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RESUMO

O diagndstico da doenca de Chagas cronica (DCC) baseia-se em metodologias que usam em
sua fase sdlida antigenos brutos, semipurificados ou recombinantes, podendo resultar em
baixa sensibilidade ou reacdo cruzada. Uma forma para resolver este problema é o uso de
quimeras formadas por epitopos conservados e repetitivos de diferentes estruturas parasitarias
em uma Unica molécula. O nosso objetivo foi caracterizar e avaliar o uso de quimeras em
imunoensaios para o diagnostico da DCC. As quimeras, IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e
IBMP-8.4 foram purificadas por meio de cromatografia e sua pureza avaliada por SDS-
PAGE. Ensaios de dicroismo circular (DC) e espalhamento dindmico da luz (EDL) foram
usados para avaliacdo do raio hidrodinamico das quimeras, avaliacdo de sua estabilidade e
escolha do sistema tampdo que oferecesse o menor estado de agregacdo molecular. Ensaios
soroldgicos para deteccdo de anticorpos anti-Trypanosoma cruzi através de ELISA foram
realizados utilizando um painel de 857 amostras positivas para a DCC e 689 negativas. Para
avaliacdo de reacgdo cruzada foram usadas 1079 amostras de diversas doencas endémicas no
pais. A purificacdo foi eficiente uma vez que o SDS-PAGE indicou auséncia de degradacéo
das quimeras. As analises de DC e EDL mostraram que as quatro quimeras apresentaram
menor tendéncia de agregacdo em tampéao carbonato pH 9,6, sendo, assim, este o0 sistema para
a sensibilizacdo das placas. Os ensaios soroldgicos revelaram valores elevados de
sensibilidade (Sen) e especificidade (Esp) para a molécula IBMP-8.4 (Sen-99,3%; Esp-
100%). O desempenho para as demais moléculas foi satisfatorio, ficando os valores de Sen e
Esp acima de 94%. As moléculas IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 apresentaram
respectivamente 0,46%, 0,85%, 0,46% e 0,37% de reacdo cruzada. Os resultados apontam que
as quimeras atingiram os critérios de proficiéncia do Ministério da Salde podendo, dessa
forma, ser utilizados em ensaios diagnosticos para a DCC.

Palavras chave: Doenca de Chagas, Testes Soroldgicos, Quimera, Reac¢des antigeno-anticorpo
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ABSTRACT

Chronic Chagas disease (CCD) diagnosis is based on serological methods employing crude,
semipurified or recombinant antigens, which eventually may result in low sensitivity or cross-
reactivity. An alternative method for solving this problem is the use of chimeric molecules
composed by conserved and repetitive epitopes of distinct parasite structures. Our objective
was to evaluate the use of chimeras in immunoassays for the diagnosis of CCD. The chimeras
IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 and IBMP-8.4 were purified by chromatography and their
purity assessed by SDS-PAGE. Circular dichroism (CD) and dynamic light scattering (DLS)
were used to assess the hydrodynamic radius of the chimeras, to evaluate their stability and to
select the buffering system that offers the lowest state of molecular aggregation. Serological
tests for detection of anti-Trypanosoma cruzi were performed by ELISA using a panel of 857
positive and 689 negative serum samples for CCD. Cross-reactivity was assessed by using
1079 serum samples from patients with unrelated diseases. The purification was efficient
since SDS-PAGE indicated the absence of degradation of chimeric proteins. Analyses of CD
and DLS showed that the four chimeras had low aggregation tendency in carbonate buffer, pH
9.6. Serological testing showed high values of sensitivity (Sen) and specificity (Spe) for
IBMP-8.4 (Sen-99.3%; Spe-100%). The performance of other molecules was satisfactory,
being the Sen and Spe values above 94%. Cross-reaction was observed in 0.46%, 0.85%,
0.46% and 0.37% of the samples tested against IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 and IBMP-
8.4, respectively. The results indicate that the chimeras reached the Brazilian Ministry of
Health proficiency criteria and may thus be used in diagnostic assays for CCD.

Key words: Chagas Disease, Serologic Tests, Chimera, Antigen-Antibody Reactions
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma zoonose provocada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi, cuja via de transmisséo classica ocorre por meio de insetos hematofagos
popularmente chamados de barbeiros, 0s quais eliminam as formas infectantes nas fezes e
urina apos realizacdo do repasto sanguineo. Estima-se atualmente que mais de cinco milhdes
de individuos sejam acometidos pela doenca em todo o mundo (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2015), havendo 12.000 a 14.000 6bitos anuais em 21 paises das
Américas (HOTEZ et al., 2012; ORGANIZAQAO PANAMERICANA DA SAUDE, 2014).
Movimentos migratérios de individuos infectados de &reas endémicas para paises indenes do
Pacifico Ocidental, da Europa, Oceania, e da América do Norte tém se tornado constantes e
responsaveis pela expansdo da doenca para além das fronteiras da América Latina (COURA,
VINAS, 2010). Dessa forma, ha necessidade da elaboracio de testes laboratoriais capazes de
diagnosticar as diferentes linhagens do parasita circulantes nas diversas regifes geograficas.

O diagnostico laboratorial da doenca de Chagas representa um grande desafio para a
Saude Publica, pois depende da fase da doenca e dos testes utilizados. Na fase cronica, em
virtude dos elevados niveis séricos de imunoglobulinas anti-T. cruzi circulantes, as
metodologias baseiam-se na interacdo antigeno-anticorpo, sendo a imunofluorescéncia
indireta, a hemaglutinacdo indireta e o0 ensaio imunoenzimético (ELISA) as metodologias
mais comumente utilizadas. Devido ao grande polimorfismo intraespecifico observado para as
linhagens do parasita (TIBAYRENC, 2003), e a incapacidade de um unico teste fornecer
parametros de desempenho seguros para firmar o diagndstico laboratorial da infeccdo, a
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) preconiza a utilizacdo em paralelo de dois testes com
diferentes metodologias (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002). No Brasil,
direcionamentos do Ministério da Saude definem que o diagnostico pode ser realizado
conforme o recomendado pela OMS ou utilizando dois testes com 0 mesmo principio
metodolégico desde que possuam matrizes antigénicas distintas (BRASIL, 2005). Deste
modo, resultados concordantes definem a condicdo soroldgica de um individuo como
negativo ou positivo. Por outro lado, resultados discordantes definem o estado soroldgico
como inconclusivo, devendo entdo buscar uma terceira alternativa metodolégica para chegar a
uma conclusdo diagndstica, levando em conta também as caracteristicas clinico-

epidemioldgicas de cada individuo.

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
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A dificuldade de se obter um resultado preciso utilizando um Unico teste pode ser
atribuida aos antigenos utilizados na fase solida. O ELISA convencional, por exemplo, utiliza
extratos brutos ou antigenos semipurificados de cepas de T. cruzi que, em virtude de sua
complexidade antigénica, resultam em problemas de padronizagdo, baixa confiabilidade e
possibilidade de reatividade cruzada com outros microrganismos, principalmente com
espécies do género Leishmania (CORDERO et al., 2009; PAN et al., 1992; SANTOS et al.,
2012). Na tentativa de diminuir estas limitacdes, antigenos recombinates obtidos por meio de
técnicas de engenharia genética passaram a compor a matriz antigénica dos testes diagésticos.
A avaliacdo de seu uso em sorodiagnostico foi realizada por diferentes estudos, revelando
elevados valores de sensibilidade e especificidade, sobretudo auséncia de reagdo cruzada com
outras patologias, uma vez que podem ser sintetizados a partir de sequéncias de DNA onde as
regibes responsaveis por estas reacdes sejam identificadas e removidas (DA SILVEIRA;
UMEZAWA; LUQUETT]I, 2001; GOMES, LORENA, LUQUETTI, 2009; VERISSIMO DA
COSTA et al., 2013). Alguns destes antigenos demonstraram possuir elevados parametros de
desempenho por apresentarem em sua sequéncia repeticdes de aminoacidos aumentando,
portanto, o seu reconhecimento pelo soro de individuos portadores da doenca de Chagas,
quando comparados aos extratos brutos do parasito (DA SILVEIRA; UMEZAWA,
LUQUETTI, 2001). No entanto, devido a pouca variedade de epitopos (monotonia)
apresentados por estes antigenos e ao elevado polimorfismo antigénico do T. cruzi, resultados
falso-negativos continuaram a ser reportados (FRASCH et al., 1991).

Desta maneira, uma forma de aperfeicoar o desempenho dos testes diagnésticos,
reduzindo a possibilidade de reacdes falso-negativas e de rea¢des cruzadas, foi a utilizacdo de
proteinas sintéticas formadas por epitopos conservados e repetitivos de diferentes proteinas
em uma unica molécula recombinante gerando um poliantigeno ou antigeno multi-epitopo,
sendo também denominadas proteinas quiméricas (CAMUSSONE et al., 2009).

Neste sentido, uma avaliacdo sistemética de proteinas quiméricas pode permitir a
selecdo e/ou o desenvolvimento de testes de diagnostico sorolégico com melhores
desempenhos, possibilitando inclusive o reconhecimento de cepas de diferentes regides
geogréficas do Brasil e do mundo. Além disso, modificacdes na sequéncia linear das quimeras
podem ser realizadas com o objetivo de obter um produto com elevado desempenho

diagnostico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histdrico da doenca de Chagas

A doenga de Chagas foi descoberta em 1909 na cidade de Lassance, Minas Gerais, pelo
pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934). Neste periodo,
Carlos Chagas (Figura 1) foi designado pelo diretor do Instituto Oswaldo Cruz para combater
uma epidemia de malaria que acometia os trabalhadores da antiga Ferrovia Central do Brasil.
Apos instalar o seu laboratdrio no interior de um vagdo, Carlos Chagas foi informado da
existéncia de um inseto hematofago, popularmente denominado de barbeiro, habitando os
domicilios, atacando o homem a noite e se escondendo em frestas das paredes e coberturas
das casas durante o dia, sendo encontrado com mais frequéncia em habitacdes pobres,
choupanas de paredes sem reboco e cobertas por capim. Estas observagcdes agucaram a
curiosidade cientifica do pesquisador levando-o a encontrar protozoarios flagelados no
intestino médio do inseto (CHAGAS, 1909a). A esta nova espécie deu-se o nome de
Schizotrypanum cruzi, atualmente denominado Trypanosoma cruzi, em homenagem ao Sseu
mentor, o pesquisador Oswaldo Cruz (1872-1917) (CHAGAS, 1909b). Alguns exemplares
infectados foram enviados ao Instituto Oswaldo Cruz para que fossem alimentados em saguis
da espécie Callithrix penicilata, sendo os protozoarios posteriormente isolados do sangue
periférico destes animais (CHAGAS, 1909a). Além disso, a infecciosidade do protozoario foi
confirmada em varios hospedeiros (coelhos, macacos e camundongos), 0s quais apresentaram
formas parasitarias circulantes semelhantes aquelas encontradas nos insetos (CHAGAS,
1909a).

Chagas suspeitou que estivesse se deparado com um agente patogénico causador de
infeccdo humana, mas ndo sabia qual doenca era capaz de causar. A descoberta veio em
seguida ao analisar o sangue de uma crianca de dois anos de idade, chamada Berenice, que
habitava uma residéncia repleta de barbeiros e apresentava sintomas inespecificos como febre,
linfadenopatia e hepatoesplenomegalia (CHAGAS, 1909a). Foi observada uma grande
guantidade de formas flageladas do T. cruzi semelhantes aquelas detectadas previamente no
sangue de primatas experimentalmente infectados. Assim, Carlos Chagas teve a oportunidade
de ser o primeiro pesquisador a descrever um caso clinico da doenca. Nos anos seguintes, ele
ainda descreveu os aspectos clinicos, anatomopatolégicos e epidemiolégicos da doenca, além

de documentar a presenca do parasita em triatomineos, relatando algumas espécies

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Referencial Teorico 26

transmissoras do parasita e alguns reservatorios silvestres, deixando uma grande contribuigéo
a ciéncia (GOLDBAUM; BARRETO, 2008). Apesar de receber o mérito por seu
descobrimento, outros pesquisadores contribuiram de sobremaneira para melhor entendimento
da biologia do parasita e da doenca por ele causada. A identificacdo e caracterizagdo do T.
cruzi foi resultado da colaboracdo de Oswaldo Cruz com o zoologista e parasitologista checo
Stanislaus von Prowazek (1875-1915) (STEVERDING, 2014). O estégio intracelular presente
no ciclo de vida do parasita foi descrito pelo patologista brasileiro Gaspar de Oliveira Vianna
(1885-1914), tanto em células musculares cardiacas quanto esqueléticas (VIANNA, 1911). A
via de transmissdo do T. cruzi foi estabelecida pelo parasitologista francés Alexandre Joseph
Emile Brumpt (1877-1951) ao demonstrar que a infecgdo nio é resultante da inoculagéo direta
do parasita, como anteriormente pensado por Carlos Chagas, mas sim pela sua introducao
através da ferida ocasionada pela picada do hematéfago durante o repasto sanguineo
(BRUMPT, 1912).

Figura 1 - Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas

Fonte: Steverding (2014).

Nota: Carlos Chagas em seu laborat6rio no Instituto
Soroterapico Federal de Manguinhos, Rio de
Janeiro. O pesquisador brasileiro identificou o
protozodrio parasita T. cruzi como agente etiologico
da doenca de Chagas.
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2.2 O parasita

O T. cruzi é um protozoéario hemoflagelado do super-reino Metakaryota, reino Protozoa,
filo Euglenozoa, classe Kinetoplastea, ordem Kinetoplastida e pertencente a familia
Trypanosomatidae (CAVALIER-SMITH, 1993; CAVALIER-SMITH, 2010; HONIGBERG,
1963). Nesta ordem sdo encontrados parasitas com um ou dois flagelos que se originam a
partir de uma abertura conhecida como bolsa flagelar, normalmente contendo uma estrutura
paraflagelar e outra, proeminente, que corresponde a uma condensagdo do DNA (kDNA),
localizado no interior de uma mitocéndria Unica, conhecida como cinetoplasto (MASLOV;
PODLIPAEV; LUKES, 2001).

O género Trypanosoma € importante dentro da familia Trypanosomatidae por incluir
outras espécies causadoras de doencas nos seres humanos e em animais, tais como o
Trypanosoma brucei, causador da doenca do sono (BARRETT et al.,, 2003). A primeira
revisdao taxonémica para designacdo genérica foi realizada em 1939, com mudanca de
Schizotrypanum cruzi para Trypanosoma cruzi. Em 1966, os tripanossomatideos parasitas de
mamiferos foram divididos em duas se¢des, Salivaria e Stercoraria, sendo o T. cruzi incluido
nesta Gltima (HOARE; WALLACE, 1966) e permanecendo até hoje. A secdo Salivaria
compreende os tripanosomas africanos transmitidos pela mosca tsé-tsé (STEVENS; GIBSON,
1999). Por outro lado, a Stercoraria inclui os tripanosomas que se desenvolvem no tubo
digestivo do vetor, progredindo para formas metaciclicas, as quais sdo liberadas nas fezes do
inseto infectado. Apesar desta divisdo, analises filogenéticas sugerem que o género
Trypanosoma seja monofilético (STEVENS et al., 2001). Além disso, estimativas realizadas
por relégio molecular sugerem que o T. cruzi e o T. brucei compartilhavam um ancestral
comum héa cerca de 100 milhdes de anos atrds (STEVENS et al., 1999), comprovando a
hipotese do supercontinente do sul na biogeografia de vicariancia do Trypanosoma, a qual
refere-se ao mecanismo evolutivo em que uma &rea biética se fragmenta (HAMILTON et al.,
2012).

O T. cruzi possui um nacleo oval, muitas organelas observadas em outros eucariotos e
um flagelo em sua extremidade anterior (Figura 2) (SOARES et al., 1989; SOUZA, 2008). O
nucleo apresenta variacdo morfoldgica entre as fases replicativas e infectivas. Nas primeiras,
apresenta-se esférico com pouca heterocromatina e nucléolo evidente, diferentemente das
formas infectivas nas quais torna-se alongado, abundante em heterocromatina e com auséncia

de nucléolo. A estas diferencas atribui-se a taxa transcricional caracteristica de cada fase,
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sendo que nas formas epimastigotas e amastigotas ocorre intensa transcri¢ao, ao passo que nas
formas tripomastigotas metaciclica e sanguicola a transcri¢do reduz a niveis basais (ELIAS et
al., 2001). Dentre as organelas muitas sdo peculiares ou diferenciadas de outros eucariotos,
como os glicossomos, acidocalcissomos e reservossomos, 0S quais sdo estruturas esféricas e
vesiculares relacionadas a vias metabolicas (OPPERDOES; BORST, 1977; SOUZA, 2008),
armazenamento (DOCAMPO et al., 1995; DOCAMPO; MORENO, 2008) e degradagéo
proteica (DE SOUZA; RODRIGUES, 2009; SOARES et al., 1989), respectivamente. Com
relacdo a membrana plasmatica, observa-se em sua face interna uma camada de microtdbulos
paralelos entre si e interconectados através de filamentos especializados, conferindo
resisténcia mecénica e rigidez ao parasita (KOHL; GULL, 1998). J& em sua face externa €
encontrada uma camada de glicoconjugados ligada a ela por meio de ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPI), sendo muitas destas relacionadas a interacdo parasita-
hospedeiro (HEISE et al., 1996). O flagelo é Unico e necessario para locomocdo, divisdo
celular e morfogénese do protozoério. Estruturalmente é formado por uma haste paraflagelar
constituida de um arranjo complexo de filamentos paralelos ao seu eixo, a qual ancora o
flagelo a0 axonema e & zona de ligagcdo (DE SOUZA; SOUTO-PADRON, 1980; SABORIO
et al., 1989). Esta zona, por sua vez, é composta por uma rede de filamentos e conexdes de
membrana que unem o flagelo ao longo do corpo celular do parasita (ROCHA et al., 2006).

O T. cruzi apresenta trés formas evolutivas distintas em seu ciclo de vida, sendo a
localizacdo do cinetoplasto um dos critérios utilizados para a sua diferenciacdo. A
tripomastigota é a forma extracelular, ndo replicativa e infectiva, encontrada no intestino
posterior do triatomineo e ao final do desenvolvimento do parasita no interior da célula do
mamifero, imediatamente antes da lise, assim como na corrente sanguinea. E caracterizada
por apresentar cinetoplasto localizado na regido posterior do parasita, com uma forma mais
arredondada devido a diminuicdo do grau de condensacdo do KDNA (Figura 3A). A
amastigota é a forma intracelular replicativa do protozoério, sendo encontrada no interior das
células dos hospedeiros mamiferos. Apresenta o cinetoplasto de maneira muito semelhante
aos epimastigotas e morfologicamente possui caracteristica esférica ou oval sem flagelo livre
visivel ao microscopio optico (Figura 3B). Ja a epimastigota é a forma extracelular replicativa
presente no tubo digestivo do inseto vetor e também em cultivos axénicos. Esta forma
apresenta cinetoplasto em forma de bastdo em posicao anterior ao nucleo, constituido por um
material filamentoso organizado em feixes de fibras fortemente empacotados e

perpendicularmente orientados ao eixo longitudinal do parasita (Figura 3C).
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Figura 2 - Representacdo esquematica de um
T. cruzi na forma epimastigota

Axonema
Haste paraflagelar

Vactolo contratil

Bolsa flagelar

Cinetoplasto

Glicossomo

Mitocondria

Acidocalcissomo

Microtabulos
subpeliculares

Fonte: Docampo et al. (2005, traducao nossa).
Nota: Se¢do longitudinal.

Figura 3 - Representagdo esquematica das formas do T. cruzi

Fonte: Modificada de Teixeira et al. (2012).
Nota: (A) Forma tripomastigota; (B) Forma amastigota; (C) Forma epimastigota.
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2.3 Vias de transmissao

As principais vias de transmissdo da doenca de Chagas sdo a vetorial, transfusional,
congénita, oral, por transplantes de 6rgaos e acidentes laboratoriais. Dentre estas, a vetorial
ganha destaque por ser responsavel pela maior parte do contingente de infectados em todo o
mundo, ainda que sua importancia venha declinando paulatinamente em decorréncia do
controle vetorial e da melhoria das condi¢cdes de habitagdo em areas de ocorréncia da doenca
(MONTOYA,; DIAS; COURA, 2003). Contudo, a despeito de seu declinio, esta é considerada
a forma cléssica de transmissdo da doenga, a qual ocorre através de vetores hemat6fagos
pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae (DIAS et al.,
2000). Os géneros mais comumente envolvidos com a transmissdo vetorial sdo o Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius, popularmente conhecidos como barbeiros, procotds, chupancas,
bicudos ou chupdes. O ciclo de vida heteroxénico € iniciado quando o triatomineo, ao realizar
0 repasto sanguineo em um mamifero infectado, ingere a forma tripomastigota circulante
(Figuras 4A e 4B etapa 1). No vetor, o protozoario sofre diferenciacdo para a forma
epimastigota e se multiplica intensamente em seu tubo digestivo (Figura 4B etapas 2-4). Ao
final deste periodo, as formas epimastigotas migram para a porcdo terminal do intestino do
vetor e evoluem para a forma tripomastigota infectante ou metaciclica (Figura 4B etapa 5). Ao
realizar um novo repasto sanguineo, o triatomineo libera juntamente com suas excretas as
formas infectantes do parasita, podendo ocorrer infeccdo atraves de sua introducdo pela
solucdo de continuidade recém-formada da pele ou da mucosa (Figuras 4B etapa 6 e 4C). No
mamifero, apds fagocitose dos tripomastigotas metaciclicos recém-adquiridos ocorre
diferenciacdo para a forma amastigota (Figura 4B etapas 7-9), sendo esta Ultima capaz de
escapar dos vacuolos parasitéforos (Figura 4B etapa 10). No citoplasma, as amastigotas
multiplicam-se intensamente (Figura 4B etapa 11) e se diferenciam novamente para a forma
tripomastigota (Figura 4B etapa 12). Ao longo do processo a célula se rompe liberando
amastigotas e tripomastigotas para 0 meio externo (Figura 4B etapa 13). Novas células
poderdo ser infectadas a partir dai (Figura 4B etapa 15) ou os tripomastigotas circulantes
poderdo ser ingeridos por novos insetos vetores (Figura 4B etapa 14), fechando o ciclo de
vida do T. cruzi.

A via transfusional teve grande declinio apds a regulamentacdo de triagem sorologica
em bancos de sangue. Entretanto, este mecanismo ganhou importancia devido ao fluxo

migratorio de individuos infectados de areas endémicas para areas indenes, uma vez gque nos
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paises de destino ndo ha regulamentacdo da triagem soroldgica para a doenga de Chagas nos
bancos de sangue (COURA; VINAS, 2010). No Brasil, 0 Ministério da Satde define que a
triagem sorologica de doadores de sangue seja realizada por pelos menos dois exames com
metodologias distintas (BRASIL, 2005).

Figura 4 - Representa¢do esquematica do ciclo de vida do T. cruzi

tripomastigota

Fonte: Modificada de Teixeira et al. (2012).

Nota: (A) Inseto vetor ingerindo tripomastigota circulante durante repasto sanguineo (B) 1. O inseto vetor pica
um hospedeiro mamifero e ingere tripomastigotas sanguineos. 2. Tripomastigotas metaciclicos. 3.
Tripomastigotas diferenciam-se em epimastigotas. 4. Epimastigotas multiplicam-se no intestino médio do vetor.
5. Epimastigotas diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos. 6. O inseto vetor elimina a forma infectante do
parasita nas fezes durante o novo repasto sanguineo. 7. Forma tripomastigota metaciclica. 8. Tripomastigota
metaciclica infecta macréfagos. 9. Tripomastigotas metaciclicos diferenciam-se em amastigotas. 10. Amastigotas
escapam dos vacuolos parasitéforos. 11. Amastigotas multiplicam no citoplasma. 12. Amastigotas diferenciam-
se em tripomastigotas. 13. Os tripomastigotas rompem as células infectadas. 14. Formas amastigotas e
tripomastigotas. 15 (a). Tripomastigotas e (b) amastigotas infectam novos macrofagos. Na parte central da figura
estdo ilustrados alguns reservatdrios envolvidos com a manutencdo do parasita no ambiente doméstico e
peridoméstico. (C) Durante repasto sanguineo tripomastigotas metaciclicos podem ser eliminados nas fezes ou
urina do inseto vetor.

A transmissdo congénita recebeu maior notoriedade devido a reducdo do numero de
casos pelas transmissdes vetorial e transfusional, mudando o panorama epidemioldgico da
doenca. O risco de transmissdo por esta via é estimado em 0,1% a 12%, podendo sofrer

influéncia do nivel de parasitemia materna, da cepa do parasita, da existéncia de lesdes
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placentérias e da regido geogréafica avaliada (BRASIL, 2005; DIAS; AMATO NETO; LUNA,
2011; NISIDA et al., 1999). No entanto, esta via pode ser controlada ao estimular a préatica da
realizacdo do exame pré-natal com identificacdo prévia de maes infectadas e posterior
tratamento e acompanhamento dos recém-nascidos (RUSSOMANDO et al., 2005).

A transmissdo oral é considerada um mecanismo primario, principalmente no ciclo
silvestre da tripanossomiase. Diversos mecanismos estdo relacionados a esta via como, por
exemplo, aleitamento materno, ingestdo de sangue de mamifero infectado, ingestdo de carne
mal cozida de mamiferos infectados (especialmente de reservatérios silvestres — cacas),
ingestdo de alimentos e bebidas contendo fezes, urina ou pedacos triturados de triatomineos
infectados e ingestdo de alimentos ou bebidas contaminadas com urina ou secrecdo para-anal
de marsupiais infectados pelo T. cruzi (DIAS; AMATO NETO; LUNA, 2011; TOSO; VIAL,;
GALANTI, 2011). Diversos surtos de transmissdo oral ja foram registrados no Brasil
(ANDRADE et al., 2011; CAMANDAROBA,; PINHEIRO LIMA; ANDRADE, 2002; DE
SOUZA et al., 1988; PINTO et al., 2001; RODRIGUEZ-MORALES, 2008; SHIKANAI-
YASUDA; CARVALHO, 2012; STEINDEL et al., 2008; VALENTE et al., 1998). Os
principais alimentos relacionados a esta via sdo o caldo de cana, o suco de acai, goiaba ou de
bacaba, o vinho da palma e a carne de animais de caga (TOSO; VIAL; GALANTI, 2011).

O transplante de 6rgéos, especialmente o renal, hepatico, cardiaco, de medula 6ssea e de
pancreas, ja foi documentado como via para aquisi¢do da infecdo (DIAS; AMATO NETO;
LUNA, 2011; KRANSDORF; ZAKOWSKI; KOBASHIGAWA, 2014). Em virtude do
transplante ser usualmente um procedimento prioritario, caracterizado por emergéncia clinica,
histocompatibilidade e disponibilidade do 6rgédo, procura-se priorizar o ato cirdrgico fazendo
uma criteriosa avalia¢do soroldgica de doadores e receptores. Neste caso, a acao a ser tomada
baseia-se na atencdo médico-laboratorial no pos-operatério para deteccdo de eventual
reativacdo devida a imunossupressdo. Caso isto aconteca o tratamento antiparasitario deve ser
iniciado imediatamente minimizando, desta forma, os riscos de cardite aguda e/ou
menigoencefalite (DIAS; AMATO NETO; LUNA, 2011).

Apesar de documentado na literatura, a transmissao acidental da doenca de Chagas foi
descrita em pouco mais de 50 casos (HERWALDT; JURANEK, 1993; HOFFLIN et al.,
1987). Os acidentes tém ocorrido nas mais diversas situacdes, seja em laboratorios de
triatomineos, seja na captura do vetor em areas endémicas, ou em trabalhos experimentais
com mamiferos infectados, culturas ou em aerosséis de materiais contaminados (DIAS et al.,

2011). H& também o relato de casos de infeccdo a partir de pacientes agudos durante cirurgias
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ou transporte de materiais contaminados (BRENER; ALQUEZAR; LUQUETTI, 1997; DIAS;
AMATO NETO; LUNA, 2011). A prevencdo desta via passa pelas instancias priméria

(evitando o acidente) e secundaria (minimizando as consequéncias do acidente).

2.4 Epidemiologia da doenca de Chagas

Apesar de ter sido descoberta ha mais de cem anos, a doenca de Chagas ainda
representa uma ameaca a Saude Publica. Sua distribuicdo, incluindo os reservatorios e
vetores, estende-se do sudeste dos Estados Unidos ao sul do Chile e Argentina, expondo 75-
90 milhdes de individuos ao risco de adquirir a infeccdo (COURA,; DIAS, 2009) (Figura 5).
Com 28 mil novos casos a cada ano e 12 a 14 mil dbitos anuais a doenca de Chagas é
considerada a mais importante doenca parasitaria das Américas (HOTEZ et al., 2012;
ORGANIZACAO PANAMERICANA DA SAUDE, 2014). No entanto, a despeito dos
nameros alarmantes, houve reducdo significativa da estimativa do nimero de individuos
cronicamente infectados de 15 milhdes em 2002 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2002) para 8 milhdes em 2014 (ORGANIZACAO PANAMERICANA DA SAUDE, 2014) e
5,7 milhdes em 2015 (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2015), a qual deve-se a
melhoria da qualidade de vida em &reas rurais, programas de combate ao vetor e
regulamentacdo da triagem sorolégica em bancos de sangue.

Mais de 130 espécies de barbeiro ja foram descritas como vetores em potencial para a
transmissdo do T. cruzi (SCHOFIELD, 2000). No Brasil, 52 espécies foram relatadas, mas
somente cinco, por possuirem habitos domésticos, apresentam importancia epidemioldgica.
As demais sdo silvestres e mantém o ciclo com mamiferos em seu ambiente natural. O
Triatoma infestans, € a Unica espécie com habitos estritamente domésticos, excecdo feita a
uma populacdo descrita na regido central da Bolivia (Sucre/Cochabamba) que possui habitos
silvestres vivendo em buracos nas pedras e mantendo o ciclo com porquinhos da india
(SCHOFIELD, 2000). Em julho de 1991, os governos da Argentina, Bolivia, Brasil, Chile,
Paraguai e Uruguai, que compartilnavam entre si alta endemicidade para a doenca de Chagas
e a presencga do T. infestans como a principal espécie vetora, uniram esforcos e aprovaram a
resolucdo 04-3 sobre o Controle de Enfermidades Zoondticas, criando-se assim a Comissao
Intergovernamental de Doenga de Chagas, um programa pioneiro mais comumente conhecido
como Iniciativa do Cone Sul (SCHOFIELD; DIAS, 1999; ORGANIZACAO MUNDIAL DA

SAUDE, 2002). O seu objetivo principal focava a interrup¢io da transmisséo vetorial através
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da eliminacdo do T. infestans e outras espécies domiciliadas e da transmisséo transfusional
através da implantacdo de triagem soroldgica em bancos de sangue. Assim, as atividades de
eliminacdo do vetor apontaram reducdo na incidéncia da infeccdo em criancas e adultos
jovens em 60% no Paraguai, 99% no Uruguai e de 94% quando os seis paises sdo analisados
conjuntamente (MONCAYO, 1999; SCHMUNIS; ZICKER; MONCAYO, 1996). Enquanto
que, a Venezuela, pais igualmente endémico para a doenca de Chagas, mas que nédo participou
da Iniciativa, apontou reducdo de apenas 0,1% para 0 mesmo periodo analisado
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002). No Brasil, as acdes do programa
proporcionaram reducdo de 95% no numero de novos casos (CAMARGO et al., 1984;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2000), o que pode ser comprovado analisando a
mudanca no perfil de distribuicdo do T. infestans desde 1983 (Figura 6) ou a diminuicdo do
registro de novos casos (SANTOS et al., 2015). Desta forma, o Uruguai, o Chile e o Brasil
foram declarados areas livres de transmissdo da doenca de Chagas pelo T. infestans em 1997,
1999 e 2006, respectivamente. Para os demais paises participantes, a eliminacdo do T.
infestans ainda encontra-se em andamento. O sucesso da Iniciativa Cone Sul estimulou paises
da América Central a combater a principal espécie de vetor da regido, o Rhodnius prolixus.
Até o momento, resultados positivos foram atingidos em El Salvador e na Guatemala
(SCHMUNIS, 2007).
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Figura 5 - Distribuigdo geogréafica da doenca de Chagas

Areas com programas de erradicagdo implementados
] Areas de risco para a doenca de Chagas
Areas de dificil implementacdo dos programas de erradicacio

Fonte: Modificada de International Association for
Mediacal Assistance to travellers (2012, traducéo
nossa).

Figura 6 - Impacto das a¢des de controle sobre a doenca de Chagas no Brasil
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Nota: Série histérica da distribuicdo do T. infestans no Brasil.

Apesar da remisséo de novos casos da doenca por transmissdo vetorial na maioria dos
paises da América do Sul, a infecgdo pelo T. cruzi representa um risco global. Espécies de
triatomineos foram encontradas ao longo das regides costeiras da Africa, Oriente Médio,
sudeste da Asia e regides ocidentais do Pacifico, tendo se espalhado através do comércio
maritimo da América Latina desde o inicio do século XVI (COURA; VINAS, 2010). Além
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disso, ha possibilidade de disseminacdo do vetor atraves de rotas aéreas aumentando a chance
de transmissao fora da América Latina (COURA, 2007). Um exemplo disso foi a verificacdo
da presenca macica do Triatoma rubrofasciata na regido peridomiciliar de cidades do Vietna,
com relatos de ataques ao ser humano. Este fato aponta a necessidade de implementacdo de
vigilancia entomolodgica também em localidades fora da América Latina (DUJARDIN et al.,
2015).

