de reprodutibilidade;

Avaliar o desempenho das moléculas usando o método colorimétrico para analise

visual dos resultados.
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