De forma semelhante, o T. cruzi pode se disseminar através dos movimentos
populacionais de paises endémicos para areas indenes. Assim, a infeccdo ja foi descrita na
América do Norte (Estados Unidos e Canada) (BERN; MONTGOMERY, 2009; STEELE et
al., 2007), regido oeste do Pacifico (Japdo e Australia) (IMAI et al., 2014; JACKSON;
PINTO; PETT, 2014; PINTO; PETT; JACKSON, 2014; UENO et al., 1995) e Europa,
principalmente na Bélgica (CARLIER, 2011), Espanha (MUNOZ et al., 2007; PIRON et al.,
2008), Franca (BRUTUS et al., 2009; SALAMANCA-DEJOUR et al.,, 2012), Italia
(ANGHEBEN et al., 2011), Reino Unido (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009)
e Suica (JACKSON et al., 2009; MARTINEZ DE TEJADA et al., 2009), e em menor escala
na Alemanha (FRANK et al., 1997), Austria, Croacia, Dinamarca, Holanda, Luxemburgo,
Noruega, Portugal, Roménia e Suécia (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009).
Estima-se que haja mais de 300 mil individuos infectados pelo T. cruzi nos Estados Unidos,
mais de 5.500 no Canada e na regido do Pacifico ocidental, mais de 80 mil na Europa, mais de
3.000 no Japdo e mais de 1.500 na Australia (SCHMUNIS, 2007; SCHMUNIS; YADON,
2010; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2009) (Figura 7). Estas migracdes criaram
novos desafios epidemiolégicos, econdmicos, sociais e politicos. Em paises com auséncia de
vetores naturais, as principais ameacas sdo as transfusdes de sangue contaminado, transmisséo
vertical, por meio de transplante 6rgdos e, em menor escala, acidentes de laboratdrio,
demonstrando a necessidade de aperfeicoar o sistema de vigilancia epidemioldgica, de
fornecer assisténcia médica aos portadores da doenca de Chagas em paises ndo endémicos, de
interceptar a transmisséo vertical e de realizar controles adicionais nos bancos de sangue e
transplante de érgdos com realizacdo de diagnostico diferencial. A doenca de Chagas tornou-
se mais do que uma doenca zoonotica que afeta as populagdes rurais de paises endémicos,
consistindo atualmente uma preocupacdo mundial que pode ter consequéncias para a saude

humana em longo prazo.
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Figura 7 - Rotas de migracdo da América Latina e estimativa do nimero total de individuos infectados em
paises ndo endémicos

Fonte: Coura; Vifas (2010).

Como mencionado anteriormente, a transmissdo oral € bem conhecida e ja foi descrita
por vérios autores (ANDRADE et al., 2011; CAMANDAROBA; PINHEIRO LIMA;
ANDRADE, 2002; DE SOUZA et al., 1988; PINTO et al., 2001; RODRIGUEZ-MORALES,
2008; SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012; STEINDEL et al., 2008; VALENTE et
al., 1998). Uma importante caracteristica desta via é a possibilidade de diversos individuos
serem afetados simultaneamente ao ingerir a mesma fonte de contaminacdo. Esta rota de
infeccdo encontra-se atualmente em evidéncia, em especial em municipios da regido norte do
Brasil, Guiana Francesa e Venezuela onde o consumo de produtos derivados do acai é um
habito comum da populacdo (BLANCHET et al., 2014; DE NOYA et al., 2015; DE NOYA,
GONZALEZ, 2015; DE SOUZA et al., 1988; PINTO et al., 2001; VALENTE et al., 1998).

2.5 ManifestacGes clinicas

De acordo com suas caracteristicas laboratoriais e manifestacdes clinicas, a doenca de
Chagas € dividida em duas fases distintas. A primeira delas, a aguda, é de curta duracéo,
variando de um a trés meses. Clinicamente pode ser sintomatica ou ndo. Quando sintomatica,
as manifestacGes aparecem 7 a 10 dias ap6s a infeccdo (BARRETT et al., 2003) e, em geral,

sdo inespecificas, como febre, edema localizado ou generalizado, cefaléia e mal-estar geral. O
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chagoma de inoculagdo e o sinal de Romafa, edema uni ou bi-palpebral, representam
manifestacOes locais que ocorrem conforme a entrada do parasita, mas nem sempre séo
evidentes. Manifestacbes sisttmicas como alteragdes nervosas, esplenomegalia,
hepatomegalia e erupcao cutanea podem estar presentes durante esta fase. Miocardite, efusao
pericardial ou menigoencefalite estdo relacionados a doenca aguda severa e 6bito, ocorrendo
em menos de 1% dos infectados (BERN; MARTIN; GILMAN, 2011; NUNES et al., 2013;
PRATA, 2001). Durante a fase aguda, tripomastigotas podem ser facilmente detectados no
sangue periférico (BARRETT et al., 2003; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2002). A fase aguda termina quando o sistema imunoldgico reduz o numero de
tripomastigotas circulantes, tornando, muitas vezes, o diagndstico parasitolégico negativo
(Figura 8).

Posteriormente, 0s individuos infectados tornam-se assintomaticos, com
eletrocardiograma e estudo radiolégico de coragdo, es6fago e colon normais, mas com
sorologia positiva (MARIN-NETO et al., 2002; RIBEIRO; ROCHA, 1998). A esta nova fase
da-se o nome de forma cronica indeterminada (Figura 8). Nela, os individuos infectados
apresentam bom progndstico e a sua expectativa de vida é similar aquela observada para 0s
individuos ndo infectados (DIAS, 1989; MARIN-NETO et al., 2002; PRATA, 2001).
Entretanto, 15-30% desenvolvem sintomatologia décadas apds a infeccdo inicial (COURA,;
BORGES-PEREIRA, 2010; PRATA, 2001). As manifestacGes clinicas desta fase estdo
relacionadas ao envolvimento patolégico de o6rgdos especificos, particularmente coracéo,
esdfago e colon, os quais sdo agrupados em trés formas principais da doenca: cardiaca,
digestiva e cardio-digestiva ou mista (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010; RASSI JR;
RASSI; MARIN-NETO; SIMOES; RASSI JR, 2010). A forma cardiaca, devido a sua
frequéncia e severidade, é a mais importante da doenca de Chagas cronica, sendo
caracterizada por insuficiéncia cardiaca congestiva. Bloqueio de ramo direito e aneurisma
apical do ventriculo esquerdo sdo as alteracBes mais comumente encontradas (MAGUIRE et
al., 1987; NUNES et al., 2013; RIBEIRO et al., 2013). A forma digestiva € definida pela
dilatacdo de visceras ocas, com formacdo das megavisceras, sendo mais comumente descritas
no colon e eséfago. A sua formacdo estd relacionada com a degeneracdo plexular ou
denervagdo pos-ganglionar parassimpatica intrinseca, levando a uma hipertrofia muscular e
hiperplasia da mucosa, ambas responsaveis pelas visceromegalias (GUEVARA et al., 1997,

GULLO et al., 2012). Disfagia e constipacdo séo as manifestagcfes mais frequentemente

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Referencial Teorico 39

descritas nos individuos com megaesdfago e megacélon, respectivamente (GULLO et al.,
2012).

Figura 8 - Evolugdo clinica da doenga de Chagas

-

FASE FASE
AGUDA CRONICA
Digestiva
10%
Sintomatica
Cardiaca
20%
Aguda

Indeterminada

Assintomatica ——
ssin atic 70%

Intensidade de resposta

— — - - - - S .

Anti T. cnzi igM

— — - Anti T. cruzi G

f T i Tempo

infecgao

1-2 semanas 8-10 semanas
Resposta imune

Fonte: Modificada de Dutra et al. (2009) e de Rassi Jr; Rassi;
Marcondes de Rezende (2012).

2.6 Diagnostico laboratorial

O diagndstico laboratorial da infeccdo causada pelo T. cruzi ndo € uma tarefa facil dadas
as caracteristicas da doenca. Assim, o diagnostico depende de sua fase sendo que, na aguda,
em virtude da grande quantidade de parasitas circulantes, as metodologias utilizadas sé@o
aquelas que evidenciam a presenca destes por meio de exames parasitoldgicos diretos e
indiretos (GOMES, 1997; MURCIA et al., 2013). Os individuos elegiveis para realizacdo de
exames parasitologicos sdo o0s recém-nascidos de maes infectadas, individuos
imunossuprimidos com diagnostico prévio da doenga e aqueles com suspeita clinica e
epidemioldgica de ter adquirido recentemente a infeccdo. Dentre os métodos parasitologicos

diretos, os mais utilizados sdo a microscopia da gota fresca de sangue examinada entre lamina

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Referencial Teorico 40

e laminula e a gota espessa corada, sendo este Ultimo menos sensivel que o primeiro
(GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009). Desde os anos 1960, o diagndstico parasitoldgico
da fase aguda vem sendo aperfeicoado com procedimentos de enriquecimento, sendo as
metodologias de micro-hematocrito (FEILIJ; MULLER; GONZALEZ CAPPA, 1983) e de
Strout (STROUT, 1962) as mais corriqueiramente empregadas. Podem também ser utilizados
0s métodos parasitolégicos indiretos, os quais baseiam-se no aumento do nimero de parasitas
provenientes do sangue ou liquor, em passagens por triatomineos (xenodiagnostico), meios de
cultivo ou sub-inoculacdo em modelos experimentais (LUQUETTI; RASSI, 2000;
SIQUEIRA-BATISTA et al., 1996; STORINO; MILEI, 1994). Em geral, séo metodologias
que necessitam de 30 a 60 dias para a demonstracdo do parasita nas fezes do inseto, no meio
de cultivo ou no sangue/tecidos dos animais inoculados. Apesar ndo conferirem diagnostico
especifico para a fase aguda, observa-se que o nimero de parasitas recuperados é maior
quando comparadas a cronica, além de apresentarem positividade precoce quando o material
bioldgico é coletado dez a quinze dias pés-infec¢do (DIAS, 1990). Em contraste, as técnicas
soroldgicas indiretas apresentam baixa sensibilidade em individuos recentemente infectados
devido ao tempo minimo requerido para a producdo de 1gG anti-T. cruzi (Figura 8). Além
disso, mesmo a IgM anti-T. cruzi requer um periodo de semanas para ser produzida a niveis
detectaveis. Outro problema é a auséncia de Kkits comerciais para deteccdo desta
imunoglobulina, o que impede a utilizacdo de testes soroldgicos como método de diagndstico
da doenca de Chagas na fase aguda (LUQUETTI; SCHMUNIS, 2010).

Com a evolucéo clinica, inicia-se a fase crénica, aumentando a producdo de anticorpos
especificos dirigidos para diferentes estruturas do microrganismo (Figura 8), 0s quais passam
a ser detectados por testes imunoldgicos (SCHATTSCHNEIDER et al.,, 1992). Os mais
regularmente utilizados séo o ensaio imunoenzimatico (enzyme linked-immunosorbent assay —
ELISA), a imunofluorescéncia indireta (IFI) e a hemaglutinacdo indireta (HAI) (BRASIL,
2005; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2002). Além destes, o Western blot, a
radioimunopreciptacdo (RIPA), a quimioluminescéncia, a imunocromatografia (testes
rapidos), a aglutinacdo em particulas de latex, a citometria de fluxo e o microarranjo liquido ja
foram descritos na literatura como metodologias para o diagnéstico da doenga de Chagas,
bem como ferramentas moleculares, tais como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas
variantes.

O teste de IFI foi o primeiro método a ser desenvolvido (FIFE; MUSCHEL, 1959; DE
SOUZA; CAMARGO, 1966), empregando epimastigotas fixadas em formalina. S&o
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utilizados anticorpos anti-imunoglobulina humana marcados com fluoresceina para a deteccéo
de anticorpos que se fixam sobre os epimastigotas ap0s reacdo com o soro de interesse.
Apresenta o inconveniente de necessitar microscopio de fluorescéncia, alem de apresentar
reacOes cruzadas para outras espécies, em especial Leishmania sp., Trypanosoma rangeli,
epitopos contendo fosfocolina (LAL; OTTESEN, 1989) e uma série de auto-anticorpos
(VELASQUEZ et al., 1993). Além do mais, a interpretacdo dos resultados é subjetiva, sendo
propicia a diferentes conclusdes quando mais de um analista realiza a leitura final do teste. A
HAI é um dos testes mais utilizados para o diagnéstico imunolégico para a doenca de Chagas.
O principio consiste na fixacdo de componentes proteicos do T. cruzi na superficie de
hemécias mediante adicdo de &cido tanico ou de cloreto de cromo. A identificacdo de
reatividade pode ser visualizada apds formacdo de aglutinacdo no fundo do tubo, sendo
decorrente da mistura das hemacias sensibilizadas com o soro dos individuos positivos.
Entretanto, apesar de ser considerada uma metodologia com elevada especificidade, a HAI
apresenta resultados inconclusivos e possui baixa sensibilidade quando comparada ao ELISA
(GADELHA et al., 2003).

O Western blot consiste na separacdo eletroforética de antigenos brutos ou purificados
sobre um gel de poliacrilamida. Ap0s a separacdo de acordo com seu peso molecular, ocorre a
transferéncia dos antigenos para uma membrana de nitrocelulose ou PVDF (fluoreto de
polivinilidene). A verificacdo de bandas especificas ocorre por meio de uma reacéo
imunoenzimatica. Embora esta metodologia seja empregada para confirmacgdo da presenca de
anticorpos contra virus comumente triados em bancos de sangue (HIV, HTLV e HCV), alguns
inconvenientes ja foram relatados na detec¢do de anticorpos anti-T. cruzi, particularmente
devido ao grande numero de bandas presentes em extratos brutos (de 15 a 20 bandas, com
pesos moleculares variando de 10 a 300 kDa). Além disso, demonstrou-se por eletroforese
bidimensional a presenca de diferentes proteinas com o mesmo peso molecular, mas
diferentes pontos isoelétricos (LANAR; MANNING, 1984), além de revelarem anticorpos
com reatividade cruzada apos eluicdo (ROSFJORD et al., 1990), especialmente aqueles
dirigidos contra antigenos entre 35 a 65 kDa, 0s mesmos presentes em soros de pacientes com
leishmaniose (MALCHIODI et al., 1994; REED; BADARO; LLOYD, 1987). Por apresentar
sensibilidade variando de 44,3% a 100% (NAKAZAWA et al., 2001; PERALTA et al., 1994;
REICHE et al.,, 1998; ZARATE-BLADES et al., 2007), uma solugdo proposta foi o
desenvolvimento de antigenos purificados, sejam eles naturais (NAKAZAWA et al., 2001;
UMEZAWA et al., 1996), recombinantes (COSTA et al., 1997), ou peptideos sintéticos
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dispostos isolada ou combinadamente sobre linhas Unicas ou multiplas (OELEMANN et al.,
1999; SABINO et al, 1997). A fragdo antigénica de 150-160 kDa purificada de
tripomastigotas cultivados em células LLC-MK2 em meio RPMI 1640 forma a base do teste
TESA-blot (Trypomastigote excreted-secreted antigens) (KESPER et al., 2000; SILVEIRA-
LACERDA et al., 2004; UMEZAWA et al., 1996) e tem sido utilizada até hoje.

A metodologia de RIPA baseia-se no cultivo de epimastigotas na presenca de um
radioisétopo (**°I ou *S) que se incorpora ao parasita. Apés a lise do agente, 0 meio é
colocado em contato com o soro a ser estudo, levando a formacgdo de imunocomplexos. A
reatividade é evidenciada principalmente pela presenca de suas glicoproteinas gp72 e gp90
(KIRCHHOFF et al., 1987). A manipulacdo de material radioativo constitui um fator
limitante para a sua utilizacdo. A quimioluminescéncia, por sua vez, consiste na deteccdo de
anticorpos anti-Gal reativos contra glicoconjugados especificos de tripomastigotas e
epimastigotas tratados com fosfolipases e purificados sob a forma de oligossacarideos
(ALMEIDA et al.,, 1994). Estes anticorpos s6 foram demonstrados em individuos
cronicamente infectados, diferindo dos anticorpos anti-Gal isolados de individuos saudaveis.
Esta € uma metodologia altamente sensivel e especifica, tendo sido relatada a capacidade de
eliminar resultados inconclusivos ou falso-positivos, dai sua utilizacdo na triagem de doadores
de sangue (IZQUIERDO et al., 2013; MURCIA et al., 2013; PRAAST et al., 2011).
Entretanto, em virtude de altos custos, torna-se inacessivel a pequenos e médios centros
urbanos.

A imunocromatografia consiste em uma matriz constituida de membrana de
nitrocelulose ou de nailon tendo o antigeno do T. cruzi fixado em sua superficie na forma de
linha. A reatividade é revelada pelo depoésito de corante coloidal na linha de captura. Esta
metodologia tem a vantagem de apresentar dispositivos para uso individual, rapido
processamento, necessidade de pequeno volume de amostra, armazenamento a temperatura
ambiente, ndo havendo exigéncia de reagentes, equipamentos e de competéncia técnica
especializada para a sua execucdo (MEDICOS SEM FRONTEIRA, 2008). Os testes rapidos
apresentam sensibilidade de 93,4% a 100% e especificidade de 94,8 a 99,9% (CHAPPUIS et
al., 2010; CHIPPAUX et al., 2009; LUQUETTI et al., 2003; PONCE et al., 2005; RODDY et
al., 2008), sendo esta variacdo decorrente de fatores que afetam o seu desempenho, tais como
0 tipo e a origem das amostras analisadas (LUQUETTI et al., 2003; VERANI et al., 2009),
idade e gravidez (CHIPPAUX et al., 2009; SOSA-ESTANI et al., 2008).
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A aglutinacdo de particulas de latex ja foi descrita na literatura para o sorodiagndstico
da doenca de Chagas e apresenta vantagens de ser uma metodologia répida, simples e a
visualizacdo de seus resultados serem dependentes ou ndo de equipamentos (ALVIAREZ et
al., 2014; GARCIA et al., 2013, 2014). O latex, um polimero coloide, € utilizado nos ensaios
de acoplamento das proteinas a sua superficie, podendo ser realizado por métodos fisicos ou
quimicos, sendo os ultimos os mais comumente utilizados nas reagdes imunologicas por
permitirem maior estabilidade de acoplamento e que a proteina permaneca em sua
conformacdo nativa (GARCIA et al., 2013). O principio do método baseia-se na interacédo
antigeno-anticorpo quando particulas de latex sensibilizadas sdo incubadas com o soro de
interesse, ocorrendo aglutinacdo do material, podendo ser visivel sem auxilio de
equipamentos. Esta metodologia ndo é muito utilizada para o diagnostico da doenca de
Chagas, pois a padronizacdo pode ser comprometida em virtude da dissociacdo das particulas
de latex sensibilizadas com as proteinas do T. cruzi (GARCIA et al., 2014).

O diagndstico sorolégico da doenca de Chagas utilizando citometria de fluxo tem
mostrado resultados promissores, permitindo diferenciar individuos acometidos por
leishmaniose visceral, cutanea e doenca de Chagas por meio de marcacdo diferencial
(TEIXEIRA-CARVALHO et al., 2015). Entretanto, ndo é reconhecida como teste
diagnostico, sendo disponivel apenas para pesquisa.

Os ensaios de microarranjo liquido, descritos incialmente em 1977 (HORAN;
WHEELESS, 1977), permitem analises quantitativas e qualitativas de multiplos alvos em uma
Unica reacdo e vem conquistando popularidade na area de imunodiagnostico e pesquisa basica
(MILLER; TANG, 2009). Atualmente, ha produtos comerciais desenvolvidos com base neste
principio. O sistema Luminex (Austin, TX, EUA), por exemplo, consiste em um conjunto de
microesferas de polietileno em suspensdo, impregnadas com diferentes quantidades de dois
fluoréforos, gerando, desta forma, esferas com marcac@es diferenciais baseadas em codigo de
cores, as quais sdo identificadas pelo equipamento. Diferentes antigenos podem ser
imobilizados a microesferas especificas através de ligacdes covalentes ndo reversiveis.
Anticorpos presentes no soro de individuos infectados se ligam aos antigenos localizados na
superficie das microesferas e a detec¢do € realizada por meio de um terceiro marcador
fluorescente, a ficoeritrina ligada ao anticorpo de deteccdo (MILLER; TANG, 2009). Por
meio de um sistema de microfluidica o equipamento utiliza lasers para identificacdo das
esferas e quantificacdo dos anticorpos ligados aos antigenos, de acordo com a intensidade de
sinal associado a cada microesfera (DUNBAR; JACOBSON, 2000; SPIRO; LOWE;
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BROWN, 2000). A estratégia de diferenciacdo permite a deteccdo simultdnea de multiplas
amostras com alta velocidade de processamento, podendo na teoria analisar mais de 500
reacOes diferentes na mesma solucdo e em pouco tempo. O microarranjo liquido foi utilizado
em ensaios contendo uma Unica proteina do T. cruzi ou em ensaios multiteste, sendo
verificado aumento dos pardmetros de desempenho em ambas as situagcbes quando
comparados a utilizacdo do lisado do parasita (FOTI et al.,, 2009). No entanto, € uma
metodologia cara e depende de pessoal especializado para a sua realizacao.

A PCR, embora delineada para ser a metodologia com maior sensibilidade e
especificidade para triagem de doares de sangue (LELIE et al., 2002) e sugerida como método
confirmatdrio para infeccdo pelo T. cruzi (AVILA et al., 1991, 1993; BRITTO, 2009;
GOMES et al., 1999; WINCKER et al., 1994), ndo apresentou interesse na hemoterapia até o
momento, seja pela necessidade de utilizacdo de agentes caotropicos para melhor extracéo do
DNA do parasita (AVILA et al., 1991), assim como sensibilidade varidvel obtida de amostras
provenientes de individuos reconhecidamente infectados (BRASIL et al., 2010; BRENIERE
et al.,, 1992; BRITTO, 1995, 2009; SILBER et al., 1997; VERA-CRUZ et al., 2003;
ZINGALES et al.,, 1998). Até o momento ndo foi encontrado um alvo consensual para
diagnostico da doenca de Chagas por meio da PCR. Por este motivo, o Ministério da Saide do
Brasil ndo reconhece a sua utilizagdo como teste diagnéstico para a doenca de Chagas
(BRASIL, 2005).

Dentre as metodologias apresentadas, o teste de ELISA constitui o teste de escolha em
virtude de sua facilidade de execucdo, baixo custo, possibilidade de automacao e testagem de
varios individuos ao mesmo tempo, permitindo realizar determinacGes quantitativas diretas da
interacdo antigeno-anticorpo por medida da atividade enzimatica sobre um substrato (DA
SILVEIRA; UMEZAWA,; LUQUETTI, 2001; GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009).
Apbs sensibilizacdo da fase solida com antigenos especificos, o material é incubado com soro
de interesse e, em seguida, com anticorpo secundario anti-imunoglobulina humana marcado
com uma enzima. Posteriormente adiciona-se o substrato e observa desenvolvimento de cor.
Por fim, a leitura é realizada em comprimento de onda definido (Figura 9).

Em 1975, foi descrita a padronizagéo e utilizagcdo de um teste de imunoperoxidase para
o diagnostico da doenca de Chagas, utilizando como antigeno epimastigotas de T. cruzi
formalizadas e fixadas em laminas de microscopia. Na ocasido, 0 teste apresentou
desempenho similar a IFI e chamou atencdo pela redugdo do custo, pois a coloragéo resultante
podia ser visualizada utilizando microscopia O¢ptica (FERREIRA; CAMARGO;
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NAKAHARA, 1975). Neste mesmo ano, o teste de ELISA foi padronizado em placas de
microtitulagdo com componentes antigénicos sollveis de T. cruzi previamente adsorvidos
(VOLLER et al., 1975), proporcionando novas perspectivas na sorologia da doenca.
Atualmente existe a possibilidade de utilizar fracbes antigénicas definidas obtidas por

processos fisicos e quimicos ou através de técnicas de biologia molecular e clonagem.

Figura 9 - Esquema do teste de ELISA

A - Fase solida sensibilizada B - Incubagdo com o C - Incubagdo com anticorpo D - Adigdo de substrato
com o antigeno soro secunddrio marcado erevelagdo da cor

L@@JL&MJ %i ii =

Fonte: O autor.

Nota: A reacdo comega com a sensibilizacdo da fase s6lida com antigenos especificos (A), seguida por
incubacdo com o soro de interesse (B). Posteriormente é realizada incubagdo com anticorpo secundario anti-
imunoglobulina humana marcado com enzima (C) e a reacdo é revelada com adi¢do do substrato (D). Por fim, a
intensidade de cor é determinada em comprimento de onda especifico em um leitor de microplacas (E).

E - Leitura automatizada

Tradicionalmente os testes de ELISA convencionais utilizam extratos brutos ou
antigenos semipurificados de cepas de T. cruzi que, em virtude de sua complexidade
antigénica, resultam em problemas de padronizagéo, baixa confiabilidade e possibilidade de
reatividade cruzada com outros microrganismos, principalmente com espécies do género
Leishmania e T. rangeli (ARAUJO, 1986; PAN et al., 1992; SANTOS et al., 2012). Um
estudo multicéntrico realizado em 1997 demonstrou que a deficiéncia de padronizacdo dos
reagentes foi a responsavel pela incongruéncia dos resultados quando o mesmo painel sérico
foi usado para avaliacdo de diversos kits (SAEZ-ALQUEZAR, 2007). Além disso, estes testes
nem sempre sdo capazes de detectar a infeccdo em individuos com baixos niveis de
imunoglobulinas (FURUCHO et al., 2008; SANTOS et al., 2012). Tais deficiéncias podem
ser corrigidas com a utilizacdo de antigenos especificos identificados e purificados através de
técnicas de biotecnologia.

No inicio dos anos 1980, o uso combinado das técnicas de imunoquimica e clonagem
génica permitiram a identificagdo de novos antigenos. Esta estratégia criou protocolos rapidos
e eficientes que possibilitaram a identificacdo de uma grande quantidade de antigenos em
curto espaco de tempo (BAYER-SANTOS et al., 2013; BAYONA et al., 2011; PABA et al.,
2004; PARODI-TALICE et al., 2004; WEN et al., 2012). Assim, antigenos recombinantes
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foram sintetizados e avaliados quanto a sua estrutura por cristalografia de raios X
(MARTINEZ et al., 2014; MURAKAMI et al., 2013; PIZARRO et al., 2011), em ensaios de
vacinacdo (GUPTA et al., 2013; KNIGHT et al., 2014; NAKAYASU et al., 2012; PEREIRA
et al., 2005) e em testes diagndsticos, capturando anticorpos especificos e evitando potenciais
interferéncias de outros componentes que normalmente ocorrem quando a matriz antigénica é
obtida por purificacio de proteinas de origem nativa (BRENIERE et al., 1997; CAMUSSONE
etal., 2009; COTRIM et al., 1990; DA SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001; FOTI et
al., 2009; HERNANDEZ et al., 2010; HOUGHTON et al., 1999; UMEZAWA et al., 1999;
VERISSIMO DA COSTA et al., 2013). Desta maneira, 0 uso das proteinas recombinantes
aumentou a especificidade da reagdo imunoldgica, levando a um diagnostico mais preciso
(AGUIRRE et al., 2006; CAMUSSONE et al., 2009).

Nesta metodologia, as proteinas sdo geralmente preparadas através da expressao
heteréloga, principalmente em Escherichia coli (CHEN, 2012; WAEGEMAN; SOETAERT,
2011). A sequéncia nucleotidica de interesse € inserida em um plasmideo bacteriano, sendo
este ultimo usado para transformar bactérias competentes. As proteinas codificadas pelo
plasmideo sdo expressas em cultura bacteriana e, posteriormente, purificadas, gerando
produtos com elevado grau de pureza (YOUNG; BRITTON; ROBINSON, 2012). A
vantagem de utilizar proteinas recombinantes é a possibilidade de se trabalhar com antigenos
inteiramente caracterizados, 0s quais podem ser avaliados individualmente para a
determinacdo de anticorpos em diferentes condicdes clinicas. Além disso, sua producdo e
avaliacdo tornaram-se padronizadas, prerrogativa indispensavel para que um teste diagnostico
possua reprodutibilidade aceitavel, ou seja, com coeficiente de variacdo inferior a 20%
(JACOBSON, 1998; SAEZ-ALQUEZAR, 2007). Outras vantagens podem ser mencionadas,
como manipulacdo de agentes ndo infecciosos, ndo havendo necessidade de cultivos de T.
cruzi e a reducdo de custos, visto que as células bacterianas, uma vez transformadas, podem
produzir grande quantidade de proteinas recombinantes por muitos anos (CHEN, 2012;
WAEGEMAN; SOETAERT, 2011). Sem mencionar que os plasmideos contendo o inserto
ligado, denominados constructos, sdo estaveis por longo periodo de tempo.

Desta maneira, clones de expressdo para diferentes proteinas do T. cruzi foram criados e
uma grande quantidade de peptideos recombinantes foi utilizada para o diagnostico
sorologico, alguns dos quais possuindo em sua constituicdo blocos de aminoacidos
conservados e dispostos em tandem que se repetem varias vezes aumentando, portanto, o seu

reconhecimento pelo soro de individuos portadores da doenca de Chagas (DA SILVEIRA;
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UMEZAWA; LUQUETTI, 2001; HOFT et al., 1989; LAFAILLE et al., 1989; THUY et al.,
2012; VALIENTE-GABIOUD et al., 2011). No entanto, um estudo multicéntrico conduzido
em 1997 demonstrou que alguns antigenos ndo-repetitivos apresentam parametros de
desempenho semelhantes aqueles obtidos com a utilizacdo de antigenos com repeticao
(UMEZAWA et al., 1999).

O sequenciamento do genoma do T. cruzi (EL-SAYED et al., 2005) e ferramentas de
bioinformatica possibilitaram a descricdo de novos antigenos a partir da predicdo de proteinas
putativas e de analise de antigenicidade (COOLEY et al., 2008; GOTO; CARTER; REED,
2008; HERNANDEZ et al., 2010). Assim, foi possivel escolher os antigenos que apresentam
baixo grau de homologia com proteinas de organismos relacionados ao T. cruzi. Este fato
diminuiu sobremaneira a quantidade de reacdes cruzadas, visto que as proteinas
recombinantes foram sintetizadas a partir de sequéncias de DNA nas quais as regides
responsaveis por estas reacGes pudessem ser removidas (AGUIRRE et al., 2006; DA
SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001; GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009;
HERNANDEZ et al., 2010; THOMAS et al., 2001; VERISSIMO DA COSTA et al., 2013).

Os Quadros 1, 2 e 3 apresentam as principais proteinas recombinantes descritas na
literatura e avaliadas para potencial uso em diagnodstico, monitoramento de cura e/ou
verificacdo do estagio da doenca cardiaca. Embora muitas delas possuam sequéncias similares
ou idénticas, por razdes historicas receberam diferentes nomenclaturas. Por este motivo, as
proteinas similares ou idénticas aparecem agrupadas. O Quadro 1 agrupa as proteinas que
possuem regides repetitivas em sua sequéncia. O Quadro 2 reline as proteinas pertencentes a
familia das trans-sialidases e trans-sialidases-simile. Ja4 o Quadro 3 descreve as demais
proteinas que ndo se encaixam nas classificacdes dos Quadros 1 e 2.
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Quadro 1 - Antigenos recombinantes que apresentam sequéncias repetitivas

Antigenos REP (aa) Proteina nativa (kDa) Caracteristicas Utilizacdo  Referéncias*
CRA 225
Ag30 180-225 o
JL8 14 >170 C:;gcf;;?gﬁga IC Grupo A
TCR27 150-200 P
RP4 NR
FRA >300
A AL Proteinas associadas ao
JL7 68 >170 . IC Grupo B
H49 >300 g
RP1 NR
B13 116-140
Ag?2 85 . -
ToRm 12 c s S owmc
PEP-2 22 P g
RP5 NR
Ag36 85 A
JL9 110 Proteinas associadas a
MAP 38 110 microttbulos 1 o
RP3 NR
TcE 7 35 Proteina ribossomal IC Grupo E
B12 20 200-230 NR 1 Grupo F

Fonte: O autor.

*Nota: GRUPO A: Camussone et al. (2009); Hoft et al. (1989); Ibafiez et al. (1988); Lafaille et al. (1989); Levin
et al. (1989). Grupo B: Camussone et al. (2009); Cotrim et al. (1995); Ibafiez et al. (1988); Lafaille et al. (1989);
Levin et al. (1989). Grupo C: Camussone et al. (2009); Gruber ; Zingales (1993); Hoft et al. (1989); Ibafiez et
al., 1988; Peralta et al. (1994); Vicco et al. (2013). Grupo D: Camussone et al. (2009); Ibafiez et al. (1988);
Kerner et al., (1991); Levin et al. (1989). Grupo E: Houghton et al. (1999). Grupo F: Gruber; Zingales (1993).
Legenda: aa (aminoacidos); Ag (antigen); CRA (cytoplasmic repetitive antigen); EDC (estagio de doenga
cardiaca); FRA (flagelar repetitive antigen); 1A (infeccdo aguda); IC (infeccdo cronica); MAP (microtubule
associated protein); NR (ndo reportado); PEP (peptide with repeating apitopes); REP (Repeti¢Ges); RP
(repetitive peptide); Tc (Trypanosoma cruzi); TCR (Trypanosoma cruzi repetitive).
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Quadro 2 - Antigenos recombinantes pertencentes a familia das trans-sialidases e TS-simile que apresentam
sequéncias repetitivas

Antigenos REP (aa) Proteina nativa (kDa) Caracteristicas Utilizagéo Referéncias*
SAPA
TCNA . IA
Ts 12 105-205 Familiadas TS ICON Grupo A
RP? ICLeis
TcL01.2 NR NR Familia das TS IC Grupo B
Agl3 85 . 1A
TeD 5 260 Familia das TS IC Grupo C
Rc TS NR NR Familia das TS CIC Grupo D
FL-160 Proteina associada IC
CEA NR 160 ao flagelo da MC Grupo E
CRP160 TS-simile
Mucina de
TSSAI NR NR tripomastigota da TTc Grupo F
familia TS-simile
Mucina de TTC
TSSAII NR NR tripomastigota da . Grupo G
i P DClLeis
familia TS-simile

Fonte: O autor.

*Nota: Grupo A: Breniere et al. (1997); Camussone et al. (2009); Frasch et al. (1991); Frasch; Reyes (1990); Gil
et al. (2011); Russomando et al. (2010). Grupo B: Houghton et al. (1999). Grupo C: Burns et al. (1992). Grupo
D: Buchovsky et al. (2001). Grupo E: Cetron et al. (1992); Jazin et al. (1995); Meira et al. (2004); Norris et al.
(1997). Grupo F : Di Noia et al. (2002). Grupo G: Cimino et al. (2011); Di Noia et al. (2002); Bhattacharyya et
al. (2010).

Legenda: aa (aminodcidos); CEA (exoantigeno crbnico); CIC (confirmacdo da infec¢do crbnica); CRP (proteina
regulatoria complementar); DCLeis (diagnéstico confirmatorio em areas endémicas para leishmaniose); FL
(proteina de superficie flagelar); IA (infeccdo aguda); ICLeis (infec¢do crbnica em areas endémicas para
leishmaniose); ICON (infecgdo congénita); MC (monitoramento de cura); NR (ndo reportado); Rc TS (regido
catalitica da TS); REP (RepeticOes); RP (peptideo repetitivo); RP TSSA (pequena superficie recombinante de
tripomastigota); SAPA (antigeno de fase aguda); Tc (Trypanosoma cruzi); TS (trans-sialidases); TTc (tipagem
do T. cruzi).
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Quadro 3 - Outros antigenos recombinantes propostos para uso diagndstico

Antigenos Proteina nativa (kDa) Caracteristicas Utilizacdo  Referéncias*
R13 L
P2p NR Proteina ribossomal EDC Grupo A
FcaBP
1F8
Te-24 Proteina flagelar 1A
i A dependente degcélcio 1 Clpel
Tc-28 P MC
Tc-29
Calflagina
cy-hsp70 .
mt-hsp70 70-78 Proteinas de IC Grupo C
choque térmico MC
grp-hsp78
JL5 38 Proteina ribossomal P EDC Grupo D
Al13 230 NR Il'é Grupo E
Proteina da superficie
SA85-1.1 85 de tripomastigota IC Grupo F
TcAg29 NR Proteina re_guladora IC Grupo G
de alginato
Proteina ligadora
TcAg4 NR de RNA IC Grupo H
Tcl, Tc3, . . .
eI R eI ool
Tc12, Tels P
Tc40 38-100 NR IC Grupo J
Ubiquitina NR NR IC Grupo K

Fonte: O autor.

*Nota: Grupo A: Aznar et al. (1995); Breniere et al. (2002); Diez et al. (2006); Fabbro et al. (2011); Vicco et al.
(2013). Grupo B: Abate et al. (1993); Engman et al. (1989); Fabbro et al. (2007); Frasch et al. (1991); Gonzalez
et al. (1985); Krautz et al. (1995); Marcipar et al. (2005). Grupo C: Frasch et al. (1991); Krautz et al. (1998).
Grupo D: Frasch et al. (1991). Grupo E: Frasch et al. (1991). Grupo F: Cetron et al. (1992). Grupo G: DaRocha
et al. (2002). Grupo H: DaRocha et al. (2002); Goto et al. (2008). Grupo | : Goto et al. (2008); Grupo J:
Lesénéchal et al. (1997); Grupo K: Télles et al. (1999).
Legenda: cy-hsp (proteina de choque térmico citoplasmética); EDC (estagio de doenca cardiaca); FcaBP
(proteina flagelar ligadora de calcio); grp-hsp (proteina de choque térmico do reticulo endoplasmatico); 1A
(infeccdo aguda); IC (infeccdo crdnica); MC (monitoramento de cura); mt-hsp (proteina de choque térmico
mitocondrial); NR (ndo reportado); Tc (Trypanosoma cruzi).
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Todavia, a despeito dos avangos alcancados, resultados falso-negativos continuaram a
ser evidenciados, indicando que a utilizacdo de um Unico antigeno recombinante ndo seria
capaz de diagnosticar todos os individuos portadores da doenca de Chagas (FRASCH et al.,
1991; LEVIN et al., 1991; MONCAYO; LUQUETTI, 1990; PERALTA et al., 1994). Tal
limitacdo deve-se a propria natureza do antigeno recombinante, ou seja, a monotomia de
epitopos presentes em um dnico antigeno isolado. Apesar de muitos deles serem constituidos
por sequéncias repetitivas, nem sempre sdo identificados por anticorpos especificos presentes
nos individuos positivos. Este fato deve-se ao elevado grau de polimorfismo intraespecifico
observado para o T. cruzi, sugerindo que antigenos que apresentam valores maximos de
sensibilidade e especificidade em dada localidade podem ndo assegurar bom desempenho em
outras regides geograficas (AZUAJE; RAMIREZ; DA SILVEIR, 2007; BALOUZ et al.,
2015; GUZMAN-GOMEZ et al., 2015; MARTIN et al., 2014). O genoma do T. cruzi é o mais
complexo dentre os tripanossomatideos que infectam o homem, com tamanho de 110 milhdes
de pares de bases. Aproximadamente 18% dos 12.000 genes codificadores de proteinas
descritos até 0 momento sdo responsaveis por sintetizar proteinas de superficie envolvidas na
interacdo parasita/hospedeiro (EL-SAYED et al., 2005). E interessante notar que, em virtude
dessa complexidade genética e antigénica, 50% dos genes do parasita codificam proteinas
hipotéticas, ou seja, que ndo apresentam similaridade com proteinas descritas em outros
organismos (MARTINS et al., 2011). Por conta deste polimorfismo, o parasita é agrupado em
sete linhagens distintas denominadas unidades de tipagem discretas (DTU — Discrete Typing
Units), a saber: Tcl a TcVI e Tcbat (ZINGALES et al., 2009, 2012), as quais, por sua vez, Sdo
subdivididas em cepas caracterizadas por marcadores moleculares especificos. Assim, as
cepas pertencentes a cada DTU devem ser consideradas como familias de clones estritamente
relacionadas, mas ndo como um unico clone. Por este motivo foi criado o termo clonet para se
referir ao conjunto de caracteristicas presentes dentro de cada subgrupo de cepas
(TIBAYRENC; AYALA, 1991). O ancestral comum mais recente de um determinado clonet
pode ter centenas de anos ou apenas uma semana, podendo ser de grande relevancia clinica,
epidemioldgica e diagndstica. Além disso, muitas proteinas do parasita sdo submetidas a
modifica¢fes pos-traducionais gerando variantes de uma mesma proteina. Tais modificagdes
podem ser ocasionadas pela introducdo de residuos de agticar (MUIA et al., 2010), 4cidos
graxos, grupos isoprenilicos, ancoras de GPI as proteinas recém-sintetizadas, contribuindo
para o elevado grau de diversidade antigénica do T. cruzi (CORDERO et al., 2009; EMMER
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et al., 2009; MUIA et al., 2010). Tamanha variabilidade antigénica representa um fator
limitante no desempenho dos testes diagnosticos utilizados nos laboratérios clinicos.

Uma alternativa para contornar esta limitacdo foi a combinacdo de dois ou mais
antigenos recombinantes em um unico teste, verificando um aumento significativo da
sensibilidade sem perda de especificidade (FRASCH et al., 1991). Um estudo realizado em
1999 avaliou os pardmetros de desempenho de seis proteinas recombinantes isoladas
utilizando um painel sorolégico de amostras provenientes de diferentes paises (UMEZAWA
et al., 1999). Posteriormente estas mesmas proteinas foram avaliadas em diferentes misturas,
demonstrando haver melhora nos pardmetros de desempenho e obtencdo de valores mais
elevados de densidade optica (DO) (UMEZAWA et al., 2003). Além do mais, amostras
séricas que apresentavam baixos valores de DO quando as proteinas recombinantes eram
utilizadas isoladamente, passaram a apresentar sinal maior quando as misturas foram usadas
(UMEZAWA et al., 2004). Desde entdo combinagdes de diferentes antigenos recombinantes e
peptideos sintéticos foram testadas utilizando-se diferentes formatos e plataformas
(CABALLERO et al., 2007; CAMUSSONE et al., 2009; GADELHA et al., 2003; KRIEGER
et al., 1990; PIRARD et al., 2005; REMESAR et al., 2009). Em geral, as misturas apresentam
alta sensibilidade e especificidade confirmando o potencial dos antigenos de T. cruzi de
segunda e terceira geracdes no sorodiagnostico da doenca de Chagas. Evidentemente, varias
destas combinagBes deverdo ser avaliadas com um numero maior de soros, inclusive de
diferentes regides geogréaficas, para confirmar seu valor diagndstico. Apesar do alto
desempenho dos testes diagndsticos utilizando uma mistura de antigenos recombinantes,
resultados diferentes de sensibilidade e especificidade ainda foram obtidos dada a
heterogeneidade antigénica das diversas cepas de T. cruzi. Além disso, a padronizacdo desta
estratégia € critica em virtude das caracteristicas individuais de cada uma das proteinas em
relacdo as etapas de purificacdo e do balanceamento do nimero de epitopos disponiveis em
fase solida apds imobilizacdo nas placas de microtitulacio (ANANDARAO et al., 2005; DA
SILVEIRA; UMEZAWA; LUQUETTI, 2001; DIPTI; JAIN; NAVIN, 2006).

Uma das estratégias propostas para diminuir esta heterogeneidade, reduzindo também a
possibilidade de reagdes cruzadas, é a utilizacdo de moléculas sintéticas formadas por
epitopos conservados e repetitivos de diferentes proteinas em uma unica molécula
recombinante gerando um poliantigeno, quimera ou antigeno multi-epitopo (AGUIRRE et al.,
2006; CAMUSSONE et al., 2009; HOUGHTON et al., 1999). Foi verificado que peptideos

sintéticos contendo repeti¢cdes quando testados isoladamente apresentam desempenho inferior
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ao do antigeno recombinante correspondente. A fusdo dos antigenos CRA (cytoplasmic
repetitive antigen) e FRA (flagelar repetitive antigen), por exemplo, elevou para 100% o0s
valores de sensibilidade e especificidade em uma pequena amostra estudada (ALMEIDA et
al., 1990), bem como a utilizacdo do poliantigeno CA-2-CRA-TcD-TcE, resultando em
valores acima de 99% para ambos os pardmetros (HERNANDEZ et al., 2010). Foi também
verificado que a utilizacdo de proteinas quiméricas é capaz de aumentar a reatividade de
amostras que possuem baixo sinal, bem como tinha sido relatado no caso das misturas de
proteinas recombinantes (CAMUSSONE et al., 2009). Uma vantagem adicional na utilizacao
desta abordagem refere-se a sensibilizacdo da fase sélida, pois, quando ocorre a partir de
misturas de diferentes proteinas recombinantes, ha diminuicdo da antigenicidade individual
devido ao bloqueio de cadeias essenciais (HERNANDEZ et al., 2000a, 2000b; HERNANDEZ
MARIN et al., 2001a, 2001b; SHAH et al., 1996). Além disso, as proteinas individuais
presentes nas misturas podem competir umas com as outras pelos sitios de ligacao, levando a
uma diminuicdo da sensibilidade. Desta maneira, a sensibilizacdo da fase solida utilizando
mistura de proteina é dita heterogénea (KENNY; DUNSMOOR, 1983). Por outro lado,
guando as proteinas quiméricas sdo adsorvidas na fase sélida somente uma pequena porc¢éo
das moléculas fica comprometida com a ligacdo a microplaca, deixando o restante dos
epitopos disponiveis para reagir livremente com anticorpos especificos, sem restricbes
estereoquimicas. Como as interacbes com a fase sdlida ocorrem de maneiras variadas o
cenario resultante consiste em uma sensibilizacdo homogénea e reprodutivel, como mostrado
na Figura 10. Consequentemente, as proteinas quiméricas podem fornecer uma maior
proporcao de sitios ativos livres, aumentando a sensibilidade do teste (BELLUZO et al., 2011;
CAMUSSONE et al., 2009; GONZALEZ et al., 2010). A importancia desta caracteristica
torna-se mais evidente quando a avaliagdo do potencial diagnostico de uma quimera é
realizada utilizando amostra sérica de individuos infectados provenientes de diferentes regides
geogréficas.

A tecnologia do DNA recombinante é largamente utilizada para geracdo de moléculas
hibridas e obtencéo de antigenos para a preparacdo de vacinas, mas, até 0 momento, poucos
trabalhos relatam a sua utilizagcdo no incremento do diagnoéstico da doencga de Chagas. Neste
sentido, uma avaliacdo sistematica destas proteinas pode permitir a selecdo e/ou o
desenvolvimento de testes de diagndstico sorologico com melhores desempenhos. Além
disso, modificacBes na sequéncia linear das quimeras podem ser realizadas com o objetivo de

obter um produto com elevado desempenho diagnostico.
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Figura 10 - llustracdo da sensibilizacdo de microplacas de
titulacdo seguida pela reacdo antigeno-anticorpo

Sensibilizagdo
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Fonte: Modificada de Camussone et al. (2009).

Nota: (A) Mistura de proteinas recombinantes; (B) Proteina
quimérica Ag4 composta por estruturas presentes nos Agl,
Ag2 e Ag3.

Legenda: Ag (antigeno).

2.7 Estudos de validacgao de testes diagnosticos

A avaliacdo adequada de biomarcadores, utilizados no diagndstico laboratorial, clinico,
monitoramento de evolucéo clinica e critério de cura, é realizada por meio de parametros de
desempenho determinados por calculos estatisticos (KASSAT; MANIERE; NGUYEN, 2006a;
OUCHCHANE; RABILLOUD; BOIRE, 2009). No caso especifico de diagnostico sorologico
laboratorial, os pardmetros a ser determinados sdo aqueles relacionados ao sucesso do teste
em identificar corretamente um determinado agravo em individuos que realmente o possuem,
independentemente da presenca ou auséncia de sinais e sintomas. E, de modo semelhante, ndo
identifica-lo no caso dos individuos que ndo o possuem. Desta maneira, 0 desenho de estudo
deve responder as quatro perguntas abaixo, as quais compGem as quatro fases do
delineamento de um estudo de validacdo de métodos (HOBBS, 2000; IRWIG et al., 2002;
KASSAT; MANIERE; NGUYEN, 2006b; SACKETT; HAYNES, 2002):
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a) O teste é capaz de diferenciar individuos positivos de negativos?

b) Teste com resultado positivo é mais frequente nos individuos portadores do agravo?

c) Qual a precisdo do teste em identificar na populacdo os individuos com suspeita de
serem portadores do agravo?

d) O teste oferece algum beneficio na melhora do estado de saude dos individuos
portadores da doenca?

A fase | é dita exploratdria e seu objetivo primordial é verificar se o teste é capaz de
diferenciar os individuos portadores de um agravo daqueles que ndo o possuem. A realizacdo
de um estudo piloto (ou prova de conceito) com pequeno nimero amostral é suficiente para
responder esta questdo. Este tipo de estudo é barato, rapido e um resultado negativo evita que
as fases posteriores sejam realizadas, as quais requerem maior investimento financeiro e de
tempo. As amostras utilizadas no estudo piloto devem ser sorologicamente caracterizadas,
contendo amostras negativas de individuos provenientes de &reas endémicas e ndo endémicas
e amostras positivas representativas do agravo, ou seja, de individuos assintimaticos e
sintomaticos com 0s sintomas 0s mais variados possiveis, bem como de diferentes graus de
evolucdo clinica da doenca. Amostras de individuos com suspeita de serem portadores do
agravo jamais devem ser incluidos nesta fase. Na fase | também podem ser realizadas
avaliacbes do teste ao submeté-lo a diferentes condigbes de temperatura e humidade,
verificacdo de sua eficiéncia ao longo do tempo (validade) e avaliacdo da reprodutibilidade
(intrateste, interterte, interlote, interlaboratorial, interoperador, etc) (VRAY, 2015). Assim, a
fase | permite saber se o teste é suficientemente confiavel para se iniciar a fase 11 do estudo.

A fase Il tem por objetivo avaliar se o teste tem maior probabilidade em fornecer
resultados positivos nos individuos portadores do agravo que nos nao portadores, e vice-versa,
ou seja, maior probabilidade em fornecer resultados negativos nos individuos ndo portadores
do agravo quando comparado aos portadores. Esta fase é realizada através de um estudo de
caso-controle, no qual os protocolos utilizados devem ser bem definidos, com critérios de
inclusdo e exclusdo de amostras/individuos delineados, controlando, desta maneira, variagdes
e distorcdes (vieses) de selecdo (WHITING et al., 2004, 2013). O numero de amostras deve
ser determinado através de estimadores estatisticos, ndo deixando de levar em consideracéo 0s
parametros de desempenho requeridos para o teste. Semelhantemente ao estudo de fase I, as
amostras positivas devem ser representativas do agravo e as negativas selecionadas a partir de
individuos residentes em éareas endémicas e ndo endémicas. Amostras provenientes de

individuos suspeitos de serem portadores do agravo ainda ndo devem compor a amostragem
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utilizada (SACKETT; HAYNES, 2002). Para os testes quantitativos, a definicdo do ponto de
corte é imprescindivel, podendo ser realizado através da construcéo de curvas ROC (Receiver
Operating Chracteristic ou Caracteristica de Operacdo do Receptor, em portugués) ou através
da diferenca de média e desvio padrdo entre os resultados obtidos de amostras negativas e
positivas (VRAY, 2015). Os estudos de fase | e Il s&o retrospectivos realizados unicamente
com a finalidade de pesquisa, os quais utilizam amostras previamente classificadas através de
testes de referéncia ou padrao-ouro.

O estudo de fase Il tem como objetivo determinar o desempenho do teste utilizando
amostras provenientes de individuos da populagdo, com suspeita ou ndo de serem portadores
do agravo. Trata-se de um estudo prospectivo, diferentemente das fases | e Il. Neste caso, a
condicdo soroldgica dos individuos é desconhecida, pois ndo sdo usados previamente 0s testes
de referéncia. Os parametros de desempenho obtidos podem ser comparados com aqueles
obtidos a partir de testes comercialmente disponiveis (VRAY, 2015). Os estudos de fase IlI
sd80 mais onerosos que os anteriores. Além disso, caso a doenga seja de baixa prevaléncia o
nimero amostral pode tornar o estudo inviavel. Entretanto, uma vantagem de sua utilizacéo é
a possibilidade da determinacdo de dois parametros de desempenho que até esta fase ndo
podiam ser conhecidos: os valores preditivos positivo e negativo. Estes parametros devem ser
determinados somente quando amostras com sorologia desconhecida séo utilizadas, pois, caso
contrario, os valores preditivos terdo resultados distorcidos e conclusfes erréneas sobre o
desempenho dos testes (VRAY, 2015).

Por fim, segue-se o estudo de fase 1V, cujo objetivo é mensurar o impacto da introducao
do teste com base na melhora ou piora da morbimortalidade do agravo e do custo decorrente
de sua introducdo, permitindo avaliar se os individuos submetidos a este novo teste foram
beneficiados de algum modo quando comparados aqueles que ndo foram submetidos. Arvores
de decisdo podem ser construidas utilizando o modelo de Markov como base (CHAN et al.,
2011) e a andlise de custo-eficacia pode ser determinada. No geral, sdo realizados ensaios
randomizados para responder a esta questdo (VRAY, 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

Atualmente os Kits soroldgicos para o diagndstico laboratorial da infec¢do causada pelo
T. cruzi utilizam em sua matriz extratos totais ou antigenos brutos dos parasitos, 0 que pode
levar a resultados errdneos, uma vez que o parasito compartilha similaridade com outras
espécies de tripanosomatideos. Uma tentativa de resolver este problema é a utilizacdo de
peptideos sintéticos especificos, aumentando a sensibilidade e especificidade diagnosticas. No
entanto, apesar dos esforcos, os antigenos utilizados nem sempre sdo capazes de reconhecer
cepas de diferentes regides geogréficas, podendo ocorrer reacdes falso negativas. Portanto, a
utilizacdo de diferentes antigenos unidos entre si (poliantigenos), dispostos em uma matriz
antigénica de um teste diagnostico, pode aumentar a sensibilidade de modo a contemplar as
cepas circulantes em diferentes areas endémicas no Brasil e fora dele, e que seja capaz de
diferenciar o T. cruzi de espécies que compartilham similaridade antigénica.

Com base no exposto, fica evidente que a busca por novos antigenos podera atender a
necessidade de diagndsticos mais precisos e diferenciais, aliado a uma maior rapidez nos
resultados, reducdo de custos e aumento da eficiéncia de processamento de grandes
quantidades de testes. Este estudo, que estd inserido na cadeia de desenvolvimento
tecnoldgico de um reagente diagndstico para a doenca de Chagas, teve como proposta o
desenvolvimento e retencédo de tecnologia brasileira e a reducdo da dependéncia por produtos
estrangeiros na area diagnoéstica, podendo integrar a plataforma diagndstica da doenca de

Chagas do Ministério da Saude.
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4 HIPOTESE

A utilizacdo de poliantigenos recombinantes produzidos a partir de regiGes altamente
antigénicas do Trypanosoma cruzi € mais eficaz para o diagnostico da doenca de Chagas
cronica do que os antigenos utilizados nas metodologias atuais, aumentando a sensibilidade e

especificidade do teste.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Caracterizar e avaliar o desempenho dos poliantigenos recombinantes IBMP-8.1,

IBMP-8.2, IBPM-8.3 e IBPM-8.4 para detecgdo de anticorpos 1gG anti-T. cruzi em individuos

na forma cronica da doenca de Chagas.

5.2 Objetivos especificos

a)

b)

Estabelecer os testes de referéncia a ser adotados como padréo-ouro para confirmacao
do estado sorologico das amostras usadas neste estudo;

Padronizar e otimizar os testes imunoenzimaticos no formato ELISA indireto utilizando
0s poliantigenos recombinantes IBMP-8.1, 8.2, 8.3 e 8.4 de T. cruzi;

Caracterizar e avaliar as propriedades estruturais dos poliantigenos IBMP-8.1, 8.2, 8.3 ¢
8.4 quanto a sua estabilidade a diferentes condi¢Ges desnaturantes;

Validar os quatro ensaios imunoenzimaticos utilizando os poliantigenos IBMP-8.1, 8.2,
8.3 e 8.4 através de soros de individuos infectados e ndo infectados pelo T. cruzi de
distintas regides geogréficas do pais e da América Latina;

Avaliar a reatividade cruzada dos poliantigenos IBMP-8.1, 8.2, 8.3 e 8.4 frente a

amostras séricas de individuos portadores de diferentes doencas infecto-parasitarias.

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na

fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Materiais e Métodos 60

6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo de validagdo de métodos, o qual refere-se ao processo que
determina o desempenho de um ensaio que foi desenvolvido, otimizado e padronizado para
uma determinada finalidade (JACOBSON, 1998). Este tipo de estudo estabelece parametros
de desempenho, fornecendo informacgdes Uteis sobre a capacidade do ensaio, em termos
quantitativos e qualitativos, em diferenciar com seguranga amostras positivas e negativas para
um agravo em particular (TDR DIAGNOSTICS EVALUATION EXPERT PANEL, 2010).
Para determinar a sua validade, os seus resultados sdo comparados aqueles obtidos a partir de
um padrdo-ouro que, para a doenca de Chagas cronica, € um conjunto de exames julgados

adequados.

6.1.1 Locais de experimentacdo e procedimentos

Os experimentos foram realizados no Servi¢co de Referéncia em Doenga de Chagas
(SRDC), localizado no Laboratério de Imunoparasitologia, Departamento de Imunologia,
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ-PE) e nos Laboratérios de Gendmica e de
Proteinas, do Instituto Carlos Chagas (FIOCRUZ-PR). A producdo dos poliantigenos
recombinantes foi realizada nos Laboratérios de Proteinas e Gendmica. A avaliacdo do
potencial diagnostico dos poliantigenos recombinantes purificados do Instituto de Biologia
Molecular do Parana (PRP-IBMP), incluindo padronizacdo dos ensaios pela metodologia de
ELISA e a realizacdo dos ensaios a partir de entdo, foram realizadas no SRDC. Ja a avaliacdo
estrutural e funcional dos PRP-IBMP foi realizada no SRDC (FIOCRUZ-PE) e no
Laboratdrio de Proteinas (FIOCRUZ-PR).

6.1.2 Considerac0es éticas

Este estudo possui aprovacéo junto ao Comité de Etica do CPgAM/FIOCRUZ-PE sob 0
nimero 388.527 de 04/09/2013 (CAAE 15812213.8.0000.5190, Anexo A). N&o existiram
riscos fisicos para a salde dos participantes, pois somente amostras previamente coletadas

foram utilizadas. Os dados que os identifiqguem foram mantidos em absoluto sigilo e, ao invés
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do nome, o material biolégico recebeu um cddigo numérico, mantendo, desta forma, a sua
confidencialidade.

6.2 Obtencao dos poliantigenos recombinantes
6.2.1 Expressdo e purificagéo

Os PRP-IBMP sdo constituidos por sequéncias de antigenos imunogénicos ja descritos
na literatura (Quadro 4). Os detalhes das construc¢des e dos processos de purificagdo ndo seréo
apresentados devido a confidencialidade industrial e por estarem em processo de depdsito de

patente.

Quadro 4 - Composi¢do dos PRP-IBMP

IEFIfAPP Segmentos Denominagdes Referéncias*

Ag2/B13/CA-2 Surface antigen

8.1 SAPA Shed-acute-phase-antigen/Trans-sialidase Grupo A
RPL19 60S ribosomal subunit protein 19
Agl/H49/JL7/FRA  Calpain cysteine peptidase/Cytoskeleton associated protein

8.2 SAPA Shed-acute-phase-antigen/trans-sialidase Grupo B
Ag2/B13/CA-2 Surface antigen
Ag2/B13/CA-2 Surface antigen
CRA/JL8/Ag30 Cytoplasmic repetitive antigen protein

8.3 TcD Trans-sialidase Grupo C
RPL19 60S ribosomal subunit protein 19
Ag2/B13/CA-2 Surface antigen
SAPA Shed-acute-phase-antigen/Trans-sialidase protein
R27-2 -

= MAP Microtubule-associated protein Cinkfeo B
KMP-11 Kinetoplastid membrane protein
FRA Fllagelar repetitive antigen

Fonte: O autor.

*Nota: Grupo A: Houghton et al. (1996a), (1996b), (1999); Ibafiez et al. (1988); Peralta et al. (1994). Grupo B:
Cotrim et al. (1990); Gruber; Zingales (1993); Ibafiez et al. (1988); Lafaille et al. (1989); Levin et al. (1989).
Grupo C: Burns et al. (1992); Cotrim et al. (1990); Gruber; Zingales (1993); Houghton et al. (1999); Ibafiez et al.
(1988); Lafaille et al. (1989). Grupo D: Gruber; Zingales, (1993); Houghton et al. (2009); Ibafiez et al. (1988);
Kerner et al. (1991); Lafaille et al. (1989); Thomas et al. (2001).

6.2.2 Determinacgéo da concentracéo

Os PRP-IBMP foram quantificados através de fluorimetria utilizando o equipamento
Qubit 2.0 (Life Technologies/Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). Esta metodologia utiliza

corante fluorescente que emite sinais somente quando ligado as proteinas, ainda que na
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presenca de contaminantes de outra natureza. As amostras de interesse foram misturadas a
solugdo fornecida pelo fabricante, incubadas por 2 minutos e a fluorescéncia emitida

determinada pelo equipamento.

6.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE)

Aliquotas dos PRP-IBMP (1 ng/poco) foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (LAEMMLI, 1970). Os géis de concentracdo (stacking gel) e de separacéo
(running gel) foram preparados a uma concentragcdo de acrilamida de 4,5% e 10%,
respectivamente. Os PRP-IBMP-8.1, 8.2, 8.3 e 8.4 foram avaliados submetendo o gel a
coloragéo pelo Coomassie Blue R250 (Bio-Rad). Como marcador de peso molecular foi
utilizado o Kaleidoscope™ Prestained Standards (BioRad).

6.3 Padronizacdo do ensaio imuno-enzimatico indireto (ELISA indireto)

6.3.1 Selecdo do sistema-tampdo para sensibilizacdo das microplacas

Os PRP-IBMP foram submetidos a diferentes condi¢cdes de pH e forca ibnica visando
obter informacdes sobre o conteldo de estrutura secundaria e estado de oligomerizacao. Para
esta finalidade foram utilizadas as metodologias de dicroismo circular (DC) e espalhamento
dindmico da luz (EDL) quando os PRP-IBMP encontravam-se nos sistemas-tampéo
carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6), fosfato de sédio (50 mM pH 7,5) e &cido 2-N-
morfolinoetanosulfénico (MES; 50 mM pH 5,5). O DC é uma ferramenta que possibilita
determinar o contetdo de estrutura secundaria de proteinas estimando, desta forma, mudancas
conformacionais induzidas por variagcdes quimicas (pH e agentes desnaturantes) e térmicas.
Os espectros de CD para os PRP-IBMP foram determinados no espectropolarimetro JASCO
J-815 (Hachioji, Tokio, Japdo), equipado com um controlador de temperatura acoplado a um
banho de agua circulante, denominado Peltier type CD/FL cell (Jasco, Tokio, Japdo). Foram
utilizadas cubetas retangulares de quartzo de 1 mm de caminho éptico. O espectropolarimetro
foi programado para gerar medias espectrais a partir de quatro aquisi¢des e, em cada uma
delas, mediu-se a elipcidade em graus na regido do UV, no intervalo de comprimento de onda

de 260 nm a 190 nm, com uma velocidade de 100 nm/min. O estado de agregacdo e

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Materiais e Métodos 63

oligomerizacdo dos PRP-IBMP foram avaliados através do EDL. Esta ferramenta permite
determinar o raio hidrodindmico das moléculas em suspensdo e estimar suas massas. Quando
uma fonte de luz como um laser, que possui uma frequéncia conhecida, incide sobre
particulas em suspensao, a luz € espalhada, mas em uma frequéncia diferente. A esta mudanca
de frequéncia da-se o nome efeito Doppler. Assim, relaciona-se o tamanho das particulas com
a alteracdo na frequéncia da luz. Em virtude da velocidade média ser maior para particulas
menores, hd uma maior mudanca na frequéncia comparada as particulas maiores e esta
diferenca que é utilizada para caracterizar um histograma de distribuicdo de tamanho de uma
amostra de particulas. O coeficiente de difusdo foi determinado a partir da taxa de decaimento
de intensidade e foi utilizado para calcular o raio hidrodindmico (Rh) da proteina através da
equacdo de Stokes-Einsteis (DT=KBT (6anRh)-1, onde T é a temperatura em Kelvin, kb é a
constante de Boltzmann e n é a viscosidade do solvente). A aquisi¢do dos dados foi realizada
no equipamento Dynamic Light Scattering DynaPro NanoStar (Wyatt Technology Corp.,

Santa Barbara-CA, EUA) e a sua andlise no programa Dynamics 7.1.7.16.

6.3.2 Padronizagdo dos componentes do ELISA indireto

Os ensaios imuno-enzimaticos indiretos no formato ELISA foram padronizados de
forma a determinar a quantidade étima dos PRP-IBMP, bem como a melhor titulacdo do
anticorpo secundario (checkboarder titration) e das amostras séricas. Em microplacas de
poliestireno de 96 cavidades de fundo chato (Nunc MaxiSorp®, EUA) foram distribuidos 100
ul da solucdo tampdo carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6) contendo quantidades distintas
dos antigenos recombinantes (200, 100, 50, 25 e 12,5 ng). Cada um dos PRP-IBMP foi
utilizado separadamente como antigeno de captura. Apds adicdo dos antigenos, a
sensibilizacdo ocorreu através do acréscimo de 100 pl da solugdo WellChampion™ lote
130703 (Ken-Em-Tec Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) por cavidade e, ap6s um
periodo de incubacdo de 15 min a temperatura ambiente, as microplacas foram esvaziadas por
inversdo e colocadas em estufa a 37°C por 20 minutos para secagem (Quimis® Estufa
incubadora Q316M2, Diadema, Brasil). Ao final deste tempo, as microplacas encontravam-se
prontas para uso.

Para a padronizacdo do ELISA indireto foram utilizadas em duplicata amostras séricas
de quatro individuos negativos e trés positivos para a doenca de Chagas nas dilui¢des de 25,
50, 100 e 200 vezes utilizando o tampdo PBS-T (fosfato de sdédio 10 mM - NasPOy, cloreto de
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sodio 150 mM - NaCl e Tween-20 0,05%, pH 7,2) acrescido de extrato de E. coli 2%. Seis
cavidades sem adicdo de antigeno (somente tampdo de dilui¢do, denominadas “SS”) e seis
cavidades sensibilizadas, porém sem adi¢do de amostra sérica (denominadas “branco’) foram
utilizadas como controle negativo. Apds sensibilizacdo, 100 pl das amostras séricas diluidas
foram adicionadas a cada cavidade. As placas foram seladas e incubadas em estufa a 37°C por
60 min (Quimis® Estufa incubadora Q316M2, Diadema, Brasil). Ao final deste periodo e com

h™ Microplater Washer (Thermo Scientific™,

auxilio da lavadora de microplacas Wellwas
Finlandia), as placas foram lavadas cinco vezes com adi¢do de 300 pl de tampédo PBS-T para
retirada do material ndo adsorvido. A cada ciclo de lavagem, o tampéo era deixado em contato
com as cavidades por 1 min. Em seguida, foram adicionados 100 pl do anticorpo secundario
diluido em PBS-T em cada cavidade. O anticorpo secundério, lote 135EXCJAPQ0047, foi
conjugado a peroxidase no Laboratdrio de Tecnologia Diagnostica (LATED, Biomanguinhos,
FIOCRUZ-RJ) e gentilmente cedido para a realizacdo deste estudo. Trata-se de uma anti-
globulina humana (anti-lIgG) produzida a partir da inoculacdo de IgG humana em cabra, a
qual encontrava-se em uma concentracdo final de 14 mg/ml. Para a padronizacdo da reacdo de
ELISA, o anticorpo secundério foi avaliado nas dilui¢bes de 1:500, 1:1.000, 1:2.000, 1:4.000,
1:20.000, 1:40.000 e 1:80.000. As microplacas foram novamente seladas e incubadas em
estufa a 37°C por 30 minutos (Quimis® Estufa incubadora Q316M2, Diadema, Brasil). Ao
final da incubacdo, as microplacas foram lavadas conforme descrito anteriormente. A cada
cavidade foram adicionados 100 pl do substrato TMB Plus lote 111011 (Ken-Em-Tec
Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) e, ap6s 10 minutos e sob abrigo da luz, adicionou-se
50 pl de H,SO,4 0,5M com objetivo de parar as reagdes, as quais foram quantificadas no
fotdmetro de microplacas Multiskan® FC (Thermo Scientific™, Finlandia) com filtro de 450
nm. Para a interpretacdo dos dados, os valores de DO obtidos das cavidades denominadas
branco foram subtraidos das DO das amostras. Em seguida as médias aritméticas dos valores
das DO das amostras positivas e negativas foram calculadas, bem como 0s seus respectivos
desvios padrdo, utilizando o programa Microsoft Excel 2010. Os critérios estabelecidos para a
determinacdo das condicdes étimas basearam-se na maior distancia entre a média aritmética
das DO das amostras positivas daquela obtida para as amostras negativas acrescida a trés
desvios-padrdao (DP). Além disto, foi estabelecido para esta padronizacdo que a média
aritmética das DO das amostras positivas deveriam obrigatoriamente ultrapassar valores de

1,000 e das amostras negativas nédo atingir o valor de 0,200, ou de 0,300 caso considerasse

X DO + 3DP.
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6.3.3 Avaliacdo do soro fetal bovino (SFB) e da albumina sérica bovina (BSA) como agentes
bloqueadores

Com o objetivo de aperfeicoar os resultados obtidos na padronizacdo dos componentes
do ELISA indireto, foi investigada a adi¢cdo de SFB nas concentragcfes de 10,0%, 5,0% e 2,5%
e de BSA nas concentracfes de 2,0%, 1,0% e 0,5% ao tampdo de diluicdo das amostras
séricas. As reacdes de ELISA foram realizadas conforme descrito no subtépico 6.3.2. Para
esta finalidade, foram utilizadas amostras séricas de 54 individuos negativos e 36 positivos
para a doenca de Chagas. Os resultados foram analisados de acordo com diferencgas
estatisticas das médias geométricas dos indices de reatividade (IR; relagio DO/CO) das
amostras positivas e negativas para cada uma das condicOes testadas e dos parametros de

desempenho determinados.

6.4 Avaliacdo da estabilidade estrutural e funcional dos PRP-IBMP

6.4.1 Estabilidade a temperaturas extremas

A estabilidade a temperaturas extremas dos PRP-IBMP utilizando o sistema-tamp&o
carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6), foi determinada por desnaturagdo e renaturacao
através de aumento e posterior diminui¢do de temperatura e aquisicdo de dados por DC. O
espectropolarimetro foi programado para gerar médias espectrais a partir de quatro aquisicdes
e, em cada uma delas, mediu-se a elipcidade em graus na regido do UV, no intervalo de
comprimento de onda de 260 nm a 202 nm, com uma velocidade de 100 nm/min. Durante a
desnaturacdo, as aquisicdes foram obtidas a cada 10°C, variando de 5°C a 85°C. Para a
renaturacdo aquisi¢des também foram obtidas a cada 10°C, porém no sentido inverso, ou seja,
de 85°C a 5°C. Ao inserir no mesmo gréafico os espectros de desnaturacdo e renaturacdo a 5°C
foi possivel calcular a reversibilidade da desnaturacdo através da diferenca do sinal de CD a
202 nm.

Os resultados dos experimentos conduzidos no espectropolarimetro foram comparados
com andlises cuja desnaturacé@o térmica foi obtida com auxilio do termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf GA, Hamburgo, Alemanha). Entretanto, neste caso, o equipamento foi
programado para permanecer 1, 5 e 10 minutos em cada patamar de temperatura. Ao final do

ciclo de aquecimento e resfriamento a integridade dos PRP-IBMP foi verificada por SDS-
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PAGE e a analise funcional através da reacdo do ELISA indireto utilizando 22 amostras
negativas e 22 positivas para a doencga de Chagas. As medias geométricas dos IR bem como
os parametros de desempenho foram determinados para verificacdo do reconhecimento dos
antigenos pré e pos-submissdo as diferentes condicdes desnaturantes. O decaimento de
reatividade foi avaliado ao comparar a reatividade dos antigenos no ponto zero (pré) daquela
obtida nos pontos de 1, 5 e 10 minutos (pés).

6.4.2 Estabilidade a temperatura ambiente

Os PRP-IBMP foram incubados a 25°C em sistema-tampéo carbonato/bicarbonato (50
mM pH 9,6) em uma incubadora com temperatura controlada e sem agitacdo (Innova® 40
Incubator Shaker Series, New Brunswick Scientific, EUA). A verificacdo de alteracGes
estruturais dos antigenos foi realizada por DC nos tempos de 0, 24, 72 e 96 horas. O
espectropolarimetro foi programado para gerar médias espectrais a partir de quatro aquisicGes
e, em cada uma delas, mediu-se a elipcidade em graus na regido do UV, no intervalo de
comprimento de onda de 260 nm a 200 nm, com uma velocidade de 100 nm/min. Através da
andlise da diferenca do sinal de CD a 200 nm foi possivel calcular quantidade estruturas
secundarias resultantes nos diferentes momentos de analise. A verificacdo da integridade das
bandas foi realizada por meio de SDS-PAGE e a andlise funcional atraves da reacdo de
ELISA indireto, incluindo nesta abordagem o tempo de 120 horas. Assim, 46 amostras
negativas e 46 positivas para a doenca de Chagas foram submetidas a reacdo de ELISA. A
avaliacdo dos PRP-IBMP pré e po6s-submissdo as diferentes condi¢bes desnaturantes foi
realizada através da determinacdo das médias geométricas dos IR e dos pardmetros de
desempenhos. O decaimento do IR foi avaliado ao comparar a reatividade dos antigenos antes

e apds estresse térmico.
6.4.3 Estabilidade de longa duracgéo

O objetivo deste experimento foi investigar a reatividade dos PRP-IBMP por um
periodo prolongado. Para tal, oito microplacas de cada antigeno foram sensibilizadas e
armazenadas a 4°C em embalagens individuais cuidadosamente lacradas na presenca de
agente dessecante. Para a realizacdo dos ensaios imuno-enzimaticos, 46 amostras negativas e

46 positivas para a doenca de Chagas foram aliquotadas em oito conjuntos e armazenadas a -
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20°C. Os testes foram realizados entre os dias 15 e 20 dos meses de agosto, setembro,
outubro, novembro e dezembro de 2014 e janeiro, abril e agosto de 2015, totalizando oito
pontos de analise distribuidos em um periodo de doze meses. Em cada um deles, as
microplacas e um conjunto de amostras séricas eram removidas do armazenamento e a reacao
de ELISA realizada. A determinacdo dos parametros de desempenho e das médias
geométricas dos IR foi realizada para cada um dos pontos de anélise. J& o decaimento de
reatividade foi analisado ao comparar a reatividade dos antigenos no ponto inicial (agosto de

2014) daquela obtida para os periodos subsequentes.

6.5 Populagéo do estudo

6.5.1 Dimensionamento amostral

A amostragem foi dimensionada com auxilio do programa estatistico R (The R Project
for Statistical Computing, Viena, Austria) para estimacio de proporcdes, supondo-se
sensibilidade de 99% e especificidade de 99%, adotando-se um erro absoluto (semi-amplitude
do intervalo de confianga) de 2% e nivel de confianca em 95%. Para avaliacdo de reacGes
cruzadas foi utilizada a estimativa da distribuicdo binominal negativa, extrapolando em 5% o
quantitativo de reagdes cruzadas possivelmente encontradas para outras doengas infecciosas.

6.5.2 Obtencao dos painéis soroldgicos

Amostras séricas oriundas de Institui¢bes parceiras, localizadas em diferentes regides do
Brasil, foram selecionadas visando sua utilizacdo como referéncia para o teste em
desenvolvimento e permitindo avaliar o potencial diagnéstico dos PRP-IBMP. Dessa forma,
os painéis foram compostos por amostras da Bahia, Goids, Minas Gerais, Parana e
Pernambuco, além de amostras de painéis comerciais, sendo oriundas de paises das Américas
Central, do Norte e do Sul.

Em Pernambuco, as amostras foram obtidas do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
(CPgAM), da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (Fundacdo Hemope)
e do Laboratdrio Central de Satde Publica de Pernambuco Dr. Milton Bezerra Sobral
(LACEN-PE). O CPgAM, por meio do Servico de Referéncia em Doenca de Chagas (SRDC),

forneceu amostras séricas positivas e negativas para a doenga de Chagas oriundas de demanda
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espontanea para realizacdo de diagnostico soroldgico. Além disso, foram obtidas amostras
com sorologia positiva para hepatite B, hepatite C e HTLV e com exame parasitologico
positivo para esquistossomose e leishmaniose, as quais compdem a soroteca do referido
Servico. O Servico de Referéncia Nacional em Filariose (SRNF), também situado no
CPgAM, forneceu amostras de individuos positivos para filariose diagnosticas por meio de
filtracdo em membrana de policarbonato. O Servico de Referéncia em Leishmaniose (SRL),
do CPgAM, forneceu amostras de leishmaniose tegumentar para avaliacdo de reacOes
cruzadas. A Fundacdo Hemope, por sua vez, forneceu amostras de individuos negativos para
as doengcas transmitidas por sangue (hepatites B e C, sifilis, HIV, HTLV e doenca de Chagas),
amostras com sorologia positiva para sifilis, hepatite B, hepatite C, HIV, HTLV, doenga de
Chagas e amostras de individuos infectados com duas ou mais destas patologias (co-
infeccdes). O acesso as informacgdes dos doadores e a selecdo das amostras foi realizado seis
meses ap0Os a guarda da soroteca, tempo legalmente necessario para retencdo das amostras
bioldgicas. No momento do descarte as amostras foram selecionadas e enviadas ao SRDC. O
LACEN-PE forneceu amostras com sorologia positiva para leishmaniose, leptospirose,
doenca de Chagas, sarampo, rubéola, HIV, HTLV, hepatite B, hepatite C, filariose e dengue.
As amostras foram diagnosticadas nos Setores de Virologia e de Microbiologia por meio de
metodologias padrdo. Apos selecdo das amostras, uma aliquota de 200 pl foi encaminhada ao
SRDC.

As amostras sericas oriundas da Bahia, Minas Gerais e Goids foram obtidas do
Laboratorio de Pesquisa da Doenga Chagas do Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Goias (UFG). Aliquotas de soro de individuos com sorologia positiva e negativa para a
doenca de Chagas diagnosticadas por quatro testes soroldgicos distintos (ELISA convencional
e recombinante, imunofluorescéncia indireta e hemaglutinacdo indireta) foram separadas e
encaminhadas ao SRDC. Amostras de individuos com sorologia positiva para hepatite B e
leishmaniose também foram obtidas para este estudo.

As amostras séricas oriundas do Parana foram cedidas pelo Instituto de Biologia
Molecular do Parana (IBMP/TECPAR). Aliquotas séricas de amostras positivas e negativas
para doenga de Chagas provenientes do LACEN-PR, mas pertencentes a soroteca do IBMP,
foram envidas ao SRDC. Adicionalmente foram igualmente cedidos paineis comerciais de
referéncia das Empresas SeraCare Life Sciences, Inc (Milford-MA, EUA) e da BBI (Boston
Biomedical, Inc. Norwood-MA, EUA). As amostras componentes desses painéis apresentam

diferentes caracteristicas de reatividade e sdo separadas por doenca em diferentes painéis de
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soro-conversdo, controle de qualidade, reatividade e sensibilidade (sifilis, HIV, HTLV,
doenga de Chagas, soronegativas para doencas transmitidas por sangue e triadas por bancos
de sangue, hepatite B, hepatite C e co-infeccdo pelos virus das hepatites B e C). Além disso, o
IBMP cedeu aliquotas de amostras séricas provenientes do painel de Andlise Externa da
Qualidade (AEQ), utilizado pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
(INCQS-FIOCRUZ/RJ, Brasil) para validacdo e controle de qualidade dos Kits diagndsticos
utilizados pela Hemorede do Brasil. O painel AEQ tem como caracteristica soros com alta
reatividade aos marcadores das doengas, sendo composto por amostras tanto positivas quanto
negativas para HIV, HCV, HBV, HTLYV, sifilis e doenca de Chagas.

Apos chegada ao SRDC as amostras foram catalogadas, codificadas e armazenadas a -
20°C. Todas as amostras utilizadas neste estudo encontravam-se armazenadas nas sorotecas
em suas respectivas InstituicGes de origem, ndo havendo, portanto, necessidade de

intervencdes fisicas nos pacientes.

6.5.3 Definicdo do padrdo-ouro e caracterizacdo do painel sorologico

O Ministério da Saude preconiza que o diagnostico laboratorial da doenca de Chagas
deve ser conduzido utilizando dois testes de principios metodoldgicos distintos ou pela
mesma metodologia, porém com diferentes preparacdes antigénicas (BRASIL, 2005). Desta
maneira, a selecdo dos kits para a composicdo do padrdo-ouro baseou-se na Nota Técnica
N°03/06 do Ministério da Saude, que avaliou o desempenho dos kits comercializados no
Brasil que possuiam, naquela ocasido, registro ativo na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2006). A Nota Técnica recomenda que os kits utilizados para
0 diagnostico da doenca de Chagas apresentem sensibilidade e especificidade iguais ou
maiores que 99% e 97%, respectivamente. Atualmente somente cinco dos doze Kits analisados
apresentam registro ativo na ANVISA, e quatro dos quais satisfazem as recomendacdes
preconizadas acima. Com base nestas informacoes, foi realizado um estudo comparativo entre
o Elisa Chagas Il (BiosChile, Grupo Bios, Santiago, Chile; Lote 1F130525), o Imuno-Elisa
Wama (Wama Diagnéstica, Sdo Carlos, Brasil; Lote 14D061), o Pathozyme® Chagas (Omega
Diagnostics, Escécia, Reino Unido; Lote 7042779) e o Gold Elisa Chagas (Rem, S&o Paulo,
Brasil; Lote CHA132A), utilizando 499 amostras negativas e 186 positivas para a doenca de
Chagas, sendo estas ultimas provenientes de pacientes clinica e epidemiologicamente

caracterizados e acompanhados pelo Ambulatério de doenca de Chagas e Insuficiéncia
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Cardiaca do Pronto Socorro Cardioldgico de Pernambuco (PROCAPE) — (UPE), Brasil, as
quais foram coletadas entre 2005 e 2011 e fazem parte do acervo sorologico do SRDC. Ao
final desta avaliacdo, os dois Kits que apresentaram os melhores parametros de desempenho
foram selecionados para compor o padréo-ouro, sendo utilizados para verificacdo da condicédo
soroldgica do painel soroldgico obtido conforme descrito no subtopico 6.5.2.

Além do mais, foi utilizado o teste de imunofluorescéncia indireta para leishmaniose
humana, cedido por Biomanguinhos (FIOCRUZ-RJ, Brasil; Lote 139LH003Z), com o
objetivo de verificar se as reacdes falso-positivas obtidas através da utilizacdo dos PRP-IBMP

ocorreram devido a reacdo cruzada com leishmaniose.

6.5.4 Critérios de inclusdo das amostras

Foram incluidas neste estudo amostras séricas de individuos sorologicamente positivos
ou negativos para a doenca de Chagas, bem como de individuos com diagnéstico laboratorial
positivo para outras doencas infecto-parasitarias, porém negativas para a doenca de Chagas.
Portanto, como critérios de inclusdo foram adotadas as definicdes abaixo:

a) Amostras séricas positivas para a doenca de Chagas: sdo aquelas com sorologia
positiva em dois testes com principios metodoldgicos ou preparacdes antigénicas
diferentes e com registro ativo na ANVISA;

b) Amostras séricas negativas para a doenca de Chagas: sdo aquelas com sorologia
negativa em dois testes com principios metodolégicos ou preparaces antigénicas
diferentes e com registro ativo na ANVISA;

c) Amostras séricas positivas para outras doencas e negativas para doenca de Chagas:
sdo aquelas que apresentam positividade em metodologias diagndsticas padrao-ouro
para dengue, esquistossomose, filariose, hepatites B e C, HIV, HTLV, leishmaniose,
rubéola, sarampo e sifilis; porém negativas para a doenca de Chagas, conforme

definicéo anterior.
6.5.5 Critérios de exclusdo
Foram excluidas deste estudo as amostras séricas que apresentaram volumes inferiores a

50 pl e aquelas com avaliagdo soroldgica duvidosa para a doenca de Chagas. Este Gltimo

critério refere-se aos resultados discordantes entre testes de referéncia adotados neste estudo,
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ou seja, amostras com resultado positivo em um teste e negativo no outro (ou vice-versa) e

amostras com resultado na zona cinza em um ou ambos 0s testes.

6.6 Expressao e andlise dos resultados

6.6.1 Definicdo do ponto de corte (CO - cut-off)

O CO foi determinado individualmente para cada microplaca (unidade individual de
andlise). Os dados das DO foram exportados para o programa computacional GraphPad Prism
6 para Windows versdo 6.01 (GraphPad Software Inc., EUA) e os valores de CO definidos a
partir da analise da curva ROC (GREINER; PFEIFFER; SMITH, 2000). A area abaixo da
curva ROC (AUC — area under ROC) foi calculada utilizando intervalo de confianca de 95%
(IC 95%).

6.6.2 Normalizacdo dos dados

A normalizagdo dos dados teve como finalidade a uniformizagdo dos resultados
evitando, desta forma, variabilidade inerente a cada unidade individual de andlise. Para cada
amostra foi calculado o indide de reatividade (IR) (GOUBAU et al., 1997), como descrito

abaixo:

DO da amostra
Valor do CO

Indice de reatividade (Dado normalizado) =

Considerou-se ndo-reagente toda amostra com IR inferior a 1,00 e reagente toda
amostra com relacdo igual ou superior a 1,00. Com o objetivo de evitar erros grosseiros foi
utilizado como critério de repeticdo todas as amostras com IR entre 0,80 e 1,20, independente
de sua condicdo soroldgica. Para efeito de analise, foram consideradas fracamente reativas
amostras com IR entre 1,00 e 4,99 e fortemente reativas aquelas com sinal igual ou superior a
5,00 (GOUBAU et al., 1997). Os IR foram representados em graficos obtidos pelo programa
computacional GraphPad Prism 6 para Windows verséo 6.01 (GraphPad Software Inc., EUA).
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6.6.3 Avaliacédo dos parametros de desempenho

A avaliacdo do potencial diagnostico dos PRP-IBMP foi realizada através da utilizacéo

de parametros que descrevem o desempenho de um teste diagnostico, como sensibilidade,

especificidade, exatiddo, indice de Younden (J) e razfes de verossimilhanga, juntamente com
seus intervalos de confiangca (OUCHCHANE; RABILLOUD; BOIRE, 2009). Para esta

finalidade, foram utilizadas tabelas de dupla entrada (tabelas 2 x 2) relacionando os resultados

obtidos atraveés da utilizacdo dos PRP-IBMP com aqueles obtidos através do padrdo-ouro

anteriormente definido (Figura 11).

Figura 11 - Combinacéo binéria entre os provaveis resultados obtidos em um

determinado teste e o diagnostico verdadeiro da doenca

Padrao Ouro

f

\

Com doencga Sem doencga
. Verdadeiro Falso VP
Positivo . " +
Positivos | ve | rp | Positivos
[ FP
(7, ]
()]
= Negativo Falso FN | VN {verdadeiro FP
Negativos Negativos VN
VP +FN FP + VN VP+FP
+
FN+VN

Fonte: O autor.
Nota: Tabela de dupla entrada ou 2 x 2.

Legenda: FN (falso negativos); FP (falso positivos); VN (verdadeiro negativos);

VP (verdadeiro positivos).

A partir desta tabela alguns conceitos podem ser formulados e os pardmetros de

desempenho calculados, tais como:

a) Verdadeiro Positivos (VP): sdo amostras que possuem resultado positivo no teste

dentro do grupo amostral previamente diagnosticado como positivo para a doenca de

Chagas;

b) Verdadeiro Negativos (VN): sdo amostras que possuem resultado negativo no teste

dentro do grupo amostral previamente diagnosticado como negativo para a doenca de

Chagas;
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c) Falso Positivos (FP): s&o amostras que possuem resultado positivo no teste dentro do
grupo amostral previamente diagnosticado como negativo para a doenga de Chagas;
d) Falso Negativos (FN): sdo amostras que possuem resultado negativo no teste dentro do

grupo amostral previamente diagnosticado como positivo para a doenca de Chagas.

Assim, sensibilidade (Sen) ¢é definida como a probabilidade de um resultado ser positivo
pelo teste dentre as amostras sorologicamente positivas para a doenca de Chagas,
expressando, desta forma, o total de acertos sobre o verdadeiro nimero de amostras positivas.
Evidentemente, quanto mais proxima de 1 (ou 100%) estiver a sensibilidade, melhor serd o
desempenho de teste. Esta probabilidade condicional P (T+|D) e definida entre os individuos

doentes e é estimada conforme a formula abaixo:

VP

Sen =y EN

A especificidade (Esp) é definida como a probabilidade de um resultado ser negativo
pelo teste dentre as amostras sorologicamente negativas para a doenca de Chagas. Assim, esta
propriedade expressa o total de testes corretamente negativos sobre o total de amostras
negativas para a doenga. De forma semelhante a sensibilidade, quanto mais proxima de 1
estiver a especificidade, melhor sera o desempenho do teste. Esta probabilidade condicional P

(T-|S) € definida entre os individuos sadios e é estimada conforme a férmula abaixo:

VN

Esp=—u
P T YN+ FP

Os valores dos intervalos de confianca a 95% (IC 95%) para a sensibilidade e

especificidade foram calculados conforme as formulas abaixo:

Senx (1 — Sen)
ND

Esp x (1 — Esp)
NS

1C95% = i1,96x\/ € IC95% = i1,96x\/

Onde:
ND = ndmero de doentes

NS = namero de sadios
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A exatiddo (Exa) foi calculada conforme a formula abaixo. Este parametro refere-se aos
resultados corretamente classificados (VP e VN) no universo de amostras avaliadas, ou seja,
representa a proporcdo de diagndsticos corretos. Este parametro é também denominado de
acuracia, eficiéncia ou precisdo diagnostica. O seu valor varia de 0 a 1, sendo que 1 (ou

100%) corresponde auséncia de resultados falso positivos e falso negativos.

VP + VN
VP +FP+FN+VN

Exa =

O indice de Younden (J) (SCHISTERMAN et al., 2005; YOUDEN, 1950) foi um
parametro utilizado para avaliar a precisdo de um teste diagnostico. O seu valor varia de -1 a
1, sendo que valores iguais a 1 indicam auséncia de resultados falso negativos e falso

positivos (teste perfeito). Este indice foi calculado como segue abaixo:

J] = Sen+Esp—1

A proporcdo de resultados FP (PFP) demonstra a probabilidade que uma amostra
negativa seja classificada como positiva. Em outras palavras é a propor¢do de amostras
negativas erroneamente classificadas como positivas. Por outro lado, a proporcdo de
resultados FN (PFN) é dada como a probabilidade de uma amostra positiva seja classificada
como negativa, ou seja, é a proporcdo de amostras positivas erroneamente classificadas como

negativas.

PFP = kP 0<PFP<1
~ FP+VN - -
PFN = FN 0<PFN<1
"~ VP+FN - -

A taxa de erro total (ET) foi calculada como descrito abaixo:

FP + FN

= 0<ET<1
VP +FP+FN+ VN

ET
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As razdes de verossimilhanca (RV), ou coeficientes de probabilidade, permitem
quantificar informagdes precisas de um novo teste. As RV foram calculadas com o objetivo de
verificar se os resultados obtidos com a utilizacdo dos PRP-IBMP aumentam ou diminuem a
probabilidade de diagnosticar laboratorialmente a doenca de Chagas. Estes parametros tém
como caracteristica reunir em um anico estimador os valores de Sen e Esp, constituindo uma
medida global de poder discriminante de um teste diagndstico. Possuem um significado
semelhante ao de risco relativo, indicando quantas vezes aumenta a probabilidade de
encontrar um determinado resultado no teste em uma amostra que tenha ou ndo determinada
caracteristica. Portanto, um novo teste diagnostico sera inatil se RV=1 (ou se 0 1Cgsy inclui-
l0), j& que ndo discrimina entre 0s positivos e 0s negativos. A prova é melhor, mais Util,
discrimina mais, quando os valores de RV diferem de 1. Conforme o Quadro 5, valores de RV
acima de 1 indicam aumento da probabilidade de que a doenca esteja presente; valores abaixo

de 1 indicam que o novo teste ndo agrega valor diagnostico.

Quadro 5 - Interpretacdo dos valores das razGes de verossimilhanca

Resultados possiveis Interpretacéo
RV > 10 Aumento significativo da probabilidade
RV 5al0 Aumento moderado da probabilidade
RV2a5 Aumento pequeno da probabilidade
RV1a?2 Aumento insignificante da probabilidade
RvV=1 Sem significado estatistico
RV05al Diminuicao insignificante da probabilidade
RV 0,2a0,5 Diminuicdo pequena da probabilidade
RV 0,1a0,2 Diminui¢cdo moderada da probabilidade
RV <0,1 Diminuicao significativa da probabilidade

Fonte: Modificado de Ouchchane; Rabilloud; Boire (2009).
Legenda: RV (razdo de verossimilhanga).

Dessa forma, os testes diagndsticos com resultado dicotbmico possuem dois
coeficientes de probabilidade possiveis: o positivo e o negativo. A RV positiva (RV+)
corresponde quantas vezes aumenta a probabilidade de encontrar um resultado positivo em
uma amostra que seja positiva (sensibilidade) do que em uma amostra negativa (complemento
da especificidade). A RV negativa (RV-) indica quantas vezes aumenta a probabilidade de
encontrar um resultado negativo em uma amostra positiva (complemento da sensibilidade) do
gque em uma amostra negativa (especificidade). Ambos os pardmetros foram calculados como

segue abaixo:
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RV+ = Sen RV— = 1—Sen
"~ 1—Esp ~ Esp

6.6.4 Avaliacdo da reprodutibilidade

Reprodutibilidade é definida como a concordancia de resultados em testes do mesmo
formato realizados com a mesma amostragem e nas mesmas condi¢Ges por diferentes
operadores e, em algumas situacdes, em lugares diferentes. A variacdo da reprodutibilidade

foi calculada pelo desvio padrdo (DP) ou pelo coeficiente de variacdo (CV), expressos pelas

férmulas:
_ 2 DP x 100
pp o VEX —m)* oy T
N-—1 KX
Onde:

X = valor encontrado para cada teste
px = valor médio

N = nUmero total de testes realizados

A avaliacdo qualitativa da reprodutibilidade foi realizada através da determinacéo do
indice de Kappa de Cohen (x), o qual mede o grau de concordancia entre medidas da mesma
variavel categorica que ndo acontece ao acaso. Esta medida tem como valor méximo 1,00 que
representa concordancia total entre as avaliagdes e valor minimo zero, indicando auséncia de
concordancia entre as avaliagdes. Os valores do indice k e do 1C95% foram calculados como

descrito abaixo, onde Po representa a probabilidade observada e Pe a probabilidade esperada:

_Po—Pe
K= " pe

Po (1 — Po)
n (1 —Pe)(1— Pe)

e  1095% =« % 1,96\/

A interpretacdo do indice « foi realizada de acordo com o Quadro 6 (LANDIS; KOCH,
1977).
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Quadro 6 - Interpretagdo do indice de
Kappa de Cohen (k)

Indice k Concordancia
> (0,00 Nenhuma
0,00 a 0,20 Fraca
0,21a0,40 Razoavel
0,41 a 0,60 Regular
0,61a0,80 Moderada
0,81a0,99 Quase perfeita
1,00 Perfeita

Fonte: Modificado de Landis; Kock
a977).
Legenda: « (indice de Kappa de Cohen).

6.6.5 Testes estatisticos

A apresentacdo das variaveis mensuradas foi realizada através de medidas descritivas
como: médias aritmética e geométrica, desvio padrdo e coeficiente de variacdo. As médias
geométricas foram calculadas com o0s seus respectivos intervalos de confianca a 95%
(IC95%). As medias aritméticas foram utilizadas para a padronizacdo dos componentes do
ELISA. Para as demais andlises foi utilizada a média geométrica. Para testar a normalidade
dos dados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk e quando da rejeicdo da hipdtese nula foi
utilizado o teste de Wilcoxon. No caso de confirmagdo da normalidade dos dados foi utilizado
o0 teste T de Student pareado. Para avaliacdo da correlacdo entre os IR dos PRP-IBMP e dos
kits comerciais foi determinado o coeficiente de correlacdo de Spearman. Todas as conclusdes
foram tomadas ao nivel de significancia de p<0,05. A auséncia de sobreposicdo dos valores
dos 1C95% foi considerada significancia estatistica. Foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism 6 para Windows versdo 6.01 (GraphPad Software Inc., EUA) para realizacao

dos testes estatisticos.

6.7 Avaliacao do potencial diagnéstico dos PRP-IBMP

6.7.1 Estudo de fase |

O objetivo deste estudo foi determinar a capacidade que os PRP-IBMP possuem em

discriminar amostras positivas das negativas. Para tal, foram utilizadas 280 amostras séricas

positivas e 20 negativas para a doenga de Chagas. As reacdes de ELISA foram realizadas
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como descrito no subtopico 6.3.2. As médias geométricas dos IR bem como os pardmetros de
desempenho foram determinados para cada um dos antigenos.

6.7.2 Estudo de fase Il

O estudo de fase 1l foi realizado com a finalidade de avaliar o potencial diagnostico dos
PRP-IBMP. Com esta finalidade, foram utilizadas 857 amostras séricas positivas e 689
negativas para a doenca de Chagas. As amostras foram avaliadas conjuntamente e
subdivididas nas regides geogréaficas das quais foram oriundas, a saber: Bahia, Goias, Minas
Gerais, Parana e Pernambuco, além da utilizacdo de painies comerciais. As reagdes de ELISA
foram realizadas como descrito no subtopico 6.3.2. As meédias geométricas dos IR bem como
0s parametros de desempenhos foram determinados para cada um dos antigenos. Os valores
de IR e dos parametros de desempenho e de IR foram comparados entre as moléculas a fim de
verificar possivel capacidade diagndstica.

6.7.3 Sinergia entre os PRP-IBMP: misturas equimolares

Com objetivo de avaliar sinergia entre os PRP-IBMP em misturas equimolares um
estudo foi realizado utilizando 46 amostras positivas 46 negativas para a doenca de Chagas.
As reacOes de ELISA foram realizadas como descrito no subtépico 6.3.2. As médias
geométricas dos IR bem como os parametros de desempenho foram determinados para cada
um dos antigenos. Inicialmente as moléculas foram avaliadas isoladamente e, posteriormente,

em misturas contendo dois, trés ou quatro antigenos.

6.7.4 Reacdes cruzadas

A investigacdo de possiveis reacOes cruzadas foi conduzida atraves da utilizacdo de
amostras séricas de individuos portadores de doencas infecto-parasitarias, sao elas: dengue,
esquistossomose, filariose, hepatite B, hepatite C, HIV, HTLV, leishmaniose, leptospirose,
rubéola, sarampo e sifilis; porém negativas para a doenca de Chagas. As reacdes de ELISA
foram realizadas como descrito no subtdpico 6.3.2 e as médias geométricas dos IR e o0s

parametros de desempenho foram determinados para cada um dos antigenos.

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Materiais e Métodos 79

6.7.5 Reprodutibilidade

6.7.5.1 Intraplaca (Repetitividade)

Na avaliagdo da reprodutibilidade intraplaca foram utilizadas 23 amostras negativas e
23 positivas para a doenga de Chagas, as quais foram analisadas em duplicata (determinagéo 1
e determinacdo 2). As reacOes de ELISA foram realizadas como descrito no subtopico 6.3.2.
As médias geométricas dos IR bem como os parametros de desempenho foram calculados

para as duas determinacdes e os resultados comparados entre elas.

6.7.5.2 Entre lotes

Com o objetivo de verificar a reprodutibilidade entre diferentes lotes de producéo, as
médias geométricas dos IR e os parametros de desempenho dos lotes 1 e 2 dos PRP-IBMP
foram comparados utilizando 45 amostras positivas e 46 negativas para a doenca de Chagas.
As reacOes de ELISA foram realizadas como descrito no subtopico 6.3.2 e os resultados

analisados como descrito no subtopico 6.7.5.1.

6.7.5.3 Entre laboratorios

Nesta avaliacdo foi utilizado o método simples cego, no qual as amostras foram
codificadas de modo que o operador externo ndo reconhecesse a sua condigdo soroldgica.
Assim, 46 amostras negativas e 38 positivas para a doenca de Chagas foram codificadas e
enviadas ao LATED (Biomanguinhos, FIOCRUZ-RJ) juntamente com as microplacas
sensibilizadas, reativos e bula. Os ensaios realizados externa e internamente foram conduzidos
como descrito no subtopico 6.3.2. As médias geométricas dos IR bem como os parametros de
desempenhos foram determinados para as duas determinacdes e os resultados comparados

entre elas.

6.7.6 Concordancia de desempenho com Kits comerciais

Para avaliar a concordancia dos PRP-IBMP com kits comerciais foram testadas 688

amostras negativas e 854 positivas para a doenca de Chagas, em paralelo com o Gold Elisa
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Chagas lote CHA132A (REM Industria e Comércio Ltda, Sd0 Paulo, Brasil) e o Pathozyme®
Chagas lote 7042779 (Omega Diagnostics, Escocia, Reino Unido). Ademais, foram também
avaliadas 932 amostras negativas para a doenca de Chagas, porém positivas para dengue
(n=50), esquistossomose (n=42), filariose (n=51), hepatite B (n=158), hepatite C (n=84), HIV
(n=140), HTLV (n=108), leishmaniose (n=16), leptospirose (n=90), rubéola (n=13), sarampo
(n=20), sifilis (n=138) e 22 de co-infecg¢des, a saber: HIV e sifilis (n=7), hepatite B e sifilis
(n=2), hepatite C e sifilis (n=2), HTLV e sifilis (n=1), HIV e hepatite B (n=1), hepatite B e
hepatite C (n=7), hepatite C, hepatite B e sifilis (n=1) e hepatite C, HTLV e sifilis (n=1). As
reagO0es de ELISA foram realizadas de acordo com as recomendagdes dos fabricantes. Ao
final das reagcfes os resultados foram normalizados com objetivo de tornd-los comparéveis
guantitativamente aqueles obtidos para os PRP-IBMP. As médias geométricas dos IR bem
como os parametros de desempenhos foram determinados e os resultados comparados aos dos
PRP-IBMP.

6.7.7 Andlise dos resultados inconclusivos

Amostras séricas previamenete diagnosticadas como positivas para a doenga de Chagas
pelas Instituicdes parceiras e que ndo participaram deste estudo por ndo se adequarem aos
critérios de inclusdo estabelecidos no subtépico 6.5.4, foram avaliadas quanto a sua
capacidade de serem reconhecidas pelas moléculas IBMP tanto isoladamente quanto em
cobinacgdes (conjuntos de intersecdes) compostas por dois ou mais testes. Os ensaios foram
conduzidos como descrito no subtopico 6.3.2 e a analise grafica dos conjuntos de intersecdo
gerada a partir de uma ferramenta interativa de uso livre encontra-se disponivel na internet
(UPSET, 2015).
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7 RESULTADOS

7.1 SDS-PAGE

A andlise eletroforética dos PRP-IBMP mostrou presenca de bandas intensas e bem
conservadas para as quatro moléculas, com excecao para a pequena degradacdo observada no

PRP-IBMP-8.4 (Figura 12).

Figura 12 - SDS-PAGE dos PRP-IBMP corados pelo
azul de Coomassie R250
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Fonte: O autor.

Nota: Em cada poco foi depositado 1 pg do antigeno.
Legenda: PM = peso molecular em quilodaltons (kDA)
(aprotinina — 6,1; lisozima — 15,7; inibidor de tripsina da
soja — 30,1; anidrase carbonica — 38,3; BSA — 80,8; B-
galactosidase — 117,6; miosina — 204,3).

7.2 Determinacédo da concentracao

Dois lotes de PRP-IBMP foram produzidos e purificados, sendo o lote 1 utilizado para o
estudo do potencial diagnostico e o segundo para caracterizacdo da estrutura secundaria em

diferentes condi¢es fisico-quimicas (Tabela 1).
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Tabela 1 - Lotes de producéo dos PRP-IBMP

Lotes PRP-IBMP

Lote de producao

Concentracdo (mg/mL)

Finalidade de uso

8.1 150613 0,5

1 8.2 270613 0,7 Analise do potencial diagndstico e
8.3 020913 1,0 Ensaios de Reprodutibilidade
8.4 080813 1,8
8.1 180613 L3 Caracterizagdo da estrutura

2 B2 180613 20 secundéria e
8.3 291013 3,0 . .
8.4 090813 47 Ensaios de Reprodutibilidade

Fonte: O autor.

7.3 Padronizacao do ELISA indireto

7.3.1 Selecdo do sistema-tampdo para sensibilizacdo das microplacas

Os resultados do EDL e os espectros de DC, obtidos quando os PRP-IBMP

encontravam-se nos sistemas-tampdo carbonato de sédio (50 mM pH 9,6), fosfato de sddio
(50 mM pH 7,5) e MES (50 mM pH 5,5), encontram-se descritos na Tabela 2 e na Figura 13,

respectivamente.

Tabela 2 — Anélise do espalhamento dindmico da luz para os PRP-IBMP

PRP Massa Raio hidrodinamico Peso molecular  Polidispersividade
IBMP (%) (nm) (kDa) (%)
Carbonato de sédio (50 mM pH 9,6)
8.1 94,0 2,3 24 7,2
8.2 99,8 3,8 76 15,5
8.3 97,9 3,9 80 10,2
8.4 97,7 4,2 98 14,3
Fosfato de sédio (50 mM pH 7,5)
8.1 96,6 2,1 20 11,8
8.2 99,5 3,7 72 18,1
8.3 99,3 4,1 94 11,5
8.4 97,7 4,3 103 23,7
MES (50 mM pH 5,5)
8.1 79,6 2,7 35 11,8
8.2 94,5 3,5 65 15,9
8.3 99,3 33 57 28,2
8.4 99,5 4,0 84 34,2

Fonte: O autor.

Nota: Moléculas em forma dimérica e trimérica.

Legenda: MES (acido 2-N-morfolinoetanosulfonico).
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Figura 13 — Analise grafica dos espectros de dicroismo circular dos PRP-IBMP em diferentes

sistemas-tampéo
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Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4. Linha azul -

Carbonato de sodio (50 mM pH 9,6); Linha verde -
vermelha - MES (50 mM pH 5,5).

Fosfato de sédio (50 mM pH 7,5); Linha

Legenda: DC (dicroismo circular); MES (acido 2-N-morfolinoetanosulfonico).

7.3.2 Padronizacao dos componentes do ELISA indireto

O PRP-IBMP-8.1 foi avaliado inicialmente utilizando as quantidades de 200, 100, 50,

25 e 12,5 ng do antigeno por cavidade, além de diferentes diluicdes do anticorpo conjugado
(500, 1.000, 2.000 e 4.000 vezes) e das amostras sericas, a saber: 25 (Figuras 14A e 14B), 50
(Figuras 14C e 14D), 100 (Figuras 14E e 14F) e 200 vezes (Figuras 14G e 14H).

Posteriormente, o experimento foi repetido utilizando 50, 25 e 12,5 ng do antigeno por

cavidade e amostras séricas diluidas 100 (Figuras 15A e 15B) e 200 vezes (Figuras 15C e
15D). Nesta nova situagdo o conjugado foi usado quando diluido 20.000, 40.000 e 80.000

VEZES.
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Figura 14 - Analise grafica dos valores médios de absorbancia do PRP-IBMP-8.1 com diluigdo sérica de
25, 50, 100 e 200 vezes
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Fonte: O autor.

Nota: Amostras séricas diluidas 25 (A e B), 50 (C e D), 100 (E e F) e 200 vezes (G e H). A linha
tracejada representa o limite maximo de deteccdo do equipamento. Linha com traco e ponto representa o
limite minimo inferior requerido para o conjunto de amostras positivas. Linha pontilhada representa o
limite méaximo exigido para o conjunto de amostras negativas.

Legenda: DO (densidade 6ptica); NEG (amostras negativas); POS (amostras positivas).
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Figura 15 - Analise grafica dos valores médios de absorbancia do PRP-IBMP-8.1 com dilui¢do sérica de 100 e
200 vezes
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Fonte: O autor.

Nota: Amostras séricas diluidas 100 (A e B) e 200 vezes (C e D). O conjugado foi avaliado nas dilui¢bes de
20.000, 40.000 e 80.000 vezes. A linha tracejada representa o limite maximo de detecgdo do equipamento. Linha
com trago e ponto representa o limite minimo inferior requerido para o conjunto de amostras positivas. Linha
pontilhada representa o limite méximo exigido para o conjunto de amostras negativas.

Legenda: DO (densidade Optica); NEG (amostras negativas); POS (amostras positivas).

Conforme destacado em vermelho na Tabela 3, a maior diferenca encontrada entre a
média aritmética do sinal (DO) das amostras positivas e a média aritmética do sinal das
amostras negativas acrescida de trés desvios-padrao foi encontrada ao utilizar 25 ng do PRP-

IBMP-8.1 por cavidade somada a diluicdo sérica de 100 vezes e do conjugado de 40.000.
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Tabela 3 - Analise da densidade 6tica das amostras submetidas ao PRP-IBMP-8.1

PRP

X DO

X DO NEG

(X DO NEG + 30)

Conjugado IBMP Soro NEG ‘3o X DO POS - (X DO POS)
50 ng 1:100 0,369 0,060 0,550 1,568 1,018
1:200 0,267 0,095 0,551 1,487 0,936
1:20.000 25ng 1:100 0,408 0,280 1,247 1,784 0,536
1:200 0,263 0,041 0,387 1,389 1,002
12,5 ng 1:100 0,327 0,091 0,600 1,592 0,992
1:200 0,226 0,049 0,371 1,360 0,988
1:100 0,180 0,044 0,313 1,325 1,012
>0ng 1:200 0,159 0,045 0,296 1,040 0,744
1:100 0,179 0,034 0,280 1,302 1,022
1:40.000 25ng
1:200 0,153 0,023 0,223 1,017 0,794
12,5 ng 1:100 0,178 0,028 0,263 1,073 0,810
1:200 0,158 0,015 0,202 0,927 0,724
50 ng 1:100 0,149 0,031 0,243 0,806 0,564
1:200 0,134 0,031 0,227 0,548 0,322
1-80.000 25ng 1:100 0,146 0,024 0,218 0,798 0,580
1:200 0,133 0,025 0,208 0,585 0,377
12,5 ng 1:100 0,145 0,009 0,173 0,734 0,561
1:200 0,120 0,021 0,183 0,583 0,400

Fonte: O autor.

Legenda: X (média aritmética); o (desvio padrdo); DO (densidade dtica); NEG (amostras negativas); POS

(amostras positivas).

O PRP-IBMP-8.2 foi avaliado nas quantidades de 50, 25 e 12,5 ng por cavidade e
amostras séricas diluidas 100 (Figuras 16A e 16B) e 200 vezes (Figuras 16C e 16D). O
conjugado foi usado quando diluido 20.000, 40.000 e 80.000 vezes. A analise da DO

demonstrou que a maior diferenca observada entre a média aritmética do sinal das amostras

positivas e a média aritmética do sinal das amostras negativas acrescida de trés desvios-

padrdo foi conseguida utilizando 12,5 ng do antigeno, aliada a diluicdo sérica de 100 vezes e

do anticorpo secundario de 40.000, conforme destacado em vermelho na Tabela 4.
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Figura 16 - Analise grafica dos valores médios de absorbancia do PRP-IBMP-8.2 com dilui¢do sérica de 100 e

200 vezes
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Fonte: O autor.

Nota: Amostras séricas diluidas 100 (A e B) e 200 vezes (C e D). O conjugado foi avaliado nas diluigdes de
20.000, 40.000 e 80.000 vezes. A linha tracejada representa o limite maximo de detec¢do do equipamento. Linha
com trago e ponto representa o limite minimo inferior requerido para o conjunto de amostras positivas. Linha
pontilhada representa o limite méximo exigido para o conjunto de amostras negativas.

Legenda: DO (densidade optica); NEG (amostras negativas); POS (amostras positivas).
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Tabela 4 - Analise da densidade 6tica das amostras submetidas ao PRP-IBMP-8.2

PRP

X DO

X DO NEG

(X DO NEG + 30)

Conjugado IBMP Soro NEG t3g X DO POS - X DO POS)
50 ng 1:100 0,846 0,329 1,835 2,322 0,487
1:200 0,624 0,318 1,579 1,772 0,193
1:20.000 25 ng 1:100 0,439 0,157 0,910 1,758 0,848
1:200 0,345 0,253 1,105 1,529 0,424
125 ng 1:100 0,366 0,064 0,558 1,297 0,739
1:200 0,337 0,127 0,718 1,412 0,694
1:100 0,489 0,197 1,080 1,388 0,308
>0ng 1:200 0,324 0,110 0,654 1,043 0,389
1:100 0,196 0,042 0,324 1,118 0,795
1:40.000 25ng
1:200 0,171 0,024 0,243 0,890 0,647
1:100 0,196 0,027 0,276 1,097 0,821
125ng 1:200 0,239 0,094 0,521 0,841 0,320
50 ng 1:100 0,348 0,124 0,719 0,968 0,248
1:200 0,244 0,067 0,445 0,702 0,256
1-80.000 25ng 1:100 0,191 0,097 0,483 0,755 0,273
1:200 0,160 0,063 0,349 0,613 0,264
12,5 ng 1:100 0,156 0,008 0,179 0,738 0,559
1:200 0,145 0,026 0,223 0,580 0,357

Fonte: O autor.

Legenda: X (média aritmética); o (desvio padrdo); DO (densidade dtica); NEG (amostras negativas); POS

(amostras positivas).

O PRP-IBMP-8.3 foi avaliado nas quantidades de 50, 25 e 12,5 ng por cavidade e
diluigdes séricas de 1:100 (Figuras 17A e 17B) e 1:200 (Figuras 17C e 17D). O conjugado foi
usado quando diluido 20.000, 40.000 e 80.000 vezes. A maior diferenca observada entre a
média aritmética das DO das amostras positivas e a média aritmética das DO das amostras

negativas acrescida de trés desvios-padrdo foi de 1,335, como destacado em vermelho na

Tabela 5.
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Figura 17 - Analise grafica dos valores médios de absorbancia do PRP-IBMP-8.3 com diluicdo sérica de 100 e

200 vezes
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Fonte: O autor.

Nota: Amostras séricas diluidas 1:100 (A e B) e 1:200 (C e D). O conjugado foi avaliado nas diluigdes de
20.000, 40.000 e 80.000 vezes. A linha tracejada representa o limite méaximo de deteccdo do equipamento. Linha
com trago e ponto representa o limite minimo inferior requerido para o conjunto de amostras positivas. Linha

pontilhada representa o limite méximo exigido para o conjunto de amostras negativas.
Legenda: DO (densidade 6ptica); NEG (amostras negativas); POS (amostras positivas).
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Tabela 5 - Analise da densidade 6tica das amostras submetidas ao PRP-IBMP-8.3

PRP

X DO

X DO NEG

(X DO NEG + 30)

Conjugado IBMP Soro NEG t3g X DO POS - X DO POS)
50 ng 1:100 0,647 0,304 1,560 2,356 0,797
1:200 0,482 0,299 1,378 2,334 0,956
1:20.000 25 ng 1:100 0,572 0,254 1,334 2,488 1,154
1:200 0,359 0,241 1,083 2,244 1,161
125 ng 1:100 0,518 0,223 1,186 2,453 1,268
1:200 0,343 0,246 1,082 2,023 0,941
1:100 0,328 0,131 0,722 1,490 0,768
>0ng 1:200 0,224 0,106 0,543 1,269 0,726
1:100 0,192 0,026 0,271 1,607 1,335
1:40.000 25ng
1:200 0,206 0,108 0,531 1,246 0,715
1:100 0,303 0,141 0,725 1,461 0,736
125ng 1:200 0,221 0,069 0,428 1,184 0,756
50 ng 1:100 0,218 0,092 0,493 1,119 0,626
1:200 0,131 0,015 0,175 0,958 0,783
1-80.000 25ng 1:100 0,261 0,186 0,820 1,129 0,309
1:200 0,140 0,038 0,254 0,806 0,552
12,5 ng 1:100 0,219 0,127 0,601 0,947 0,346
1:200 0,144 0,034 0,246 0,704 0,458

Fonte: O autor.

Legenda: X (média aritmética); o (desvio padrdo); DO (densidade dtica); NEG (amostras negativas); POS

(amostras positivas).

A otimizagdo dos componentes do ELISA para o PRP-IBMP-8.4 foi realizada

utilizando o antigeno nas quantidades de 50, 25 e 12,5 ng por cavidade e amostras sericas
diluidas 100 (Figuras 18A e 18B) e 200 vezes (Figuras 18C e 18D). Conforme destacado em

vermelho na Tabela 6, a maior diferenca encontrada entre a média aritmética da DO das

amostras positivas e a média aritmética da DO das amostras negativas acrescida de trés

desvios-padrao foi de 1,414 ao utilizar 25 ng do PRP-IBMP-8.4 somada a dilui¢do sérica de
1:100 e do anticorpo secundario 1:40.000.
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Figura 18 - Analise grafica dos valores médios de absorbancia do PRP-IBMP-8.4 com dilui¢do sérica de 100 e
200 vezes
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Fonte: O autor.

Nota: Amostras séricas diluidas 1:100 (A e B) e 1:200 (C e D). O conjugado foi avaliado nas dilui¢cdes de
20.000, 40.000 e 80.000 vezes. A linha tracejada representa o limite maximo de deteccdo do equipamento. Linha
com trago e ponto representa o limite minimo inferior requerido para o conjunto de amostras positivas. Linha
pontilhada representa o limite méximo exigido para o conjunto de amostras negativas.

Legenda: DO (densidade Optica); NEG (amostras negativas); POS (amostras positivas).
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Tabela 6 - Analise da densidade 6tica das amostras submetidas ao PRP-IBMP-8.4

. PRP = X DO NEG + 3o
Conjugado IBMP Soro )lflEDg X D+O3';|EG X DO POS ( - X DO POS) )
50 ng 1:100 0,405 0,159 0,883 2,267 1,383
1:200 0,307 0,168 0,810 2,042 1,232
1:20.000 25 ng 1:100 0,384 0,141 0,808 2,141 1,333
1:200 0,288 0,180 0,829 1,903 1,074
125 ng 1:100 0,342 0,148 0,787 2,086 1,300
1:200 0,203 0,069 0,412 1,776 1,364
1:100 0,236 0,049 0,384 1,779 1,394
>0ng 1:200 0,163 0,016 0,211 1,536 1,325
1:100 0,179 0,024 0,252 1,667 1,414
1:40.000 25ng
1:200 0,165 0,016 0,213 1,404 1,191
125 ng 1:100 0,219 0,060 0,398 1,402 1,003
1:200 0,184 0,039 0,299 1,183 0,884
50 ng 1:100 0,134 0,008 0,160 0,995 0,836
1:200 0,117 0,006 0,134 0,813 0,679
1:80.000 25 ng 1:100 0,133 0,006 0,152 0,889 0,737
1:200 0,113 0,006 0,130 0,718 0,588
125 ng 1:100 0,128 0,007 0,149 0,730 0,581
1:200 0,117 0,008 0,140 0,610 0,469

Fonte: O autor.

Legenda: X (média aritmética); o (desvio padrdo); DO (densidade dtica); NEG (amostras negativas); POS

(amostras positivas).

7.3.3 Avaliacédo do SFB e do BSA como agentes bloqueadores

A adicdo de SFB ou BSA ao tampéo de diluicdo de amostras (PBS-T) revelou valores
variados dos IR médios para as amostras positivas e negativas quando comparados a nédo
adicdo dos mesmos. Tais resultados encontram-se descritos na Tabela 7 e apresentados na

Figura 19.

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Resultados

Tabela 7 - indices de reatividade dos PRP-IBMP utilizando SFB e BSA

PRP Agente AMOSRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
IBMP  bloqueador IR 1C95% c CV IR 1C95% c Cv
SFB 2,5% 464 427504 128 0,28 027 0,23-032 1,79 6,62
SFB 5% 2,74 219-343 194 0,71 045 042050 1,38 304
SFB 10% 297 241-366 185 0,62 046 042049 134 294
SEM SFB
8.1 SEM BSA 2,40 1,96-294 182 0,76 032 0,29-036 149 4,60
BSA 0,5% 256 207317 188 0,74 039 036-043 1,39 3,56
BSA 1% 181 146-224 188 1,04 037 033041 148 4,02
BSA 2% 299 252-355 166 0,55 058 0,54-062 1,28 220
SFB 2,5% 150 124-182 177 118 062 057-066 131 213
SFB 5% 1,89 161222 161 085 061 056-066 1,34 2,20
SFB 10% 184 137247 240 131 064 060-069 132 2,05
SEM SFB
8.2 SEM BSA 1,84 1,55-2,18 1,66 0,90 045 042-049 129 284
BSA 0,5% 205 169-248 176 0,86 045 040-050 153 342
BSA 1% 228 189-275 174 0,77 061 055-0,67 143 234
BSA 2% 166 141-19 163 098 054 050-059 133 245
SFB 2,5% 261 2,08-328 195 0,75 039 035043 144 3,72
SFB 5% 216 186-251 156 0,72 0,38 033042 155 411
SFB 10% 215 177-262 1,79 0,83 036 032040 150 414
SEM SFB
8.3 SEM BSA 209 1,78-245 160 0,76 0,30 0,28-0,33 1,39 4,55
BSA 0,5% 404 343475 162 040 048 04305 161 332
BSA 1% 2,75 234-324 162 0,59 040 037043 131 326
BSA 2% 314 269-366 158 0,50 045 042048 124 276
SFB 2,5% 203 184-225 134 0,66 0,38 0,34-0,42 1,50 4,00
SFB 5% 205 186-225 132 0,65 0,37 034040 135 3,62
SFB 10% 197 179216 132 0,67 043 040-046 131 3,07
SEM SFB
8.4 SEM BSA 227 2,06-250 1,34 0,59 024 0,22-0,27 1,40 5,79
BSA 0,5% 264 2,31-300 147 0,56 026 0,24-029 150 5,69
BSA 1% 357 3,21-398 137 0,38 039 035043 140 3,61
BSA 2% 3,16 2,81-356 1,41 0,45 052 049-056 1,26 241

Fonte: O autor.
Legenda: o (desvio padrdo); BSA (albumina sérica bovina); CV (coeficiente de variagdo); IC
(intervalo de confianga); IR (indice de reatividade); SFB (soro fetal bovino).
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Figura 19 — Analise gréafica dos indices de reatividade dos PRP-IBMP utilizando SFB e BSA

A PRP-IBMP-8.1 (SFB) B PRP-IBMP-8.2 (SFB) c PRP-IBMP-8.3 (SFB) D PRP-IBMP-8.4 (SFB)

IR
IR

gzz g I* ; g =

Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos

FB25%  SF B seB 3 3 sFB
Condigao sorolégica Condigao sorolégica Condigao sorolégica Condigao sorolégica

E PRP-IBMP-8.1 (BSA) F PRP-IBMP-8.2 (BSA) G PRP-IBMP-8.3 (BSA) H PRP-IBMP-8.4 (BSA)

Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1 (SFB); (B) PRP-IBMP-8.2 (SFB); (C) PRP-IBMP-8.3 (SFB); (D) PRP-IBMP-8.4
(SFB); (E) PRP-IBMP-8.1 (BSA); (F) PRP-IBMP-8.2 (BSA); (G) PRP-IBMP-8.3 (BSA); (H) PRP-IBMP-8.4
(BSA). Os pontos de corte estdo representados pelas linhas pontilhadas. POS (n = 36); NEG (n = 54).

Legenda: BSA (albumina sérica bovina); IR (indice de reatividade); Neg (amostras negativas); Pos (amostras
positivas); SFB (soro fetal bovino).

Os parametros de desempenho determinados para os casos de adicdo de SFB e BSA aos
PRP-IBMP encontram-se sumarizados na Tabela 8. Além disso, sdo também mostrados 0s
dados referentes a utilizacdo do tamp&o de amostra sem acréscimo dos agentes bloqueadores.
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Tabela 8 — Pardmetros de desempenho dos PRP-IBMP utilizando SFB e BSA
PRP Agente AUC Sen (%) Esp (%) Exa (%0) J

IBMP _bloqueador  (1C95%) (1C95%) (1C95%) (IC95%) (%)
SFB 2,5% 1,00 100 (90,4-100) 100 (93,4-100) 100 (95,9-100) 100
SFB5%  099(0,97-100) 889 (74,7-956) 96,3 (87,5-99,0) 93,3(86,2-96,9) 85,
SFB10% 099 (0,97-100) 917(78,2-97,1) 100 (93,4-1000) 96,7 (90,7-98,90) 91,7
81  oenines  099(099-100) 944(819-985)  100(934-100)  97.8(923-99.4) 944
BSA05% 099 (0,97-100) 889 (74,7-956) 98,1(90,2-99,7) 94,4 (87,6-97,6) 87,0
BSA1%  0,97(0,92-1,00) 83,3(68,1-92,1) 98,1(90,2-99,7) 92,2(848-962) 815
BSA20 0,99 (0,99-100) 97,2(858-99,5)  100(934-100)  98,9(940-99.8) 97,2
SFB25% 096 (0,90-100) 750 (58,9-86,2) 98,1(90,2-99,7) 88,9 (80,7-93,9) 73,1
SFB5% 0,99 (098-100) 86,1 (713-93,9)  100(934-100) 94,4 (87,6-97.6) 86,1
SFB10%  097(0,91-100) 917(782:971) 98,1(90,2-99,7) 95,6 (89,1-98,3) 89,8
82 by nes  099(098-100) 971(855-995)  100(934-100)  98,9(939-998) 971
BSA05% 0,98 (0,96-100) 86,1 (713-939) 96,3 (87,5-99,0) 922 (84,8-96,2) 824
BSA1% _ 0,98 (095-1,00) 94,4 (819-985) 926 (824-971) 933 (862-969) 87,0
BSA2%  098(0,96-1,00) 80,6 (650-90,2) 98,1(90,2-99,7) 91,1 (834-954) 78,7
SFB25% 0,98 (094-100) 94,4 (819-985) 100 (934-100) 97,8 (92,3-994) 944
SFB5%  0,98(0,95100) 944 (81,9-98,5) 100 (93,4-100) 97,8 (923-99,4) 94,4
SFB10% 0,98 (094-100) 94,4 (819-985)  100(934-100) 97,8 (92,3-99,4) 944
83  otMSTD 099(0,98-100) 97.2(858:995)  100(934-100)  98.9(940-998) 97,2
BSA05% 099 (0,98-100) 97,2(858-99,5) 96,3 (87,5-99,0) 96,7 (90,7-98,9) 93,5
BSA1% 0,99 (0,97-100) 94,4 (819-985)  100(934-100)  97,8(92,3-99.4) 944
BSA20 0,99 (0,98-1,00) 97,2(858-99,5)  100(934-100)  98,9(940-99.8) 97,2
SFB25%  099(0,99-100) 97,2(858-99,5) 100 (904-100) 98,9 (94,0-99,8) 97,2
SFB5% 0,99 (099-100) 97,2(858-99,5)  100(904-100) 98,9 (940-99.8) 97,2
SFB 10% 1,00 100 (90,4-100) 100 (93,4-100) 100 (959-100) 100

SEM SFB
84 ot1non 1,00 100 (90,4-100) 100 (934-100) 100 (959-100) 100
BSA05% 0,99 (0,99-100) 97,2 (858-995) 100 (904-100) 98,9 (94,0-99.8) 97,2
BSA 1% 1,00 100 (90,4-100) 100 (93,4-100) 100 (95,9-100) 100
BSA 2% 1,00 100 (90,4-100) 100 (93,4-100) 100 (95,9-100) __ 100

Fonte: O autor.

Legenda: AUC (area abaixo da curva); BSA (albumina sérica bovina); Esp (especificidade); Exa (exatiddo); IC
(intervalo de confianga); J (indice de Younden); Sen (sensibilidade); SFB (soro fetal bovino).

7.4 Avaliacdo da estabilidade estrutural e funcional dos PRP-IBMP

7.4.1 Estabilidade a temperaturas extremas

A Figura 20 mostra os espectros de desnaturacao e renaturacao para 0s PRP-IBMP.
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Figura 20 — Analise grafica dos espectros de dicroismo circular obtidos da avaliacdo de estabilidade dos
PRP-IBMP a temperaturas extremas

DC [mdeg]

0O 0 o0 0o o0 o oo

A PRP-IBMP-8.1 Desnaturagéo
Condigées
0
— 5°C
=
5 = — 15°
CRT = -
i — 35°
E s 48
o 55¢
a
20 — 6se
25 75°
T T T T T T —— 85°
202 212 222 232 242 252
A (nm)
C PRP-IBMP-8.2 Desnaturagéo

- 5°C
— 15¢
— 25°
— 35°
— 45°

55°
— 65°

75°

— g5°

202

DC [mdeg]
N
o

212

222

232 242
A (nm)

Condigdes

0O 0 o0 0o o0 o 0o

252

PRP-IBMP-8.3 Desnaturagéao

- 5°C

— 15

— 250

— 35°

— 45°

55°

— 65°

75°

— 85°

-40 -1
202

N
o
1

DC [mdeg]

-30

212

T
222

T T
232 242
A (nm)

Condicdes

O 0o 0o o o o oo

T
252

PRP-IBMP-8.4 Desnaturagéo

N

- 5°C
— 15¢
— 25°
— 35°
— 45°

55°
— 65°

75°

— g5°

202

212

222

232 242
A (nm)

Condigdes

0O 0 o0 0o 0o o oo

252

DC [mdeg]

DC [mdeg]

DC [mdeg]

DC [mdeg]

PRP-IBMP-8.1 Renaturagéao

T T T T T T
202 212 222 232 242 252

A (nm)

PRP-IBMP-8.2 Renaturagéo

202 212 222 232 242 252
A (nm)

PRP-IBMP-8.3 Renaturagéao

UM_

-20+
-40 T T T T T
202 212 222 232 242 252
A (nm)
PRP-IBMP-8.4 Renaturagéao
0
-10
-20
-30-r T T T T T
202 212 222 232 242 252

A (nm)

Condigdes

- 5°C

0O 0 o0 0o 0o o 0o

Condigdes

5°C

0O 0 0o 0o o0 o 0o

Condicdes

5°C

15°

25°

35°

45°

55°

65°

75°

85°

O 0o 0o o o o oo

Condigdes

5°C

15°
25°
35°
45°
55°
65°
75°

85°

0O o0 0o 0o 0o o 0o

Fonte: O autor.
Nota: (A) PRP-IBMP-8.1 desnaturacéo;

(B) PRP-IBMP-8.1 renaturacdo; (C) PRP-IBMP-8.2
desnaturacdo; (D) PRP-IBMP-8.2 renaturacdo; (E) PRP-IBMP-8.3 desnaturacdo; (F) PRP-IBMP-8.3
renaturacdo; (G) PRP-IBMP-8.4 desnaturacdo; (H) PRP-IBMP-8.4 renaturacéo.
Legenda: DC (dicroismo circular).
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O ensaio para verificacdo de reversibilidade da desnaturacdo, realizado utilizando a
temperatura de 5°C no inicio e ao final do ensaio a 202 nm, mostrou que 92,3%, 85,5% e
98,8% do PRP-IBMP-8.1 (Figura 21A), 8.2 (Figura 21B) e 8.4 (Figura 21D),
respectivamente, retornaram ao seu estado inicial de conformacédo. Para o PRP-IBMP-8.3,
somente 9,2% retornou a sua conformacdo inicial, ficando 90,8% na forma precipitada
(Figura 21C).

Figura 21 - Andlise grafica dos espectros de dicroismo circular obtidos da avaliacdo de
reversibilidade da desnaturacdo dos PRP-IBMP a temperaturas extremas
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Fonte: O autor.
Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4.
Legenda: DC (dicroismo circular); Desnat (desnaturacdo); Renat (renaturacéo).

A Figura 22 mostra o perfil proteico dos PRP-IBMP ap6s submissdo a temperaturas

extremas.

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Resultados 08

Figura 22 - Perfil de bandas obtido da avaliacdo da estabilidade dos PRP-IBMP a temperaturas extremas
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Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1 e 8.2; (B) PRP-IBMP-8.3 e 8.4. Em cada poco foi depositado 1 pg do antigenos. SDS-
PAGE corados pelo azul de Coomassie R250.

Legenda: PM = peso molecular em quilodaltons (kDA) (aprotinina — 6,1; lisozima — 15,7; inibidor de tripsina da
soja — 30,1; anidrase carbbnica — 38,3; BSA — 80,8; p-galactosidase — 117,6; miosina — 204,3).

Os valores médios dos IR gerados a partir da analise funcional encontram-se descritos
na Tabela 9 e as andlises graficas na Figura 23.

Tabela 9 — indices de reatividade obtidos da avaliagio da estabilidade dos PRP-IBMP a temperaturas

extremas

PRP Condic&o AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
IBMP de estresse IR 1C95% c CcvVv IR 1C95% c CV
Nativa 293 250-343 143 049 0,29 0,26-0,32 1,30 4,53

8.1 1 minuto 2,96 252-347 1,44 0,49 0,31 0,28-0,35 1,32 4,23

' 10 minutos 162 1,23-2,13 1,86 1,15 0,31 0,24-0,41 1,84 5,96
20 minutos 169 1,38-2,06 1,58 0,94 0,31 0,26-0,37 1,44 4,64

Nativa 2,80 2,33-3,36 151 0,54 0,31 0,27-0,36 1,39 4,46

8.2 1 minuto 351 292-422 152 043 0,34 0,32-0,37 1,16 3,39

' 10 minutos 3,35 2,66-4,69 1,90 0,54 0,34 0,26-0,44 1,77 5,23
20 minutos 3,19 2,49-407 1,74 0,55 0,29 0,25-0,34 1,42 4,86

Nativa 2,72 2,42-307 1,31 0,48 0,24 0,21-0,28 1,39 5,75

8.3 1 minuto 3,20 2,80-3,66 1,35 0,42 0,28 0,25-0,31 1,27 4,60

' 10 minutos 3,08 2,35-405 1,85 0,60 0,17 0,14-0,21 1,66 9,70
20 minutos 2,37 1,89-298 1,67 0,70 0,10 0,08-0,12 1,68 17,03

Nativa 2,84 251-3,22 1,32 0,47 0,26 0,21-0,32 1,59 6,12

8.4 1 minuto 256 224-291 134 0,52 0,24 0,19-0.30 1,71 7,24

' 10 minutos 3,69 297-458 1,63 0,44 0,26 0,23-0,30 1,36 5,24
20 minutos 340 2,814,211 153 045 0,20 0,17-0,24 1,47 7,29

Fonte: O autor.
Legenda: o (desvio padréo); CV (coeficiente de variacdo); IC (intervalo de confianca); IR (indice de

reatividade).
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Figura 23 - Analise grafica dos indices de reatividade obtidos da avaliagcdo da estabilidade dos PRP-IBMP a
temperaturas extremas
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Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4. Os valores expressos
nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de Wilcoxon. Os pontos de corte
estdo representados pelas linhas pontilhadas.

Legenda: IR (indice de reatividade); Neg (amostras negativas); Pos (amostras positivas).

A reprodutibilidade do primeiro ponto da avaliacdo (proteina nativa) foi comparada com
0s subsequentes e a determinacdo do indice de Kappa de Cohen encontra-se descrita na
Tabela 10. A Tabela 11 descreve os parametros de desempenho para cada uma das condicdes

avaliadas.
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Tabela 10 - Concordancia obtida da avaliacdo da estabilidade dos PRP-IBMP a temperaturas extremas
Condica PROTEINA NATIVA
deoer;t;‘é‘::e PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-8.4
1C95% K 1C95% K 1C95% K 1C95%
1 min 1,00 - 1,00 - 1,00 - 0,95 0,87-1,00
10 min 0,73 0,52-0,93 0,95 0,87-1,00 0,95 0,87-1,00 0,95 0,87-1,00
20 min 0,86 0,71-1,00 0,95 0,87-1,00 0,95 0,87-1,00 0,95 0,87-1,00

Fonte: O autor.

Legenda: IC (intervalo de confianca); k (indice de Kappa de Cohen).

Tabela 11 — Parametros de desempenho obtidos da avaliacdo da estabilidade dos PRP-
IBMP a temperaturas extremas

PRP  Condicéo Sen (%) Esp (%0) Exa (%) J
IBMP de estresse (1C95%) (1C95%) (1C95%) (%)
Nativa 100 (85,1-100) 100 (85,1-100) 100 (92,0-100) 100
8.1 1 min 100 (85,1-100) 100 (85,1-100) 100 (92,0-100) 100
' 10 min 72,7 (51,8-86,8) 100 (85,1-100) 86,4 (73,3-93,6) 72,7
20 min 86,4 (66,7-95,3) 100 (85,1-100) 93,2 (81,8-97,7) 86,4
Nativa 100 (85,1-100) 100 (85,1-100) 100 (92,0-100) 100
8.2 1 min 100 (85,1-100) 100 (85,1-100) 100 (92,0-100) 100
' 10 min 95,5 (78,2-99,2) 100 (85,1-100) 97,7 (88,2-99,6) 95,5
20 min 95,5 (78,2-99,2) 100 (85,1-100)  97,7(88,2-99,6) 95,5
Nativa 100 (85,1-100) 100 (85,1-100) 100 (92,0-100) 100
8.3 1 min 100 (85,1-100) 100 (85,1-100) 100 (92,0-100) 100
' 10 min 95,5 (78,2-99,2) 100 (85,1-100)  97,7(88,2-99,6) 955
20 min 95,5 (78,2-99,2) 100 (85,1-100)  97,7(88,2-99,6) 955
Nativa 100 (85,1-100) 100 (85,1-100) 100 (92,0-100) 100
8.4 1 min 95,5 (78,2-99,2) 100 (85,1-100)  97,7(88,2-99,6) 95,5
' 10 min 95,5 (78,2-99,2) 100 (85,1-100) 97,7 (88,2-99,6) 95,5
20 min 95,5 (78,2-99,2) 100 (85,1-100) 97,7 (88,2-99,6) 95,5

Fonte: O autor.

Legenda: Esp (especificidade); Exa (exatiddo); IC (intervalo de confianga); J (indice de
Younden); Sen (sensibilidade).

7.4.2 Estabilidade a temperatura ambiente

No sistema-tampédo carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6), o PRP-IBMP-8.1

apresentou precipitacdo de 10,1%, 14,0% e 18,6% nos tempos de 24, 72 e 96 horas a 25°C,
respectivamente, quando comparado com a proteina nativa (Figura 24A). Para o PRP-IBMP-
8.2, os valores apresentados foram de 59,2%, 93,8% e 100%, respectivamente (Figura 24B).
Quanto ao PRP-IBMP-8.3 foi verificada precipitacdo de 2,1% ap0s 24h, 9,2% ap0s 72h e
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41,7% apo6s 96h (Figura 24C). E, na avaliagdo do PRP-IBMP-8.4 foi observada 1,3% de
precipitacdo das amostras apds 24h, 13,2% apds 72h e 54,5% apds 96h (Figura 24D).

Figura 24 — Analise grafica dos espectros de dicroismo circular obtidos da avaliagdo de estabilidade dos PRP-

IBMP a temperatura ambiente
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Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4.

Legenda: DC (dicroismo circular).

A integridade dos PRP-IBMP foi avaliada por SDS-PAGE e 0s seus resultados estdo

demonstrados na Figura 25. Os valores médios dos IR determinados para os PRP-IBMP em

cada uma das condigcOes analisadas estdo descritos na Tabela 12, indicando que, apesar da

degradacdo observada em alguns pontos de andlise, os PRP-IBMP continuaram a ser

reconhecidos por anticorpos anti-T. cruzi presentes nas amostras séricas positivas para a

doenca de Chagas. A Figura 26, além de apresentar os resultados em forma grafica, descreve

a relacdo estatistica entre as condigdes de analise, mensurada pelo método de Wilcoxon.

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na

fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Resultados 102

Figura 25 - Perfil de bandas obtido da avaliacdo da estabilidade dos PRP-IBMP a temperatura ambiente
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Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4. Em cada pogo foi
depositado 1 pg o antigeno. SDS-PAGE corados pelo azul de Coomassie R250.

Legenda: PM = peso molecular em quilodaltons (kDA) (aprotinina — 6,1; lisozima — 15,7; inibidor de
tripsina da soja — 30,1; anidrase carbonica — 38,3; BSA — 80,8; p-galactosidase — 117,6; miosina — 204,3).
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Tabela 12 — indices de reatividade obtidos da avaliacdo da estabilidade dos PRP-IBMP a
temperatura ambiente

PRP Condicéo AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
IBMP  de estresse IR 1C95% c CV IR 1C95% o CV

Nativa 2,68 234-3,07 158 0,59 0,32 0,30-0,35 130 4,05

24 h 212 184-245 162 0,77 0,50 04505 139 280

8.1 48 h 154 132-1,78 165 1,08 0,37 0,33-041 150 4,08
' 72h 100 0,88-1,14 157 157 049 044054 141 288
96 h 1,10 0,96-125 1,556 142 040 0,36-046 155 383

120 h 0,60 0,39-0,92 4,27 7,16 025 019031 224 9,04

Nativa 2,35 210-2,64 1,48 0,63 040 0,34-046 166 4,15

24 h 2,78 2/40-324 166 0,60 03 031040 158 451

8.2 48 h 269 235-3,09 159 0,59 041 037045 139 340
' 72h 268 232-311 164 0,61 049 045054 134 273
96 h 211 180-248 1,72 0,82 0,40 034048 180 449

120 h 269 227-318 1,78 0,66 0,38 035042 139 3,65

Nativa 303 2,71-338 145 048 0,32 0,28-0,35 143 453

24 h 2,72 2,39-309 155 0,57 0,32 0,29-0,36 144 443

83 48 h 252 2,22-285 153 0,61 0,32 0,29-0,36 148 4,61
' 72h 226 195-2,63 166 0,74 03 032039 133 3,77
96 h 217 186-253 1,68 0,77 028 0,24-0,32 165 5,92

120 h 2,38 2,08-2,72 157 0,66 0,36 0,31-041 159 444

Nativa 261 236-2,89 140 0,54 0,34 0,29-039 162 479

24 h 156 134-182 1,68 1,07 0,33 0,29-0,37 153 4,65

8.4 48 h 1,18 1,03-135 157 133 0,38 0,33-043 154 4,09
' 72h 0,87 0,75-1,00 161 186 0,37 033042 146 391
96 h 0,86 0,71-1,05 193 224 040 0,34-046 164 414

120 h 0,57 0,49-0,67 1,72 3,02 0,34 0,28-042 194 564

Fonte: O autor.
Legenda: o (desvio padrdo); CV (coeficiente de variagdo); IC (intervalo de confianca); IR (indice
de reatividade).
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Figura 26 - Analise grafica dos indices de reatividade obtidos da avaliacdo da estabilidade dos PRP-IBMP a

temperatura ambiente
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Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4. Os valores expressos
nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de Wilcoxon. Os pontos de corte

estdo representados pelas linhas pontilhadas.

Legenda: IR (indice de reatividade); Neg (amostras negativas): Pos (amostras positivas).

A reprodutibilidade do primeiro periodo da avaliacdo (proteina nativa) foi comparada

aos subsequentes e a determinacdo do indice de Kappa de Cohen encontra-se descrita na

Tabela 13. Os parametros de desempenho referentes a cada uma das condi¢cdes de anélise

estdo descritos na Tabela 14.
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Tabela 13 - Concordancia obtida da avaliacdo da estabilidade dos PRP-IBMP a temperatura ambiente
_— PROTEINA NATIVA
dcéoe:‘#‘é‘::e PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-8.4
K 1C95% K 1C95% K 1C95% K 1C95%
24 h 0,87 0,77-0,97 0,96 0,90-1,00 0,96 0,90-1,00 0,80 0,68-0,93
48 h 0,83 0,71-0,94 0,93 0,86-1,00 0,93 0,86-1,00 0,67 0,52-0,82
72h 0,46 0,27-0,64 0,93 0,86-1,00 0,91 0,83-1,00 0,48 0,30-0,66
96 h 0,48 0,30-0,66 0,85 0,74-0,96 0,89 0,80-0,98 0,50 0,32-0,68
120 h 0,43 0,25-0,62 0,91 0,83-1,00 0,93 0,86-1,00 0,09 0,01-0,30

Fonte: O autor.

Legenda: IC (intervalo de confianca); k (indice de Kappa de Cohen).

Tabela 14 - Pardmetros de desempenho obtidos da avaliacdo da estabilidade dos PRP-
IBMP a temperatura ambiente

PRP

Condicéo

Sen (%)

Esp (%)

Exa (%0)

IBMP d 1)
e estresse (1C95%) (1C95%) (1C95%)

Nativa 100 (92,3-100) 100 (92,3-100) 100 (96,0-100) 100

24 h 89,1(77,0-95,3) 97,8(88,7-99,6) 93,5(86,5-97,0) 87,0

8.1 48 h 82,6 (69,3-90,9) 100 (92,3-100) 82,6 (83,8-95,5) 82,6
' 72h 50,0 (36,1-63,9) 95,7(855-98,8) 72,8(63,0-80,9) 457
96 h 54,3 (40,2-67,8) 93,5(82,5-97,8) 73,9 (64,1-81,8) 47,8

120 h 43,5 (30,2-57,8) 100 (92,3-100) 71,7 (61,8-79,9) 435

Nativa 100 (92,3-100) 100 (92,3-100) 100 (96,0-100) 100

24 h 97,8 (88,7-99,6) 97,8(88,7-99,6) 97,8(92,4-99,4) 95,7

8.2 48 h 95,7 (85,5-98,8) 97,8 (88,7-99,6) 96,7 (90,8-98,9) 93,5
' 72 h 95,7 (85,5-98,8) 97,8(88,7-99,6) 96,7 (90,8-98,9) 93,5
96 h 89,1 (77,0-95,3) 93,5(82,5-97,8) 91,3(83,8-95,5) 82,6

120 h 91,3 (79,7-96,6) 100 (92,3-100) 95,7 (89,3-98,3) 91,3

Nativa 100 (92,3-100) 100 (92,3-100) 100 (96,0-100) 100

24 h 97,8 (88,7-99,6) 97,8(88,7-99,6) 97,8(92,4-99,4) 957

8.3 48 h 93,5(82,5-97,8) 100 (92,3-100) 96,7 (90,8-98,9) 93,5
' 72h 91,3(79,7-96,6) 100 (92,3-100) 95,7 (89,3-98,3) 91,3
96 h 91,3(79,7-96,6) 97,8(88,7-99,6) 94,6 (87,9-97,7) 89,1

120 h 97,8 (88,4-99,6) 97,8(88,7-99,6) 97,8(92,3-99,4) 95,6

Nativa 100 (92,3-100) 100 (92,3-100) 100 (96,0-100) 100

24 h 80,4 (66,8-89,3) 100 (92,3-100) 90,2 (82,4-94,8) 80,4

8.4 48 h 69,6 (55,2-80,9) 97,8(88,7-99,6) 83,7 (74,8-89,9) 67,4
' 72h 47,8(34,1-61,9) 100 (92,3-100) 73,9(64,1-81,8) 478
96 h 43,5 (30,2-57,8) 93,5(82,5-97,8) 68,5 (58,4-77,1) 37,0

120 h 17,4 (9,1-30,7) 95,7 (85,5-98,8) 56,5 (46,3-66,2) 13,0

Fonte: O autor.
Legenda: Esp (especificidade); Exa (exatidao); IC (intervalo de confianga); J (indice de
Younden); Sen (sensibilidade).
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7.4.3 Estabilidade de longa duragéo

Os valores médios dos IR encontrados para os PRP-IBMP estdo descritos na Tabela 15

e as representacdes graficas na Figura 27.

Tabela 15 - indices de reatividade obtidos da avaliagio da estabilidade dos PRP-IBMP a um
periodo de longa duracéo

PRP  Pontos de AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
IBMP analise IR 1C95% c CV IR 1C95% c CVv
AGO/2014 315 2,69-369 1,70 0,54 049 045-053 135 2,76
SET/2014 309 259370 1,83 0,59 0550 0,43-058 162 3,24
OUT/2014 2,79 237-328 1,73 0,62 050 0,45-056 145 2,92

8.1 NOV/2014 262 216-317 191 0,73 042 037-046 144 3,46
' DEZ/2014 281 249-318 151 0,54 044 0/41-048 129 2,92
JAN/2015 237 197-285 186 0,78 046 042-050 133 2091
ABR/2015 150 1,26-180 1,84 1,23 0,30 0,25-0,34 168 5,70
AGO/2015 192 160-229 182 0,95 0,38 0,35-041 1,34 3,56
AGO/2014 184 160-211 160 0,87 0,49 043-054 147 3,02
SET/2014 187 159-220 1,73 0,93 0,51 0/46-056 138 271
OUT/2014 195 165-230 1,74 0,90 0,48 0/42-054 152 3,16

8.2 NOV/2014 1,79 1/46-218 195 1,09 0,45 040-051 147 325
' DEZ/2014 1,76 1,48-209 1,78 1,01 0,48 043-052 138 290
JAN/2015 1,75 142-216 2,04 116 0,49 045-054 138 282
ABR/2015 153 120-195 227 148 0,44 0,38-051 167 3,80
AGO/2015 1,82 154-216 1,76 0,96 0,48 0,43-0,53 1,40 2,93
AGO/2014 265 2,32-303 157 0,59 046 041-051 146 3,20
SET/2014 242 2,00-293 191 0,79 040 0,36-046 153 3,78
OUT/2014 260 2,18-311 183 0,70 049 043-055 151 3,10

8.3 NOV/2014 246 2,01-301 199 0,81 046 041-052 146 3,16
' DEZ/2014 251 212-297 1,76 0,70 049 044-055 143 2091
JAN/2015 224 1,79-280 213 0,95 051 0/46-057 140 2,72
ABR/2015 207 175-245 2,24 1,08 039 0,34-046 169 429
AGO/2015 255 2,08-313 198 0,78 044 0,40-050 1,46 3,28
AGO/2014 247 2,19-278 149 0,60 042 037-047 148 352
SET/2014 246 2,11-286 1,67 0,68 042 0,38-047 147 3,49
OUT/2014 219 189-253 164 0,75 042 0,37-047 153 3,66

8.4 NOV/2014 246 2,08-290 1,76 0,72 039 0,34-045 161 411
' DEZ/2014 252 2721-287 155 0,61 0,46 043-049 127 277
JAN/2015 225 182-277 202 0,90 041 037-045 139 340
ABR/2015 232 188-287 204 0,88 0,46 040-052 157 341
AGO/2015 2,38 2,01-281 1,76 0,74 0,40 0,36-044 1,39 3,47

Fonte: O autor.
Legenda: o (desvio padrao); CV (coeficiente de variacdo); IC (intervalo de confian¢a); IR (indice
de reatividade).
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Figura 27 - Analise grafica dos indices de reatividade obtidos da avaliacdo da estabilidade dos PRP-IBMP a um

periodo de longa duracao

PRP-IBMP-8.1 - NEG (n = 46)

A <0.01
0.01
8 0,24
0.00
4
0.39
012 .
1.0F=m--mmmmmmeg ==, g
.
] -
. o °,
s Byt
o Y e
“& os o
.
Felh
.
HE TR
o, w
0.0
L S S S SY
SR IR A R R
AN
R M I A

Condigao sorolégica

PRP-IBMP-8.1 - POS (n = 46)

<0.01

Condigéo sorologica

E
s <0.01
087
.
FEPR
.
‘3_ W o ¥
L - -
‘E o,
S - s :5
w e "

u
1o0fF R m -, g - B5 -
W W

a "W o -I_‘-._
0.5 e
.
0.0l T
hhhhh o o o
RPN IR R
[P A AR S A SO O
LA M AN AR

IR

PRP-IBMP-8.2 - NEG (n = 46) PRP-IBMP-8.3 - NEG (n = 46)

PRP-IBMP-8.4 - NEG (n = 46)

0,08

0.31 c
015
0.61 D 0.16
. . 0.06
091 ore s 007
056 1 024
4 " .
03s
B
__oss T1a o
1
. .
IR S REEae R R Rt~ bbb P A
e 2 oo ) %, o oo
o . o o . .
T s o P oo v M B B ."l o . .
o0 %ap N F'd £ R Ko « . 3 .
8 P HEEE T - 8
0 0.5 S v [
? ! 05 < i
.
0 %° o o0 o0 .
. b
CANEY ey AR ; '.ag
o o ~ R
o« 2, . o . e, * v o
. . o o .
0.0 0.0 o
R RS R )
oo\w PSRN VQ\N & 00\N OQ\N NI VQ\N & PO SR
R S RIS SN O S SR SR RN N & S
Condigao sorologica Condigao soralogica Condicao sorolsgica
PRP-IBMP-8.2 - POS (n = 46) PRP-IBMP-8.3 - POS (n = 46) PRP-IBMP-8.4 - POS (n = 46
0.67
0.32
013 008
096 o 0as " 0.0
071 045
6 0.20 0.78 0,18
0,44 0,47 =
5 L 6 031 - 6 0,59
- L] -
L T v . [T = H' TR .
s .. . 015
w U w o s .
» 3 W 4 = 4 za
JEErREYE 33
g * o E - g :
I THIEEE 1 i1
" L
! 5 g = - ¥R " - @ -
1o FA-ren U T AL L, FIE L SIS S O T R 1o g g - JLp——
E g Uoma g = |oatm
E TR A -
J .
0.5 L - 0.5 LA o ‘ L] 0.5 . -
" P -
004+ 00— - 00 ——
uuuuu o o o R SR IR s b b o S
& o T R U O T
O P ) © KOOI RO S IR R R RN

Condigéo sorologica Condigéo sorologica

Condigéo sorologica

Fonte: O autor.

Nota: PRP-IBMP-8.1 (A e E); PRP-IBMP-8.2 (B e F); PRP-IBMP-8.3 (C e G); PRP-IBMP-8.4 (D e H). Os
valores expressos nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de Wilcoxon. Os

pontos de corte estdo representados pelas linhas pontilhadas.
Legenda: IR (indice de reatividade); NEG (amostras negativas); POS (amostras positivas).

A reprodutibilidade do primeiro periodo da avaliacdo (AG0O/2014) foi comparada com

0s subsequentes e a determinacdo do indice de Kappa de Cohen encontra-se descrita na

Tabela 16. Conforme representado na Tabela 17, os parametros de desempenho calculados

variaram de acordo com as condi¢es testadas.
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Tabela 16 - Concordancia obtida da avaliagdo da estabilidade dos PRP-IBMP a um periodo de longa

duracéo
- PROTEINA NATIVA

dioer;f;gg;’e PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-8.4
«  1C95% «  1C95% X 1C95% " 1C95%

SET 2014 0091 0,83-1,00 087 0,77-0,97 0,85 0,74-0,96 0,89 0,80-0,98

OUT 2014 091 0,83-1,00 0,85 0,74-0,96 083 0,71-0,94 091 0,83-1,00

NOV 2014 0,91 0,83-1,00 087 0,77-0,97 087 0,77-0,97 093 0,86-1,00

DEZ 2014 0,93 0,86-1,00 087 0,77-0,97 093 0,86-1,00 0,96 0,90-1,00

JAN 2015 0,85 0,74-0,96 0,78 0,66-0,91 085 0,74-0,96 085 0,74-0,96

ABR 2015 0,78 0,66-0,91 0,74 0,60-0,88 085 0,74-0,96 089 0,80-0,98

AGO 2015 0,83 0,71-0,94 0,83 0,71-0,94 087 0,77-0,97 087 0,77-0,97

Fonte: O autor.

Legenda: IC (intervalo de confianca); k (indice de Kappa de Cohen).
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Tabela 17 - Parametros de desempenho obtidos da avaliagdo da estabilidade dos PRP-IBMP a um periodo de

longa duragéo

PRP  Pontos de AUC Sen (%) Esp (%) Exa (%0) J
IBMP analise (1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%) (%)
AGO/2014 1,00 100 (92,3-100) 100 (92,3-100) 100 (96,0-100) 100
SET/2014 0,99 (0,97-1,00) 91,3 (79,7-96,6) 100 (92,3-100) 95,7 (89,3-98,3) 913
OUT-2014 0,99 (0,98-1,00) 91,3 (79,7-96,6) 100 (92,3-100) 95,7 (89,3-98,3) 913
8.1 NOV/2014 0,97 (0,93-1,00) 91,3 (79,7-96,6) 100 (92,3-100) 95,7 (89,3-98,3) 913
' DEZ/2014 0,99 (0,99-1,00) 93,5 (82,5-97,8) 100 (92,3-100) 96,7 (90,8-98,9) 935
JAN/2015 0,99 (0,98-1,00) 84,8 (71,8-92,4) 100 (92,3-100) 92,4 (85,1-96,3) 84,8
ABR/2015 0,97(0,93-1,00) 80,4 (66,8-89,3) 97,8(88,7-99,6) 89,1(81,1-940) 783
AGO/2015 0,98 (0,96-1,00) 82,6 (69,3-90,9) 100 (92,3-100)  91,3(83,8-95,5) 82,6
AGO/2014 1,00 100 (92,3-100) 100 (92,3-100) 100 (96,0-100) 100
SET/2014 0,98 (0,97-1,00) 87,0 (74,3-93,9) 100 (92,3-100)  93,5(86,5-97,0) 87,0
OUT-2014 0,99 (0,99-1,00) 89,1(77,0-953) 957(855-98,8) 92,4(85,1-96,3) 8438
8.2 NOV/2014 0,97 (0,92-1,00) 87,0 (74,3-93,9) 100 (92,3-100)  93,5(86,5-97,00 87,0
' DEZ/2014 0,98 (0,95-1,00) 87,0 (74,3-93,9) 100 (92,3-100)  93,5(86,5-97,0) 87,0
JAN/2015 0,95(0,90-1,00) 78,3 (64,4-87,7) 100 (92,3-100) 89,1 (81,1-94,00 783
ABR/2015 0,95(0,90-1,00) 76,1(62,1-86,1) 97,8(88,7-99,6) 87,0(78,6-924) 739
AGO/2015 0,99 (0,97-1,00) 82,6 (69,3-90,9) 100 (92,3-100)  91,3(83,8-95,5) 82,6
AGO/2014 1,00 100 (92,3-100) 100 (92,3-100) 100 (96,0-100) 100
SET/2014 0,96 (91,0-1,00) 87,0(74,3-939) 97,8(88,7-99,6) 92,4(851-96,3) 8438
OuUT/2014 0,96(92,1-1,00) 87,0(74,3-93,9) 957(855-98,8) 91,3(83,8-955) 82,6
8.3 NOV/2014 0,97(93,1-1,00) 87,0(74,3-93,9) 100 (92,3-100)  93,5(86,5-97,00 87,0
' DEZ/2014 0,97 (93,8-1,00) 93,5(82,5-97,8) 100 (92,3-100) 96,7 (90,8-98,9) 935
JAN/2015 0,93 (86,4-0,99) 84,8 (71,8-92,4) 100 (92,3-100) 92,4 (85,1-96,3) 84,8
ABR/2015 0,92 (854-0,98) 84,8 (71,8-92,4) 100 (92,3-100) 92,4 (85,1-96,3) 84,8
AGO/2015 0,96 (91,8-1,00) 87,0 (74,3-93,9) 100 (92,3-100)  93,5(86,5-97,0) 87,0
AGO/2014 1,00 100 (92,3-100) 100 (92,3-100) 100 (96,0-100) 100
SET/2014 0,98 (0,96-1,00) 91,3(79,7-96,6) 97,8(88,7-99,6) 94,6(87,9-97,7) 891
OuUT/2014 0,99(0,98-1,00) 93,5(82,5-97,8) 97,8(88,7-99,6) 95,7(89,3-98,3) 91,3
8.4 NOV/2014 0,99 (0,99-1,00) 95,7 (85,5-98,8) 97,8 (88,7-99,6) 96,7 (90,8-98,9) 93,5
' DEZ/2014 0,99 (0,99-1,00) 95,7 (85,5-98,8) 100 (92,3-100)  97,8(92,4-99,4) 957
JAN/2015 0,96 (0,91-1,00) 87,0(74,3-93,9) 97,8(88,7-99,6) 92,4 (85,1-96,3) 8438
ABR/2015 0,97 (0,92-1,00) 89,1 (77,0-95,3) 100 (92,3-100) 94,6 (87,9-97,7) 891
AGO/2015 0,98 (0,95-1,00) 89,1(77,0-95,3) 97,8(88,7-99,6) 93,5(86,5-97,0) 87,0

Fonte: O autor.

Legenda: AUC (area abaixo da curva); Esp (especificidade); Exa (exatiddo); IC (intervalo de confianga); J
(indice de Younden); Sen (sensibilidade).

7.5 Populacéo do estudo

7.5.1 Dimensionamento amostral

A amostragem foi estimada em 380 amostras positivas e 380 negativas para a doenca de

Chagas. Para avaliagdo de reagdes cruzadas a distribuicdo binominal negativa estimou que,

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Resultados 110

para cada 100 amostras analisadas, haveria 5% de chance de se encontrar uma reagéo cruzada
(Figura 28).

Figura 28 - Distribuicdo binominal negativa para estimativa do
n amostral para avaliacdo de reagdo cruzada utilizando os PRP-

IBMP
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Fonte: O autor.

7.5.2 Definigao do padréo-ouro

O estudo comparativo entre o Elisa Chagas IIl, o Imuno-Elisa Wama, o Pathozyme®
Chagas e o Gold Elisa Chagas foi conduzido utilizando 499 amostras negativas e 186
positivas para a doenga de Chagas. De acordo com a Figura 29, todos os Kits foram capazes de
diferenciar amostras negativas das positivas (p < 0,0001).
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Figura 29 — Analise gréafica dos indices de reatividade de quatro kits comerciais para definicdo do padrdo-ouro
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Fonte: O autor.

Nota: (A) Elisa Chagas 11 e Gold Elisa Chagas; (B) Imuno-Elisa Chagas e Pathozyme® Chagas. Os pontos de
corte estdo representados pelas linhas pontilhadas e as areas sombreadas representam a zona cinza (CO £ 10%)
Os valores expressos nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de Wilcoxon.
Legenda: IR (indice de reatividade); Neg (amostras negativas); Pos (amostras positivas).

As Tabelas 18 e 19 trazem, respectivamente, a avaliacdo dos parametros de desempenho

e os valores médios dos IR.

Tabela 18 - Pardmetros de desempenho de quatro kits comerciais para defini¢do do padréo-ouro

Elisa Chagas 111 Imuno-Elisa Chagas Gold Elisa Chagas Pathozyme® Chagas
PAR
% 1C95% % (1C95%) % 1C95% % 1C95%
Sen 97,3 93,8-98,8 99,5 97,0-99,9 100 98,0-100 99,5 97,0-99,9
Esp 100 99,2-100 99,2 98,0-99,7 100 99,2-100 97,0 95,1-98,2
Exa 99,0 97,9-995 993 98,3-99,7 100 99,4-100 97,7 96,2-98,6
J 96,9 - 98,7 - 100 - 96,5 -
x 974 955-99,3 98,2 96,6-99,8 100 - 94,2 91,4-97,0

Fonte: O autor.

Legenda: Esp (especificidade); Exa (exatiddo); IC (intervalo de confianga); J (indice de Younden); x
(coeficiente de Kappa de Cohen); PAR (pardmetros de desempenho); Sen (sensibilidade).

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas




SANTOS, F.L.N. — Resultados 112

Tabela 19 - indices de reatividade de quatro kits comerciais para defini¢do do padréo-ouro

» » AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
Its comerciais IR IC9%5% o CV IR IC9%5% o CV
Elisa Chagas 11 204 276312 154 033 029 028030 129 027
Imuno-Elisa Chagas 2,21 2,142,28 125 020 021 020022 164 0,67
Gold Elisa Chagas 595 562-628 146 032 027 026027 116 017

Pathozyme® Chagas 2,39 2,30-248 1,30 0,25 0,31 0,29-033 172 0,71

Fonte: O autor.
Legenda: o (desvio padrdo); CV (coeficiente de variagdo); IC (intervalo de confianga); IR (indice de
reatividade).

7.5.3 Obtencado e caracterizacdo dos painéis soroldgicos

As amostras séricas que compuseram o painel sorolégico foram cedidas por Instituicdes
parceiras e encaminhadas ao SRDC, onde foram reavaliadas para a presenca ou auséncia de
anticorpos 1gG anti-Chagas, conforme descrito na Tabela 20. As amostras negativas para
Chagas e positivas para as demais doencgas infecto-parasitarias foram avaliadas para
verificacdo da possibilidade de co-infeccdo com a doenca de Chagas. Do quantitativo de 3047
amostras recebidas, 2625 participaram do estudo e 422 (13,8%) foram excluidas por ndo

satisfazerem os critérios de incluséo.

7.6 Avaliacao do potencial diagndstico dos PRP-IBMP

7.6.1 Estudo de fase |

A avaliacdo soroldgica utilizando 280 amostras séricas positivas e 20 negativas para a
doenca de Chagas mostrou areas abaixo da curva (AUC) de 99,64%, 99,43%, 98,39% e
99,98% paras os PRP-IBMP-8.1, 8.2, 8.3 e 8.4, respectivamente. Conforme a Tabela 21, a
avaliacdo da sensibilidade e especificidade exibiu valores acima de 95% e 90%,

respectivamente, para os PRP-IBMP.
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Tabela 21 - Pardmetros de desempenho dos PRP-IBMP na fase | do estudo

PAR PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-8.4
% 1C95% % 1C95% % 1C95% % 1C95%
AUC 99,64  98,94-100 99,43  98,74-100 98,39 96,39-100 99,86 99,92-100
Sen 98,93  96,90-99,63 98,21 95,89-99,23 95,36  92,22-97,27 99,64  98,01-99,94
Esp 100 83,89-100 90,00 69,90-97,21 95,00 76,39-99,11 100 83,89-100
PEN 1,07 0,37-3,10 1,79 0,77-4,11 4,64 2,73-1,78 0,36 0,06-1,99
PFP 0,0 - 10,00 2,79-30,10 5,00 0,89-23,61 0,0 -
ET 1,00 0,34-2,90 2,33 1,13-4,74 4,67 2,80-7,68 0,33 0,06-1,86
Exa 99,00 97,10-99,66 97,67  95,26-98,87 95,33  92,32-97,20 99,67  98,14-99,94
J 98,93 = 88,21 = 90,36 = 99,64 =

Fonte: O autor.

Legenda: AUC (area abaixo da curva); Esp (especificidade); ET (erro total); Exa (exatiddo); IC (intervalo de
confianca); J (indice de Younden); PAR (parametros de desempenho); PFN (propor¢do de falso-negativos); PFP
(proporcéo de falso-positivos); Sen (sensibilidade).

Os valores médios dos IR estdo discriminados por molécula na Tabela 22. A anélise
gréafica dos dados pode ser verificada na Figura 30.

Tabela 22 - indice de reatividade dos PRP-IBMP na fase | do estudo

PRP- AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS

IBMP IR 1C95% c CV IR 1C95% c CVv
8.1 6,01 568-636 162 0,27 048 0,43-054 128 2,66
8.2 526 493-561 175 0,33 0,65 055076 140 216
8.3 496 459-537 1,96 0,40 059 046-0,74 166 283
8.4 593 5,64-623 153 0,26 0,50 0,43-057 137 276

Fonte: O autor.

Legenda: o (desvio padrdo); CV (coeficiente de variacdo); IC (intervalo de confianca); IR
(indice de reatividade).
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Figura 30 — Analise gréafica dos indices de reatividade dos PRP-IBMP na fase | do estudo
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Fonte: O autor.
Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4. Os pontos de corte
estdo representados pelas linhas pontilhadas e as areas sombreadas representam a zona cinza (CO = 10%). Os
valores expressos nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de Wilcoxon.

Legenda: IR (indice de reatividade); Neg (amostras negatiuvas); Pos (amostras positivas).

7.6.2 Estudo de fase Il

A avaliacdo sorologica dos PRP-IBMP foi realizada utilizando o painel sorologico

descrito na Tabela 20, ou seja, 857 amostras positivas para a doenca de Chagas e 689

negativas. Os parametros de desempenho estimados para 0s quatro PRP-IBMP encontram-se
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descritos na Tabela 23 e os valores médios dos IR estdo discriminados por molécula na Tabela

24. As analises graficas dos IR estdo representadas na Figura 31.

Tabela 23 - Parametros de desempenho dos PRP-IBMP na fase 11 do estudo

PAR PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-8.4
% 1C95% % 1C95% % 1C95% % 1C95%

AUC 99,77 99,53-100 99,85 99,76-99,94 99,90  99,81-99,99 99,99 99,98-100
Sen 97,43  96,14-98,30 94,28 92,52-95,65 97,90  96,70-98,67 99,30 98,48-99,68
Esp 9942  98,52-99,77 99,56 98,73-99,85 99,85 99,18-99,97 100 99,45-100
PEN 2,57 1,70-3,86 572 4,35-7,48 2,10 1,33-3,30 0,70 0,32-1,52
PFP 0,58 0,23-1,48 0,44 0,15-1,27 0,15 0,03-0,82 0,00 -

ET 1,68 1,15-2,45 3,36 2,57-4,38 1,23 0,79-1,91 0,39 0,18-0,84
Exa 98,32 97,55-98,85 96,64 95,62-97,43 98,77  98,09-99,21 99,61 99,16-99,82

J 96,85 = 93,85 - 97,75 - 99,30 -
RV+ 168 63-446 217 70-670 674 95-4782 1986* 70-56087
Rv- 0,026 0,017-0,039 0,057 0,044-0,075 0,021  0,013-0,033 0,007 0,003-0,016

Fonte: O autor.

Nota: *Valor estimado.

Legenda: AUC (area abaixo da curva); Esp (especificidade); ET (erro total); Exa (exatiddo); IC (intervalo de confianga); J
(indice de Younden); PAR (pardmetros de desempenho); PFN (proporcéo de falso-negativos); PFP (propor¢do de falso-
positivos); RV (razéo de verossimilhancga); Sen (sensibilidade).

Tabela 24 - indice de reatividade dos PRP-IBMP na fase 11 do estudo

PRP- AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS

IBMP IR 1C95% c CV IR 1C95% o CVv
8.1 284 274294 168 0,59 0,28 027-029 160 567
8.2 215 208-223 168 0,78 0,33 0,32-034 150 4,55
8.3 254 246-262 156 0,62 0,23 0,22-024 173 751
8.4 258 252-264 145 0,56 0,20 0,19-021 1,77 892

Fonte: O autor.
Legenda: o (desvio padréo); CV (coeficiente de variacdo); IC (intervalo de confianga); IR
(indice de reatividade).

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Resultados

117

Figura 31 — Analise gréafica dos indices de reatividade dos PRP-IBMP na fase Il do estudo
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Fonte: O autor.
Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4. Os pontos de corte

estdo representados pelas linhas pontilhadas e as areas sombreadas representam a zona cinza (CO * 10%).

Legenda: IR (indice de reatividade).

A analise das quatro moléculas utilizando os IR médios das amostras negativas mostrou

ndo haver sobreposi¢do dos 1C95% dentre elas. Além do mais, a avaliacdo estatistica revelou

diferenca significativa entre os grupos (p < 0,0001) (Figura 32A). Resultados semelhantes

foram encontrados para as amostras positivas, com exce¢do para as moléculas IBMP-8.3 e
IBMP-8.4 (p=0,4160) (Figura 32B). Ademais, também foi avaliada a sobreposi¢do dos
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IC95% para os valores de sensibilidade e especificidade. Dentre os 1C95% analisados, a
sensibilidade do PRP-IBMP-8.2 apresentou 0 menor 1C95%, néo se sobrepondo com aquele

calculado para as demais moléculas. N&o foi também observada sobreposicdo entre 0 1C95%

dos PRP-IBMP-8.1 e 8.4 (Figura 33). Quanto a especificidade foi demonstrada sobreposicédo

entre os 1C95% para todas as moléculas (Figura 33).

Figura 32 — Analise grafica da comparacéo dos indices de reatividade de amostras negativas e positivas para 0s

PRP-IBMP na fase Il do estudo
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Fonte: O autor.

Nota: (A) Amostras negativas; (B) Amostras positivas. Os pontos de corte estdo representados pelas linhas
pontilhadas e as areas sombreadas representam a zona cinza (CO + 10%). * (p < 0,0001); (#) p = 0,4160. Os
simbolos expressos nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de T de
Student.

Legenda: IR (indice de reatividade).
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Figura 33 — Analise grafica da comparacdo dos intervalos de confianca a 95% da sensibilidade e especificidade

dos PRP-IBMP na fase Il do estudo
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Fonte: O autor.

Legenda: IC (intervalo de confianga).

A correlacdo entre os resultados obtidos para cada um dos PRP foi avaliada pelo

método de Spearman, mostrando resultados acima de 0,81 para todas as possibilidades

testadas, como resumido na Tabela 25.

Tabela 25 - Correlacdo entre os PRP-IBMP na fase 11 do estudo

PRP 8.2 8.3 8.4

IBMP r 1C95% r 1C95% r 1C95%
8.1 087 (0,86-0,88) 081 (0,80-0,83) 087 (0,86-0,89)
8.2 - - 0,84  (0,83-0,86) 087  (0,86-0,88)
8.3 - : - - 085  (0,83-0,86)

Fonte: O autor.

Legenda: IC (intervalo de confianga); r (correlacdo de Spearman).

Conforme descrito na Tabela 26, os IR estratificados por origem regido geografica

foram descritos com objetivo de verificacdo da magnitude de resposta aos antigenos PRP-

IBMP por individuos infectados provenientes de diferentes localidades do Brasil e de alguns

paises da América Latina e Estados Unidos (painéis internacionais). A andlise grafica destes

dados encontra-se disposta na Figura 34.
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Tabela 26 - Parametros de desempenho do PRP-IBMP estratificados por origem ou regido geografica na

fase Il do estudo

PRP AUC Sen (%) Esp (%) Exa (%0) 3 (%)
IBMP (1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%)
8.1 0,99 (0,98-1,00) 98,5(91,8-99,7) 94,7 (75/4-99,1) 97,6 (91,7-99,3) 93,2
< 8.2 0,99 (0,99-1,00) 93,8(85,2-97,6) 100 (83,2-100) 95,2 (88,4-98,1) 93,8
o 8.3 1,00 100 (94,4-100) 100 (83,2-100) 100 (95,6-100) 100
8.4 0,99 (0,99-1,00) 98,5(91,8-99,7) 100 (83,2-100) 98,8 (93,6-99,8) 98,5
8.1 0,99 (0,99-1,00) 97,1(90,2-99,2) 95,2(77,3-99,2) 96,7 (90,8-98,9) 92,4
'e) 8.2 0,99 (0,99-1,00) 98,6 (92,3-99,7) 95,2(77,3-99,2) 97,8(92,3-99,4) 93,8
o 8.3 0,99 (0,99-1,00) 97,1(90,2-99,2) 100 (84,5-100) 97,8(92,3-99,4) 97,1
8.4 1,00 100 (94,8-100) 100 (84,5-100) 100 (95,9-100) 100
8.1 0,94 (0,86-1,00) 94,8 (85,9-98,2) 94,7 (754-99,1) 94,8(87,4-98,0) 89,6
O 8.2 0,99 (0,99-1,00) 94,8(85,9-98,2) 94,7 (75/4-99,1) 94,8(87,4-98,0) 89,6
= 8.3 0,99 (0,99-1,00) 93,1(83,6-97,3) 100 (83,2-100) 94,8 (87,4-98,0) 93,1
8.4 1,00 100 (93,8-100) 100 (83,2-100) 100 (95,2-100) 100
N 8.1 1,00 93,8 (79,9-98,3) 100 (93,9-100) 97,8(92,3-99,4) 93,8
L 8.2 0,99 (0,99-1,00) 84,4 (68,2-93,1) 100 (93,9-100) 94,5 (87,8-97,6) 84,4
<ZE 8.3 1,00 100 (89,3-100) 100 (93,9-100) 100 (95,9-100) 100
o 8.4 1,00 100 (89,3-100) 100 (93,9-100) 100 (95,9-100) 100
8.1 0,99 (0,99-1,00) 97,2 (85,8-99,5) 100 (92,9-100) 98,8 (93,7-99,8) 97,2
o 8.2 0,99 (0,99-1,00) 97,2 (85,8-99,5) 100 (92,9-100) 98,8 (93,7-99,8) 97,2
o 8.3 1,00 100 (90,4-100) 100 (92,9-100) 100 (95,7-100) 100
8.4 1,00 100 (90,4-100) 100 (92,9-100) 100 (95,7-100) 100
8.1 0,99 (0,99-1,00) 97,8(96,3-98,7) 99,8 (98,9-100) 98,7 (97,9-99,3) 97,6
w 8.2 0,99 (0,99-1,00) 94,1(91,9-95,7) 99,8(98,9-100) 96,8 (95,6-97,7) 93,9
o 8.3 0,99 (0,99-1,00) 98,0 (96,5-98,8) 99,8 (98,9-100) 98,8 (98,0-99,3) 97,8
8.4 0,99 (0,99-1,00) 99,2 (98,1-99,6) 100 (99,3-100) 99,6 (99,0-99,8) 99,2

Fonte: O autor.

Legenda: AUC (area abaixo da curva); Esp (especificidade); Exa (exatidao); IC (intervalo de confianga);
J (indice de Younden); Sen (sensibilidade).
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Figura 34 — Andlise grafica dos indices de reatividade estratificados por regido geografica utilizando os

PRP-IBMP na fase Il do estudo
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Fonte: O autor. Nota: (A-F) PRP-IBMP-8.1; (G-L) PRP-IBMP-8.2; (M-R) PRP-IBMP-8.3; (S-T) PRP-

IBMP-8.4. Os pontos de corte estdo representados pelas linhas pontilhadas e as areas sombreadas
representam a zona cinza (CO + 10%). Legenda: IR (indice de reatividade).
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7.6.3 Sinergia entre 0s PRP-IBMP: misturas equimolares

A avaliacdo da sinergia entre os PRP-IBMP em misturas equimolares foi conduzida
com a utilizacdo de 46 amostras positivas 46 negativas para a doenca de Chagas. As
quantidades em massa molar e em gramas dos PRP-IBMP utilizados nesta investigacdo estdo
descritas na Tabela 27. No momento inicial as moléculas foram avaliadas isoladamente e,
posteriormente, em misturas contendo dois, trés ou quatro antigenos. A Tabela 27 também

descreve os parametros de desempenho determinados para cada uma das condi¢fes testadas.
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Tabela 27 - Pardmetros de desempenho dos PRP-IBMP utilizando misturas equimolares

PRP AUC Sen (%) Esp (%) Exa (%0)
Bvp ™ N9 eg50s 1C95% 1C95% Icoso 9 (%)

100 100 100

8.1 212 250 1,00 (92.3-100)  (923-100)  (96,0-100) 190
100 100 100

82 Gd DD — (92,3-100)  (92.3-100)  (96,0-100) 2
100 100 100

8.3 119250 1,00 (92,3-100)  (92.3-100)  (96,0-100) 100
100 100 100

84 el — (92,3-100)  (92.3-100)  (96,0-100) 2

8.1 212 250 099 957 935 94,6 501

8.2 212 550 (0,98-1,00) (855-08.8) (825-07.8)  (87.9-97.7) :

8.1 212 250 0,99 95,7 95,7 957 013

8.3 212 441 (0,98-1,00) (855-98.8) (855-98.8)  (89,3-98,3) :

8.1 212 250 0,99 100 957 97,8 o5 7

8.4 212 681 (0,99-1,00) (92,3-100) (855-98.8)  (92,4-09.4) :

8.2 119 314 0,99 935 97,8 957 013

8.3 119 250 (0,98-1,00) (825-97.8) (88,7-99.6)  (89,3-98,3) :

8.2 7.8 204 0,99 100 97,8 98,9 .

8.4 7.8 250 (0,99-1,00) (92,3-100)  (88,7-99,6)  (94,1-99,8) !

8.3 119 250 0,99 97,8 100 98.9 078

8.4 119 380 (0,99-1,00) (887-996) (92,3-100)  (94,1-99,8) !

g'; gig égg 0,99 95,7 100 97,8 o5 7

o2 ST ans (098-00) (855988) (923-100)  (924-99)

2'; gi; ggg 0,99 100 935 96,7 035

o 212 ogs (099-100) (823100) (825978)  (908-989)

gé oo 29 oo 97,8 97,8 97,8 o5 7

o ois  ee1 (099-100) (887996) (887-996)  (924-99)

gg ﬁg gég 0,97 97,8 89,1 93,5 570

o2 o a0 (093100 (887996) (77,0953  (865-970)

8.1 212 250

8.2 212 558 0,99 95,7 100 97,8 o5 7

8.3 212 441 (0.99-1,00) (855-988) (923-100)  (92,4-99.4) :

8.4 212 681

Fonte: O autor.

Legenda: AUC (area abaixo da curva); Esp (especificidade); Exa (exatiddo); J (indice de Younden); Sen

(sensibilidade).

Os valores médios dos IR calculados para as amostras positivas e negativas estdo

expostos na Tabela 28 e as representacdes graficas destes dados na Figura 35.
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Tabela 28 - indices de reatividade dos PRP-IBMP utilizando misturas equimolares

PRP AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
IBMP IR 1C95% c Cv IR 1C95% c CVv
8.1 333 295377 151 045 018 016-0,21 1,60 892
8.2 364 316418 160 044 0,33 0,30-0,37 140 4,23
8.3 329 286-378 160 049 020 017023 155 781
8.4 328 295-366 144 044 019 016-0,22 1,68 9,02
8.1+8.2 203 185-223 137 0,67 0,40 0,34-047 1,75 4,42
8.1+8.3 205 184228 144 0,70 031 0,26-0,37 1,82 583
8.1+8.4 230 212250 132 0,57 034 028040 180 535
8.2+8.3 183 165-204 143 0,78 031 0,26-0,37 1,79 574
8.2+8.4 213 196-231 132 0,62 030 0,25-0,36 1,76 585
8.3+8.4 1,75 160-192 136 0,78 027 0,23-031 1,72 6,40
8.1+8.2+8.3 193 175-213 139 0,72 026 0,21-031 1,89 7,29
8.1+8.2+8.4 235 218254 130 055 034 0,29-041 1,79 523
8.1+8.3+8.4 189 174206 134 0,71 030 0,26-036 1,74 5,76
8.2+8.3+8.4 238 2,16-262 138 0,58 038 0,31-046 192 512
8.1+8.2+8.3+8.4 1,82 1,66-200 1,37 0,75 024 0,20-029 188 7,86

Fonte: O autor.
Legenda: o (desvio padrdo); CV (coeficiente de variacdo); IC (intervalo de confianca); IR (indice de
reatividade).
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Figura 35 — Analise grafica dos indices de reatividade dos

PRP-IBMP utilizando misturas
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Fonte: O autor. Nota: Os pontos de corte estdo representados pelas linhas pontilhadas e as
areas sombreadas representam a zona cinza (CO £ 10%). Legenda: IR (indice de reatividade).
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7.6.4 Reac0es cruzadas

A avaliacdo grafica das reacOes cruzadas esta descrita na Figura 36. Os pontos em
vermelho representam as reacdes cruzadas utilizando os PRP-IBMP. Desta maneira, das 1079
amostras séricas de individuos portadores de outras doencas infecto-parasitérias, foi
observada reatividade para 0,46% (5/1079) para o PRP-IBMP-8.1 (leptospirose: 2; HTLV: 1;
leishmaniose: 2) (Figura 35A), 0,85% (8/1079) para o PRP-IBMP-8.2 (leptospirose: 2; sifilis:
2; HCV: 1; HIV: 1; HTLV: 1 e esquistossomose: 1) (Figura 35B), 0,46% (5/1079) para o
PRP-IBMP-8.3 (HIV: 1; HTLV: 1; sifilis: 1; leishmaniose: 1 e esquistossomose: 1) (Figura
35C) e 0,37% (4/1079) para 0 PRP-IBMP-8.4 (HIV:1, HTLV: 1, leishmaniose: 1 e sifilis: 1)
(Figura 35D). Ao considerar a faixa do CO = 10% como a zona cinza foi observado que
0,74% (8/1079) das amostras apresentaram resultados inconclusivos para o PRP-IBMP-8.1,
1,01% (11/1079) para o PRP-IBMP-8.2, 0,28% (3/1079) para o PRP-IBMP-8.3 e 0,37%
(4/1079) para o PRP-IBMP-8.4. Esta condi¢do encontra-se representada na Figura 36 com o

simbolo de estrela.
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Figura 36 — Analise gréafica dos indices de reatividade dos PRP-IBMP utilizando amostras séricas de individuos
portadores de doencas infecto-parasitarias
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Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4. Os pontos de corte
estdo representados pelas linhas pontilhadas e as areas sombreadas representam a zona cinza (CO = 10%).
Reatividade cruzada é representada pela coloragdo em vermelho e resultados inconclusivos pelo simbolo estrela.
Co-infecgdes conforme descritas na Tabela 20.

Legenda: COIN (co-infeccdo); DENG (dengue); ESQU (esquistossomose); FILA (filariose); HBV (virus da
hepatite B); HCV (virus da hepatite C), HIV (virus da imunodeficiéncia humana), HTLV (virus linfotrépico de
células T humnas); IR (indice de reatividade); LEIS (leishmaniose); LEPT (leptospirose); RUBE (rubéola);
SARA (sarampo); SIFI (sifilis).
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A anélise do IR para o PRP-IBMP-8.1 revelou valores variando de 0,19 para rubéola até
0,42 para esquistossomose. Para 0 PRP-IBMP-8.2 o valor minimo encontrado foi de 0,25 para
rubéola e 0,41 para a leptospirose. Quanto ao antigeno IBMP-8.3, o menor valor demonstrado
foi de 0,17 para rubéola e sarampo e 0 maior de 0,57 para esquistossomose. E, para o PRP-
IBMP-8.4, o menor valor ficou por conta do sarampo (0,13) e o maior para a leptospirose
(0,28) (Tabela 29).

Tabela 29 - indices de reatividade dos PRP-IBMP utilizando amostras séricas de individuos portadores de outras
doencas infecto-parasitarias

M orbidad PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.3 PRP-IBMP-8.4
orbidaces IR 1C95% IR 1C95% IR 1C95% IR 1C95%
Co-infeccoes 036 032041 040 037-044 027 022-034 021 018025
Dengue 0,22 70,19:0,25 0,30 026035 021 019-025 016 0,13-0,19
Esquis 042 038047 039 034044 057 051062 025 0,21-0,29
Filariose 029 027032 028 025032 026 024028 025 0,23-0,28
HBV 031 7029033 037 035039 024 022026 022 021025
HCV 034 0,31-:0,37 038 035041 027 024030 024 0,21-0,26
HIV 025 023027 034 032037 020 018022 020 018021
HTLV 030 027032 031 029034 021 019-024 018 0,16-0,20
Leishmaniose 026 024029 029 026032 023 021026 020 018023
Leptospirose 0.38 034042 041 037046 019 017-021 028 0,25-0,31
Rubéola 0,19 0,15:024 025 019031 017 014022 015 0,11-0,21
Sarampo 023 0,18:029 034 027042 017 013023 013 0,10-0,18
Sifilis 028 026031 036 034039 023 021-025 022 0,200,224

Fonte: O autor.

Nota: Co-infec¢bes conforme descritas na Tabela 20.

Legenda: Esquis (esquistossomose); HBV (virus da hepatite B); HCV (virus da hepatite C), HIV (virus da
imunodeficiéncia humana), HTLV (virus linfotrdpico de células T humnas); IC (intervalo de confianga); IR
(indice de reatividade).

7.6.5 Reprodutibilidade

7.6.5.1 Intraplaca (Repetitividade)

A avaliacdo da reprodutibilidade intraplaca mostrou valores elevados para o0s

parametros de desempenho investigados (Tabela 30). A avaliacdo dos 1C95% revelou existir

sobreposicao dos parametros entre a primeira e a segunda determinacao.
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Tabela 30 - Pardmetros de desempenho dos PRP-IBMP na avaliacdo de reprodutibilidade intraplaca

PRP AUC Sen (%) Esp (%) Exa (%0)
iBmp PETERM 1 co506) (1C95%) (1C95%) (cesoe) (%)
o1 1 1,00 957 (79,099,2) 100 (85,7-100) 97,8 (88,7-99,6) 95,7
: 2 1,00 100 (85,7-100) 100 (85,7-100) 100 (92,3-100) 100
5s 1 0,99 (0,99-1,00) 9133 (73,2-97,6) 100 (85,7-100) 95,7 (85,5:98,8) _ 91,3
: > 1,00 87,0 (67,0955) 100 (85,7-100) 935 (82,5:97,8) _ 87,0
53 1 0,99 (0,99-1,00) 957 (79,0-99,2) 957 (79,0-99,2) 95,7 (85,5-98,8) 913
: 2 0,99 (0,98-1,00) 957 (79,0-99,2) 95.7 (79.0-99,2) 95.7 (85,5-98,8) 91,3
Y 1 0,99 (0,99-1,00) 95,7 (79,099,2) 100 (85,7-100) 97,8 (88,7-99,6) 95,7
' > 1,00 100 (85,7-100) 100 (85,7-100) 100 (92,3-100) 100

Fonte: O autor.
Legenda: AUC (area abaixo da curva); DETERM (determinacdo); Esp (especificidade); Exa (exatiddo); J
(indice de Younden); Sen (sensibilidade).

Os indices médios de reatividade estdo expostos na Tabela 31 e as representacOes

gréficas com os respectivos valores de significancia estatistica na Figura 37.

Tabela 31 - indices de reatividade dos PRP-IBMP na avaliacéo de reprodutibilidade intraplaca

PRP AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS

iBmp DETERM IR IC9%5% o CV IR IC9%5% o CV
o1 1 246 203299 156 064 039 034044 134 344

: 2 247 206296 152 061 036 033040 128 353
o 1 263 250337 178 068 031 026:038 155 497

: 2 234 178308 189 081 028 021036 187 673

1 305 205373 159 052 046 038056 155 335

8.3 2 306 253371 156 051 052 044-061 144 278
Y i 232 102280 155 067 022 019:026 148 6,67
: 2 234 201273 142 061 021 018024 143 6091

Fonte: O autor.
Legenda: o (desvio padrdo); CV (coeficiente de variacdo;, DETERM (determinagdo); IC (intervalo de
confianca); IR (indice de reatividade).
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Figura 37 — Andlise grafica dos indices de reatividade dos PRP-IBMP na avaliagdo da reprodutibilidade

intraplaca
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Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3; (D) PRP-IBMP-8.4. Os valores expressos
nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de Wilcoxon. Os pontos de corte
estdo respresentados pelas linhas pontilhadas.

Legenda: IR (indice de reatividade).

A anélise comparativa das determinaces foi realizada através da determinacdo do

indice de Kappa de Cohen e pela correlagdo de Spearman. Ambos os resultados encontram-se

sumarizados na Tabela 32.
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Tabela 32 - Concordéncia qualitativa e correlagdo de Spearman dos PRP-IBMP na avaliacéo
de reprodutibilidade intraplaca

PRP Kappa de Cohen Correlacdo de Spearman

IBMP K 1C95% Concordancia r 1C95% p
8.1 0,96 (0,87-1,00)  Quase perfeita 0,93 (0,88-0,96) <0,0001
8.2 0,87 (0,73-1,00)  Quase perfeita 0,88 (0,79-0,93) <0,0001
8.3 1,00 - Perfeita 0,91 (0,84-0,95) <0,0001
8.4 0,96 (0,87-1,00) Quase perfeita 0,94 (0,89-0,97) <0,0001

Fonte: O autor.
Legenda: IC (intervalo de confianca); k (indice de Kappa de Cohen); r (correlacdo de
Spearman).

7.6.5.2 Entre lotes

Os parametros de desempenho obtidos a partir da comparacdo entre lotes estdo expostos
na Tabela 33.

Tabela 33 - Parametros de desempenho dos PRP-IBMP na avalia¢do de reprodutibilidade entre lotes

PRP Lote AUC Sen (%) Esp (%) Exa (%) 1 (%)
IBMP (1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%)
8.1 1 1,00 100 (92,1-100) 100 (92,3-100) 100 (95,9-100) 100
' 2 1,00 100 (92,1-100) 100 (92,3-100) 100 (95,9-100) 100
8.2 1 1,00 100 (92,1-100) 100 (92,3-100) 100 (95,9-100) 100
' 2 0,99 (0,99-1,00) 97,8 (88,4-99,6) 100 (92,3-100) 98,9 (94,0-99,8) 97,8
8.3 1 1,00 100 (92,1-100) 100 (92,3-100) 100 (95,9-100) 100
' 2 0,99 (0,99-1,00) 97,8(88,4-99,6) 97,8(88,7-99,6) 97,8 (92,3-99,4) 95,6
8.4 1 1,00 100 (92,1-100) 100 (92,3-100) 100 (95,9-100) 100
' 2 0,99 (0,99-1,00) 95,6 (85,2-98,8) 95,7 (85,5-98,8) 95,6 (89,2-98,3) 91,2

Fonte: O autor.
Legenda: AUC (4rea abaixo da curva); Esp (especificidade); Exa (exatiddo); J (indice de Younden); Sen
(sensibilidade).

Para a analise dos IR entre os dois lotes avaliados foi construida a Tabela 34. As
analises graficas contendo o calculo da significancia estatistica estdo representadas na Figura
38.
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Tabela 34 - indices de reatividade dos PRP-IBMP na avaliagio de reprodutibilidade entre lotes

PRP AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
iBMp L0t IR IC%% o CV IR IC9%5% o CV
61 1 331 292375 152 046 0,18 016021 160 892

: 2 250 2,19-2,85 155 0,62 0,32 030-035 1230 4,05
5.2 1 362 314418 161 044 033 0,30-0,37 1,40 423

: 2 232 204263 152 0,65 026 024-029 139 528

1 333 2,90-383 159 0,48 020 017-023 155 781

8.3 2 2,08 264-337 150 0,50 033 0,29-037 155 4,75
64 1 336 304371 139 041 019 016-022 168 9,02
: 2 257 231287 143 056 0,34 029-040 1,68 4,89

Fonte: O autor.
Legenda: o (desvio padrdo); CV (coeficiente de variagdo); IC (intervalo de confianga); IR (indice de
reatividade).
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Figura 38 - Andlise grafica dos indices de reatividade dos PRP-IBMP na avaliagdo da reprodutibilidade entre

lotes
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Fonte: O autor.

Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3 (D); PRP-IBMP-8.4. Os valores expressos
nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de Wilcoxon. Os pontos de corte

estdo respresentados pelas linhas pontilhadas.
Legenda: IR (indice de reatividade).

Conforme a Tabela 35, o grau de concordancia qualitativo encontrado para o PRP-
IBMP-8.1, 8.2, 8.3 e 8.4 foi de 100%, 98%, 96% e 91%, respectivamente, sendo considerado

perfeito para o primeiro antigeno e quase perfeito para os demais. J& a avaliacdo da correlacao
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de Spearman entre os lotes exibiu valores de 0,83 para o PRP-IBMP-8.1, 0,88 para o antigeno
IBMP-8.2, 0,84 para o PRP-IBMP-8.3 e 0,89 para o PRP-IBMP-8.4.

Tabela 35 - Concordancia qualitativa e correlagdo de Spearmann dos PRP-IBMP na
avaliacdo de reprodutibilidade entre lotes

PRP Kappa de Cohen Correlacdo de Spearman

IBMP K 1C95% Concordancia r 1C95% p
8.1 1,00 - Perfeita 0,83 (0,75-0,89)  <0,0001
8.2 0,98 (0,94-1,00) Quase perfeita 0,88 (0,82-0,92) <0,0001
8.3 0,96 (0,90-1,00) Quase perfeita 0,84 (0,77-0,89)  <0,0001
8.4 0,91 (0,83-1,00) Quase perfeita 0,89 (0,83-0,92) <0,0001

Fonte: O autor.
Legenda: IC (intervalo de confianga); « (indice de Kappa de Cohen); r (correlacdo de
Spearman).

7.6.5.3 Entre laboratorios

A reprodutibilidade entre laboratérios foi realizada com auxilio do LATED
(Biomanguinhos, Fiocruz-RJ). Os resultados foram enviados ao SRDC e comparados com
aqueles obtidos pelo nosso grupo. Os parametros de desempenho encontram-se descritos na
Tabela 36 e a avaliacdo dos indices de reatividade na Tabela 37. A analise gréafica dos dados é

apresentada na Figura 39.

Tabela 36 - Pardmetros de desempenho dos PRP-IBMP na avaliagdo de reprodutibilidade entre laboratérios

PRP AUC Sen (%) Esp (%) Exa (%)

iBvp  OPER (1C95%) (1C95%) (1C95%) (1C95%) 1)
o, _ SRDC 1,00 100 (90,8-100) 100 (92,3-100) 100 (95,6-100) 100

1 “UATED 009 (097-1,00) 94.7(82.7-985) 100 (923-100)  97.6 (91.7-09,3) 947
5, _ SRDC 100 100 (90.8-100) 100 (92.3-100) 100 (95.6-100) 100

2 T ATED 008 (0.96-1,00) 97,4 (86,5-99,5) 97,8 (88.7-09.6) 97,6 (91.7-09,3) 952
PR Te 1.00 100 (90,8-100) 100 (92.3-100) 100 (95.6-100) 100

3 LATED 1.00 100 (90,8-100) 100 (92.3-100) 100 (95.6-100) 100
5, _ SRDC 1.00 100 (90,8-100) 100 (92.3-100) 100 (95.6-100) 100

4 LATED 1.00 100 (90.8-100) 100 (92.3-100) 100 (95.6-100) 100

Fonte: O autor.
Legenda: AUC (area abaixo da curva); Esp (especificidade); Exa (exatiddo); J (indice de Younden); OPER
(operador); Sen (sensibilidade).
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Tabela 37 - indices de reatividade dos PRP-IBMP na avaliacdo de reprodutibilidade entre laboratorios

PRP AMOSTRAS POSITIVAS AMOSTRAS NEGATIVAS
ipmp  Operadores IR IC9%5% o CV IR IC95% o CV
6.1 SRDC 302 251-363 1,75 058 049 045-053 1,35 2.76
: LATED 276 213357 219 0,80 036 032-040 148 417

52 SRDC 183 156213 1,61 0.8 049 043054 147 3,02
: LATED 154 135177 151 0,98 054 047-062 159 2,94

SRDC 268 233310 154 057 046 041-051 1,46 3,20

83 | ATED 208 186232 140 0,67 056 052-060 1,27 2,28
o SRDC 539 208276 153 0,64 042 037-047 148 352
: LATED 200 173231 156 0,78 053 049-056 125 2.36

Fonte: O autor.

Legenda: o (desvio padrdo); CV (coeficiente de variacdo); IC (intervalo de confianca); IR (indice de

reatividade).
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Figura 39 - Andlise grafica dos indices de reatividade dos PRP-IBMP na avaliagdo da reprodutibilidade entre
laboratérios
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Fonte: O autor.
Nota: (A) PRP-IBMP-8.1; (B) PRP-IBMP-8.2; (C) PRP-IBMP-8.3 (D); PRP-IBMP-8.4. Os valores expressos
nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de Wilcoxon. Os pontos de corte
estdo respresentados pelas linhas pontilhadas.
Legenda: IR (indice de reatividade).

A analise do indice Kappa de Cohen relatou concordéncia de 95% dos resultados entre o

SRDC e o LATED para os PRP-IBMP-8.1 e 8.2 e concordancia perfeita para os demais

antigenos. A correlacdo de Spearman exibiu valores de 0,88 a 0,91 (Tabela 38).
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7.6.6 Concordancia de desempenho com kits comerciais

Tabela 38 - Concordancia qualitativa e correlacdo de Spearman dos PRP-IBMP na
avaliagdo de reprodutibilidade entre laboratdrios

PRP Kappa de Cohen Correlacdo de Spearman

IBMP K 1C95% Concordancia r 1C95% p
8.1 0,95 (0,89-1,00)  Quase perfeita 0,90 (0,85-0,93) <0,0001
8.2 0,95 (0,89-1,00)  Quase perfeita 0,86 (0,79-0,91) <0,0001
8.3 1,00 - Perfeita 0,91 (0,87-0,94) <0,0001
8.4 1,00 - Perfeita 0,88 (0,81-0,92) <0,0001

Fonte: O autor.

Legenda: IC (intervalo de confianga); « (indice de Kappa de Cohen); r (correlagdo de

Spearman).

Como demonstrado na Tabela 39, a avaliacdo do painel sorologico utilizando os Kits

comerciais Gold Elisa Chagas e o Pathozyme® Chagas mostrou sensibilidade de 98,9% e

98,4%, e especificidade de 99,7%, e 96,7%, respectivamente. Demais pardmetros de

desempenho podem ser visualizados diretamente na mesma Tabela.

Tabela 39 — Comparag¢do dos parametros de desempenho dos PRP-IBMP com kits comerciais

Sen (%)

Esp (%)

Exa (%)

Erro (%)

J

TeSt  1cosoe)  (IC95%)  (IC95%)  (IC95%) (%) RV R
o1 98,7 99,4 99,0 10 oa, 1678 0,025
1 (977-093) (985-09.8) (984-99.4) (06-16) ol  (63.1-4458)  (0,016-0,038)
" 943 99,6 96,6 34 g 216.2 0,058
2 (925-056) (98,7-09,9) (956-974) (26-44) %  (60,06887)  (0,044-0,076)
53 97.9 99,9 98,8 [ 6735 0,021
3 (967-987) (99,2-100) (98,1-99.2) (08-19) "7  (950-47747)  (0,013-0,033)
o 99,3 100 99,6 04 g4 1985,0 0,007
4 (985-097) (99.4-100) (99,2-99.8) (02-0,8) °>°  (70,3-56064,3) (0,003-0,016)
ol 98,9 99,7 99,3 07 o7 340,4 0,011
(98,0-994) (98,9-99,9) (98,7-09,6) (04-13) 7  (853-13583)  (0,006-0,20)
oatho 98,4 96,7 97,6 24 oo, 20,42 0,017
(97.3-99.0) (95.0-97.8) (96,7-983) (17-33) 0  (197-440)  (0,010-0,029)

Fonte: O autor.
Nota: Kits comerciais: Gold Elisa Chagas (REM, Brasil) e Pathozyme® Chagas (Omega, Reino Unido).

Legenda: Esp (especificidade); Exa (exatiddo); Gold (Gold Elisa Chagas); IC (intervalo de confianga); J
(indice de Younden); Patho (Patohozyme® Chagas); Sen (sensibilidade).

Os valores médios dos IR relativos ao Gold Elisa Chagas e ao Pathozyme® Chagas para

as amostras positivas e negativas sdo exibidos na Tabela 40. As anélises graficas e a avaliagcdo

da significancia estatistica entre os grupos podem ser visualizadas na Figura 40.
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Tabela 40 — Comparagdo dos indices de reatividade dos PRP-IBMP com kits comerciais

Condices de anélise

AMOSTRAS POSITIVAS

AMOSTRAS NEGATIVAS

IR 1C95% c CVv IR 1C95% c CVv

PRP-IBMP-8.1 285 2,75-295 168 0,59 028 0,27-029 159 566
PRP-IBMP-8.2 215 207-222 168 0,78 033 0,32-034 150 455
PRP-IBMP-8.3 254 247262 15 061 023 0,22-024 173 749
PRP-IBMP-8.4 258 252-265 145 0,56 020 0,19-021 177 892
Gold ElisaChagas 515 497-533 167 0,32 0,27 0,26-028 124 451
Pathozyme® Chagas 2,30 2,24-235 143 0,62 030 0,29-031 1,74 576

Fonte: O autor.

Nota: Kits coemrciais: Gold Elisa Chagas (REM, Brasil) e Pathozyme® Chagas (Omega, Reino Unido).
Legenda: o (desvio padrdo); CV (coeficiente de variacdo); IC (intervalo de confianca); IR (indice de

reatividade).

Figura 40 - Comparagdo dos indices de reatividade entre os PRP-IBMP e kits comerciais
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Fonte: O autor.

Nota: Os valores expressos nas barras correspondem as significancias estatisticas calculadas pelo método de
Wilcoxon. Os pontos de corte estdo respresentados pelas linhas pontilhadas.

Legenda: Gold (Gold Elisa Chagas); IR (indice de reatividade); Patho (Pathozyme® Chagas).

A andlise da correlacdo de Spearman entre os resultados obtidos pelos kits comerciais
com aqueles obtidos pelos PRP-IBMP mostrou valores acima de 0,80 para todas as
possibilidades de analise (Tabela 41). Entre os kits a correlacdo determinada foi de 0,82
(1C95%: 0,80-0,84).
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Tabela 41 - Analise da correlagdo entre os PRP-IBMP com Kits

comerciais
PRP Gold Elisa Chagas Pathozyme® Chagas
IBMP r 1C95% r 1C95%
8.1 0,81 (0,79-0,82) 0,80 (0,78-0,81)
8.2 0,83 (0,81-0,84) 0,81 (0,80-0,83)
8.3 0,86 (0,84-0,87) 0,84 (0,82-0,85)
8.4 0,84  (0,83-0,86) 0,84 (0,82-0,85)

Fonte: O autor.

Nota: Kits coemrciais: Gold Elisa Chagas (REM, Brasil) e
Pathozyme® Chagas (Omega, Reino Unido).

Legenda IC (intervalo de confianca); r (correlacdo de Spearman).

A Figura 41 apresenta um grafico de sensibilidade versus especificidade no qual podem
ser visualizados os parametros de desempenho dos PRP-IBMP e dos kits comerciais Gold
Elisa Chagas e Pathozyme® Chagas.

Figura 41 - Classificacdo dos PRP-IBMP e kits comerciais para Chagas quanto aos
parametros de desempenho

100 - : dideal
QO o+ rrrrr e
98 - °
97 -
96 -

95

Sensibilidade (%)

94 4

93 T T T T T T T T T 1
90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100

Especificidade (%)

PRP-IBMP-8.1 PRP-IBMP-8.3
PRP-IBMP-8.2 PRP-IBMP-8.4 Pathozyme Chagas

Fonte: O autor.

Nota: O simbolo “+” representa um teste ideal com sensibilidade e especificidade de
100%.

Das 932 amostras séricas de individuos portadores de outras doengas infecto-

parasitarias 0,43% (4/932) apresentou reatividade para a doenga de Chagas (sifilis: 2; HTLV:
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1; leptospirose: 1) no kit Gold Elisa Chagas (Figura 42A). Para o Pathozyme® Chagas 0,21%
(2/932) das amostras foi reativa para Chagas (HTLV: 2). No entanto, o Gold Elisa Chagas
forneceu somente 0,12% (1/932) de resultado inconclusivo (leishmaniose: 1), enquanto que o
Pathozyme® Chagas forneceu 1,50% (14/932) de resultado nesta condicdo (co-infeccdo
HIV/HBV: 1; dengue: 1; HCV: 4; HIV: 1; HTLV: 3; rubéola:1; esquistossomose: 1; sifilis: 3)

(Figura 42B). Os valores dos IR médios para ambos os Kits estdo descritos na Tabela 42.

Figura 42 — Andlise grafica dos indices de reatividade dos testes comerciais com amostras séricas de individuos
portadores de outras doencas infecto-parasitarias
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Fonte: O autor.
Nota: (A) Gold Elisa Chagas; (B) Pathozyme® Chagas (B). Os pontos de corte estdo representados pelas linhas

pontilhadas e as areas sombreadas representam a zona cinza (CO + 10%). Reatividade cruzada é representada
pela coloracdo em vermelho e resultados inconclusivos pela coloracéo laranja. Co-infecgdes conforme descritas
na Tabela 20.

Legenda: COIN (co-infeccdo); DENG (dengue); ESQU (esquistossomose); FILA (filariose); HBV (virus da
hepatite B); HCV (virus da hepatite C), HIV (virus da imunodeficiéncia humana), HTLV (virus linfotrépico de
células T humnas); IR (indice de reatividade); LEIS (leishmaniose); LEPT (leptospirose); RUBE (rubéola);

SARA (sarampo); SIFI (sifilis).
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Tabela 42 - indices de reatividade dos PRP-IBMP utilizando amostras séricas de individuos portadores
de outras doencas infecto-parasitarias

. Gold Elisa Chagas Pathozyme® Chagas

Morbidades IR IC9%5% o CV IR IC9%% o  CV
Co-infeccoes 0,31 030-033 1,10 3,35 0,38 0,31-048 166 4,32
Dengue 0,35 0,34-0,37 1,116 3,27 0,27 0,24-0,32 165 6,03
Esquistossomose 0,33 0,32-034 1,14 3,44 0,30 0,25-0,35 1,73 5,78
Filariose 033 0,32-034 1,12 3,44 029 0,26-0,33 154 5725
HBV 0,30 0,29-0,31 1,22 4,08 0,28 0,26-0,30 153 544
HCV 0,33 0,31-0,34 1,21 3,70 034 031038 1,62 4,74
HIV 0,31 0,30-033 1,29 4,11 0,30 0,28-0,32 1,52 5,09
HTLV 029 0,28-031 1,27 4,33 031 0,28-0,34 1,71 562
Leishmaniose 0,38 0,31-047 151 394 0,18 0,14-023 160 8,96
Leptospirose 0,32 0,30-0,33 1,26 4,00 027 0,25-029 152 5,68
Rubéola 0,28 0,26-030 1,15 4,14 021 0,15-030 1,81 854
Sarampo 0,29 0,27-0,30 1,15 4,03 025 0,21-030 1,49 6,01
Sifilis 035 0,34-0,36 1,26 3,60 031 0,28-0,33 164 536

Fonte: O autor.

Nota: Co-infec¢bes conforme descritas na Tabela 20.
Legenda: o (desvio padrdo); CV (coeficiente de variacdo); HBV (virus da hepatite B); HCV (virus da
hepatite C), HIV (virus da imunodeficiéncia humana), HTLV (virus linfotropico de células T humnas); IC
(intervalo de confianga); IR (indice de reatividade).

7.6.7 Andlise dos resultados inconclusivos

Do total de amostras séricas positivas para a doenca de Chagas cedidas pelas

Insituicdes parceiras, 81 (8,6%) (Tabela 20) apresentaram resultados discordantes quando

submetidas a analise dos testes usados como padrdo-ouro neste estudo. As analises

utilizando os PRP-IBMP isoladamente ou em diferentes combinacbes (interseces de

conjuntos) encontram-se descritas na Figura 43.
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Figura 43 - Analise grafica da avaliagdo das intersecfes de conjuntos usando os PRP-IBMP

usando amostras com resultados inconclusivos
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Fonte: O autor.

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na

fase cronica da doenca de Chagas



SANTOS, F.L.N. — Discussdo 143

8 DISCUSSAO

A auséncia de metodologia de referéncia consensual para o diagnostico sorolégico dos
casos crénicos tem contribuido negativamente na doenca de Chagas (GOMES; LORENA,
LUQUETTI, 2009). A principal problematica refere-se, principalmente, a escolha da matriz
antigénica empregada na deteccdo de anticorpos especificos e a variabilidade antigénica
observada no T. cruzi (DUARTE et al., 2014). Na tentativa de minimizar estes problemas,
quatro proteinas quiméricas, formadas por repeticdes imunodominantes de antigenos de
diferentes regides do parasita, foram sintetizadas por técnicas de engenharia genética. Tais
proteinas foram caracterizadas e 0s seus parametros de desempenho avaliados para o
diagnostico soroldgico da doenca, utilizando amostras provenientes de individuos
soronegativos e soropositivos, procedentes de diversas regides geograficas do Brasil, e
também amostras positivas para outras patologias com objetivo de verificar a ocorréncia de

reacOes cruzadas. Os resultados destas avaliacGes séo discutidos a seguir.

8.1 Avaliacao do perfil proteico

Apo6s a purificacdo dos antigenos IBMP, a concentracdo foi determinada por
fluorimetria, representando uma vantagem frente aos métodos colorimétricos usuais, 0s quais
apresentam limitacGes para proteinas que possuem residuos de tirosina e triptéfano em suas
constituicbes, além de serem sujeitos a interferéncia causada por indmeros compostos
(MANCHESTER, 1996). A integridade dos PRP-IBMP, verificada através de SDS-PAGE,
revelou a presenca de banda Unica para os antigenos IBMP-8.1, 8.2 e 8.3. Para 0 PRP-IBMP-
8.4 foi observada a presenca de uma banda indicativa da proteina (45 kDa) e uma outra de
baixa intensidade com peso molecular aproximado de 40 kDa, indicando degradacdo da
quimera nas etapas precedentes de expresséo, purificagdo ou armazenamento. No entanto, esta
degradacdo nao interferiu nos imunoensaios realizados neste estudo, pois a molécula IBMP-
8.4, e as demais, sdo constituidas por regides imunodominantes das proteinas nativas do T.
cruzi contendo poucos residuos de aminoacidos de extensdo. Estas observacfes aliadas aos
resultados obtidos nos ensaios de dicroismo circular, os quais indicam que as moléculas séo
ricas em estruturas em coil, corroboram com a ideia de que sejam constituidas por epitopos
lineares, e ndo conformacionais. Sendo assim, para uma degradacado interferir na capacidade

de interacdo antigeno-anticorpo a sua intensidade deve ser suficientemente grande a ponto de
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gerar fragmentos menores que oito residuos de aminoécidos, tamanho necessario para que a
interacdo aconteca (GREENBAUM et al.,, 2007; PELLEQUER; WESTHOF; VAN
REGENMORTEL, 1991).

8.2 Defini¢éo do padréo-ouro

Estudos de validacdo de novas metodologias ou de matrizes antigénicas tém como
finalidade investigar os parametros de desempenho do teste de interesse ao ser confrontado
com um teste de referéncia (ou padrdo-ouro), sendo este ultimo considerado o melhor método
disponivel para estabelecer a presenca ou auséncia de um agravo. Em virtude da inexisténcia
de um teste de referéncia para a doenca de Chagas e seguindo as recomendacdes do
Ministério da Saude (BRASIL, 2005), foi realizada uma avaliacdo prévia de testes de ELISA,
disponiveis no Brasil, para a selecdo daqueles que apresentassem os melhores parametros de
desempenho com a finalidade de compor o padréo-ouro a ser adotado neste estudo. Para esta
avaliacdo foram utilizados os Kkits comerciais descritos na Nota Técnica N°03/06 do
Ministério da Saude (BRASIL, 2006), que possuiam registro ativo na ANVISA em dezembro
de 2013 e que apresentaram sensibilidade e especificidade diagndsticas iguais ou superiores a
99% e 97%, respectivamente, conforme recomendacdo da prépria Nota Técnica. Desta forma,
somente o Elisa Chagas Ill (BiosChile, Grupo Bios, Santiago, Chile), Imuno-Elisa Wama
(Wama Diagnéstica, S&o Carlos, Brasil), o Pathozyme® Chagas (Omega Diagnostics, Escécia,
Reino Unido) e o Gold Elisa Chagas (Rem, Sdo Paulo, Brasil) preencheram os critérios
acima, sendo, portanto, selecionados para o estudo. Apesar dos quatro testes utilizarem os
mesmos principios metodoldgicos as matrizes antigénicas sao distintas: o Elisa Chagas I
utiliza extratos totais das cepas Mn e Tulahuen; o Imuno-Elisa Chagas e o Pathozyme®
Chagas utilizam antigenos recombinantes; e o Gold Elisa Chagas utiliza antigenos
recombinantes acrescidos de lisado purificado obtido de epimastigotas de cepas brasileiras.
Como ja esperado para um kit comercial foi verificado que os IR foram significativamente
mais elevados no grupo de amostras positivas para a doenca de Chagas quando comparado ao
grupo de amostras negativas, sugerindo boa habilidade discriminatéria. O IR das amostras
positivas obtido usando o Gold Elisa Chagas mostrou-se superior (2x) do que aquele obtido
com os demais kits, sendo esta diferenca estatisticamente significativa em virtude da auséncia
de sobreposicdo dos intervalos de confianca a 95%. Em relagdo as amostras negativas, o

menor IR alcancado foi aquele obtido com o uso do Imuno-Elisa Chagas, sendo
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significativamente menor do que aquele observado para os outros Kits avaliados. De acordo
com (DUARTE et al., 2014), as diferencas de reatividade encontradas ocorrem devido a
diferentes composi¢des e misturas de antigenos do T. cruzi. No entanto, informac6es sobre a
composicdo exata dos antigenos recombinantes ou das fracGes antigénicas empregadas em
cada kit ndo puderam ser obtidas devido & auséncia destas informagfes nas bulas fornecidas
pelos fabricantes.

Quanto aos parametros de desempenho, foram observados valores de sensibilidade e
especificidade de 97,3-100% e 97,0-100%, respectivamente. A avaliacdo da sensibilidade
indicou ndo haver diferenca significativa do desempenho dos quatro Kits em detectar
anticorpos anti-T. cruzi no grupo de amostras positivas, pois os intervalos de confianga
mostraram-se sobrepostos. Quanto & especificidade, foi verificado que o Pathozyme® Chagas
apresentou desempenho inferior quando comparado ao Elisa Chagas Il e ao Gold Elisa
Chagas. Além disso, este mesmo kit foi o que apresentou um desempenho insatisfatorio
quanto a sua capacidade em fornecer resultados corretos, como pode ser verificado através da
analise dos intervalos de confianca determinados para a exatidao, tornando o seu uso inviavel
como um dos testes de referéncia no presente estudo. Desta maneira, a selecdo final dos Kits
para esta finalidade foi baseada nas recomendag6es do Ministério da Saude (BRASIL, 2005) e
na composicdo antigénica empregada por cada um deles. Assim, foi excluido o Gold Elisa
Chagas pela possibilidade de compartilhamento de matriz antigénica com o Elisa Chagas Il e
com o Imuno-Elisa Wama, sendo estes ultimos os testes selecionados para definicao do estado

soroldgico da infeccdo causada pelo T. cruzi em todas as amostras usadas neste estudo.

8.3 Avaliacao do sistema-tampao para sensibilizacdo das microplacas

O estudo do potencial diagndstico dos PRP-IBMP, como marcadores laboratoriais para
o diagnostico da infeccdo de Chagas na fase cronica, foi iniciado com a padronizacdo dos
componentes do ELISA. Inicialmente, trés sistemas-tamp&o, com diferentes caracteristicas de
pH e forca idnica, foram avaliados visando obter informac6es sobre o conteido da estrutura
secundaria e estado de oligomerizacdo dos PRP-IBMP. Esta foi uma etapa importante, visto
que quanto menos oligomerizados estiverem 0s antigenos mais disponiveis estardo 0s
epitopos para a interacdo antigeno-anticorpo durante a realizacdo dos imunoensaios. Além do
mais, pretendeu-se trabalhar com moléculas com o menor contetido de estruturas secundarias,

para evitar o surgimento de neo-epitopos diminuindo, portanto, a possibilidade de reagdes
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indesejadas. Resultados da metodologia de espalhamento dindmico da luz (EDL) revelaram
menor polidispersividade das moléculas quando diluidas em carbonato de sodio (50 mM, pH
9,6), evidenciando baixa tendéncia de agregacao neste sistema tampao. A polidispersividade é
uma medida que avalia a distribuicdo do tamanho das moléculas em suspensédo, oferecendo
informagdes sobre a homogeneidade das particulas. Assim, quanto menor o seu valor, mais
monodispersa e, consequentemente, menos heterogénea é a amostra. Para os PRP-IBMP-8.1,
8.2 e 8.4 foi observado, respectivamente, que 94%, 99,8% e 99,5% da massa proteica em
suspensdo no carbonato de sédio (50 mM, pH 9,6) apresentaram o dobro de peso molecular ao
serem comparadas com os resultados obtidos no SDS-PAGE, sugerindo que estas moléculas
tenham adquirido estado conformacional de maior estabilidade em sua forma dimérica. Por
outro lado, o PRP-IBMP-8.3 apresentou 97,9% de sua massa com peso molecular de 88 kDa,
sendo consistente com a conformacao trimérica, visto que seu peso molecular no SDS-PAGE
é de 30 kDa. Outra maneira de avaliar as conformacdes de maior estabilidade é através da
comparagdo do raio hidrodindmico, obtido no ensaio de EDL, com o raio de giro, obtido
através de programas computacionais que realizam a predicdo da estrutura tridimensional de
moléculas com base em modelos tridimensionais depositados em bancos de dados na internet
(OLIVEIRA, 2014). Entretanto, dada a auséncia de similaridade entre as proteinas quimericas
IBMP com os modelos depositados nos bancos de dados a estimativa do raio de giro ndo pode
ser realizada.

Os espectros de dicroismo circular (DC) gerados para os PRP-IBMP-8.1 e 8.3
mostraram perfil tipico de proteina sem estrutura secundaria nos trés sistemas-tampdo. A
sobreposicdo dos espectros para o0 antigeno IBMP-8.1 demonstra ndo haver influéncia do pH
na conformacdo proteica, ao passo que mudancas no pH afetam levemente o sinal de DC na
regido coil (202-206 nm) para o0 PRP-IBMP-8.3, havendo maior absorcdo do sinal em pH
mais acido. Para os PRP-IBMP-8.2 e 8.4 os espectros demonstram perfil proteico com
conteddo relativamente alto de a-hélices (com sinal negativo na regido de 208 e 220 nm), mas
com grande quantidade de estruturas em coil. Em pH mais baixo, como no caso do sistema
MES (50 mM, pH 5,5), foi observado para ambas as moléculas um pequeno aumento na
guantidade de estruturas secundarias, 0 que se torna menos evidente quando presentes no
carbonato de sédio (50 mM, pH 9,6). Resultados diferentes foram encontrados por Duranti et
al. (1999) para uma proteina recombinante ndo quimérica denominada B13 que, além de
apresentar em sua constituicdo sequéncias repetitivas de aminoacidos, é rica em estruturas em

a-hélices, sugerindo ser a regido de reconhecimento dos anticorpos, possuindo, desta maneira,
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epitopos conformacionais. Com base nos resultados obtidos pelo EDL, ficou evidente que o
sistema tampdo carbonato de sodio (50 mM, pH 9,6), por levar a um menor estado de
oligomerizacdo dos antigenos, foi 0 mais indicado para sensibilizacdo das placas, apesar das
moléculas ndo estarem na forma monomérica. Quanto aos dados fornecidos pelo DC, dada a
auséncia ou escassez de estrutura secundaria caracterizada para as quatro moléculas, 0s
sistemas tampé&o carbonato de sodio (50 mM, pH 9,6) e o fosfato de sodio (50 mM, pH 7,5)
foram os mais indicados para a sensibilizacdo das microplacas, pois os PRP-IBMP-8.2 e 8.4
sofrem influéncia de pH &cido, descartando a utilizacdo do MES (50 mM, pH5,5). Desta
forma, a andlise conjunta de ambas as metodologias evidencia que o tamp&o carbonato de
sodio (50 mM, pH 9,6) constituiu o sistema de escolha para sensibilizagdo das microplacas.

8.4 Padronizacdo e otimizacao dos componentes do ELISA

A utilizacdo de amostras séricas e anticorpo secundario nas diluicdes de 1:100 e
1:40.000, respectivamente, preencheram os critérios de aceitacdo pré-estabelecidos para
padronizacdo dos componentes do ELISA. Estes resultados aliados as quantidades de 12,5 ng
do PRP-IBMP-8.2 e 25 ng dos PRP-IBMP-8.1, 8.3 e 8.4 por cavidade foram as que melhor
discriminaram amostras positivas de negativas. Na tentativa de ampliar a capacidade
discriminatoria usando os PRP-IBMP nas condicGes selecionadas acima, foram avaliados 0s
efeitos da adicdo do SFB e do BSA como agentes bloqueadores ao tampdo de dilui¢do de
amostras. Para o PRP-IBMP-8.1, a adicdo do SFB 2,5% foi capaz de elevar
significativamente o IR das amostras positivas quando comparado aos demais grupos e de
reduzi-lo significativamente no grupo de amostras negativas, exceto quando comparado ao
ensaio realizado sem adicdo de agentes bloqueadores. Para as demais moléculas, a utilizacdo
de agentes bloqueadores mostrou-se indiferente ou menos eficaz na capacidade de discriminar
amostras positivas de negativas quando comparada ao ensaio realizado na auséncia destas
substancias. A analise dos pardmetros de desempenho ndo revelou diferenca significativa para
nenhuma das moléculas nas diferentes condicGes testadas, visto que os intervalos de confianca
a 95% da sensibilidade, especificidade e acurécia se sobrepdem. Assim, a adi¢cdo de SFB
2,5% nos ensaios com o PRP-IBMP-8.1 apresentou vantagens quando comparada as demais
variaveis testadas por ser capaz de promover maior diferenciacdo entre amostras positivas e
negativas, apesar de nao haver diferengas quando os pardmetros de desempenho foram

calculados. Para os antigenos IBMP-8.2, 8.3 e 8.4 a adicdo dos agentes bloqueadores nao
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demonstrou beneficios significativos, e a sua auséncia representou simplicidade diagndstica e

reducdo de custos.

8.5 Avaliacao da estabilidade estrutural e funcional dos PRP-IBMP

Diversos ensaios foram delineados com o objetivo de avaliar a estabilidade da estrutura
secundaria e a capacidade funcional dos PRP-IBMP em detectar anticorpos anti-T. cruzi, apés
serem submetidos a diferentes condicGes de temperatura e tempo de estocagem. Nos ensaios
iniciais, referentes a estabilidade dos PRP-IBMP a temperaturas extremas, foi verificado que
0s espectros de DC, gerados para os antigenos IBMP-8.1, 8.2 e 8.4 apresentaram
comportamentos similares durante as etapas de desnaturagdo e renaturacdo, demonstrando
possuir alta capacidade de renaturacdo. A determinacdo da quantidade de proteina renaturada
foi estabelecida com base na diferenca percentual do sinal de DC (em miligraus) gerado no
inicio e ao final do ensaio no comprimento de onda de 202 nm. Desta maneira, uma
renaturagdo de 100% indica, por exemplo, que ambos os sinais sdo coincidentes. Para o PRP-
IBMP-8.3 os espectros de DC demonstraram ndo haver sobreposicdo dos sinais, sugerindo
baixa capacidade deste antigeno em retornar a sua conformacao inicial. Para comprovar estes
resultados, os experimentos foram repetidos e os achados confirmados, indicando que 90,8%
da proteina manteve-se precipitada mesmo ap0s serem restabelecidas as condigdes iniciais.
Através do SDS-PAGE foi visualizado que os antigenos IBMP-8.1 e 8.2 sofreram degradacao
ap6s o ensaio, principalmente quando o equipamento encontrava-se programado para
permanecer 10 e 20 minutos em cada patamar de temperatura. No caso do PRP-IBMP-8.1,
esta degradacdo ocasionou reducdo significativa do IR das amostras positivas quando a
proteina foi estressada por 10 e 20 minutos, levando também a uma reducdo na sensibilidade
do teste (porém ndo significativa). O PRP-IBMP-8.2, apesar da degradacdo visualizada no
gel, continuou a ser reconhecido pelos anticorpos presentes nas amostras dos individuos
soropositivos para a doenca de Chagas, ndo havendo reducdo significativa da sensibilidade do
ensaio, mesmo em condi¢des mais adversas (10 e 20 minutos). J& os antigenos IBMP-8.3 e
8.4 mostraram-se estaveis, apesar de pequena degradacdo visualizada em 10 e 20 minutos.
Semelhantemente ao PRP-IBMP-8.2, ndo houve reducdo significativa do sinal e dos
parametros de desempenho para estas moléculas. Estes dados indicam que o PRP-IBMP-8.3,
permaneceu funcional quanto a sua capacidade de deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi mesmo
tendo 90,8% da proteina na forma precipitada. A analise das amostras negativas indicou ndo

haver diferenca estatisticamente significativa entre os valores de IR e de especificidade dos
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PRP-IBMP submetidos ao estresse térmico frente aos antigenos em estado nativo, exceto para
0 PRP-IBMP-8.3 que apresentou redugéo significativa do IR, mas ndo da especificidade. A
concordancia dos resultados obtidos da analise das proteinas nativas e das proteinas
estressadas a 1, 10 e 20 minutos mostrou-se perfeita ou quase perfeita. Os dados produzidos a
partir destes ensaios indicam que o PRP-IBMP-8.4 acumula diversas vantagens, conferidas
por sua alta capacidade em readquirir sua estrutura secundaria nativa, sofrer pouca degradacéo
e manter a eficiéncia em reconhecer anticorpos anti-T. cruzi em amostras séricas provenientes
de individuos positivos para a doenca de Chagas, mesmo ap0s ser submetido a altas
temperaturas. Diferentemente do antigeno IBMP-8.4, as demais moléculas ndo reuniram todas
as vantagens descritas acima. A escassez de literatura cientifica pertinente a este tipo de
avaliacdo limita as comparag¢6es com os resultados obtidos pelo nosso grupo. Os que existem
limitam-se apenas em analisar a capacidade funcional de antigenos ja impregnados em fase
solida, os quais demonstram diminuicdo da sensibilidade quando os testes sdo executados em
temperaturas acima de 35°C (BLACKSELL et al.,, 2006; CHIODINI et al., 2007,
PHOMMASONE et al., 2015). Por outro lado, ha diversos estudos nesta area que utilizam
proteinas recombinantes para fins imunoterapéuticos ou imunoprofilaticos, sendo verificado
que algumas delas perdem estabilidade funcional em temperaturas acima de 42°C e sofrem
degradacdo acima de 72°C (RANI; GOGOI; KUMAR, 2014; RANI; KUMAR, 2015). A
estabilidade estrutural e funcional dos PRP-IBMP frente a estes estudos pode ser decorrente
do pequeno tamanho que eles possuem (17 a 45 kDa), inexisténcia de epitopos
conformacionais e presengca marcante de estruturas em coil.

Em seguida, alguns ensaios foram conduzidos com a finalidade de avaliar a estabilidade
da estrutura secundéria e funcionalidade dos PRP-IBMP ao permanecerem em temperatura
ambiente (25°C), no sistema carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6), por um periodo de até
120 horas. Espectros de DC apontaram que o PRP-IBMP-8.1 foi 0 antigeno que apresentou
maior estabilidade ao final de 96 horas, havendo somente 18,6% de precipitacdo da massa
proteica neste periodo. No entanto, foi visualizada degradacéo gradual da molécula a partir de
24 horas, sendo total ap6s 96 horas de incubacdo, o que ocasionou reduc¢do significativa dos
valores dos IR e dos parametros de desempenho (sensibilidade, exatiddo e indice J) a partir de
48 horas de incubagdo. A molécula IBMP-8.2, mesmo apresentando precipitacédo de 100%
apos 96 horas de incubacdo e degradacdo evidente a partir de 48 horas, ndo exibiu reducéo
dos valores de IR de dos parametros de desempenho, indicando ser funcionalmente estavel

por até 120 horas de incubacdo. O PRP-IBMP-8.3 sofreu degradacgdo gradual apds 24 horas de
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incubacdo, sendo detectada precipitacdo de 41,7% de sua massa apos 96 horas. Apesar destes
achados, a funcionalidade da molécula em reconhecer anticorpos anti-T. cruzi em amostras
séricas positivas para a doenca de Chagas permaneceu inalterada, conforme verificado pela
analise dos valores de IR e pelos parametros de desempenho. Por outro lado, o PRP-IBMP-
8.4 mostrou-se bastante sensivel, sendo observada precipitacdo de 54,5% de sua massa
proteica, degradacdo consideravel a partir de 72 horas, e reducéo significativa dos valores de
IR das amostras positivas e dos parametros de desempenho ja a partir de 24 horas de
incubacdo. Estes dados indicam que, contrariamente aos PRP-IBMP-8.2 e 8.3, 0s antigenos
IBMP-8.1 e 8.4 séo estruturalmente e funcionalmente instaveis em temperatura ambiente por
periodos superiores a 48 e 24 horas, respectivamente, devendo ser armazenados, quando em
solucdo, em temperaturas de -20 a 4°C.

Por fim, a capacidade funcional dos PRP-IBMP, imobilizados em fase sélida, foi
avaliada por um periodo de doze meses, totalizando oito pontos de analise. Os ensaios foram
delineados de modo que, em cada um dos pontos, uma aliquota das amostras séricas fosse
descongelada, avaliada e descartada, evitando, desta forma, distor¢des dos resultados em
virtude de sucessivos ciclos de congelamento e descongelamento (WHITING et al., 2004). Os
valores de IR, determinados para o PRP-IBMP-8.1, exibiram resultados decrescentes a
medida que os ensaios foram conduzidos, a ponto de se tornarem significativamente menores
nos dois Gltimos periodos. Resultados semelhantes foram observados quando os parametros
de sensibilidade e exatiddo foram calculados, indicando que esta molécula perde reatividade
contra anticorpos anti-T. cruzi ao longo do tempo, mesmo tendo sido utilizado o
WellChampion™ (Ken-Em-Tec Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) como agente
sensibilizante, o qual, além desta atividade, apresenta acdo bloqueadora e estabiliza 0s
antigenos, mantendo a sua atividade biologica e prevenindo degradacdo, desnaturacdo e
lixiviacdo durante as etapas de lavagem do imunoensaio. Para 0os demais antigenos, a analise
dos intervalos de confianca a 95% indica que os valores de IR e os parametros de desempenho
permaneceram inalterados ao longo dos meses, exceto para a sensibilidade e exatiddo do PRP-
IBMP-8.2, que apresentou decréscimo significativo nos ultimos trés pontos investigados.
Estes resultados sugerem que os antigenos IBMP-8.3 e 8.4 podem ser estaveis por periodos

superiores ao estudado, mantendo sua capacidade reativa.
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8.6 Avaliacao da reprodutibilidade

Antes de iniciar os estudos de fase | e Il, caracteristicos por requererem maior
investimento de tempo e de recursos financeiros, foram realizados o0s ensaios de
reprodutibilidade, os quais tiveram a finalidade de investigar a consisténcia dos resultados
quando as reagdes se repetiram. Caso alguma molécula ndo apresentasse resultados
satisfatorios a sua avaliagdo como potencial diagndstico seria descontinuada. Foram
conduzidos trés tipos de analise: a reprodutibilidade intraplaca, também denominada
repetitividade ou precisdo, as reprodutibilidades entre lotes e entre laboratérios. A primeira
delas consiste na habilidade do teste em produzir resultados consistentes quando as reacgoes
sdo realizadas na mesma microplaca e sob as mesmas condicdes. A analise dos quatro PRP-
IBMP mostrou ndo haver diferencas estatisticamente significativas quando os valores de
AUC, Sen, Esp, Exa, J e IR foram comparados em ambas as determinacfes, tanto para o
grupo de amostras positivas quanto para as negativas. Segundo Jacobson (1998), o coeficiente
de variacdo (CV) deve ser inferior a 20% para que a reprodutibilidade seja aceitavel. Em
nosso caso, encontramos valores inferiores a 1% para as amostras positivas e 7% para as
negativas, indicando que os ensaios utilizando os PRP-IBMP possuem boa repetitividade.
Resultados semelhantes foram encontrados por Ferreira et al. (2001) que, ao estudarem a
proteina recombinante quimérica TcF, encontraram CV de 1,37% para as amostras positivas.
Além dos mais, a avaliacdo qualitativa e quantitativa da concordancia entre as duas
determinac6es revelou concordancia quase perfeita para os PRP-IBMP-8.1, 8.2 e 84 ¢
perfeita para 0 PRP-IBMP-8.3 com valores de r superiores a 0,88 na correlagcdo de Spearman,
indicando de fato que os antigenos IBMP apresentaram boa precisao nas analises.

Resultados semelhantes foram encontrados na avaliacdo da reprodutibilidade interlotes,
na qual os valores de AUC, Sen, Esp, Exa e J ndo mostraram diferencas estatisticamente
significativas. Diferencas significativas foram observadas somente quando os valores dos IR
foram comparados em ambos os lotes. No entanto, os valores dos coeficientes de variagcdo ndo
ultrapassaram 0,65% para as amostras positivas e 9,02% para as negativas. A concordancia
das reacdes usando os diferentes lotes demonstrou ser perfeita para o0 PRP-IBMP-8.1 e quase
perfeita para os demais antigenos com valores de r acima de 0,80 na correlacdo de Spearman.

Por fim, a reprodutibilidade entre laboratorios demonstrou ndo haver diferencas nos
valores de AUC e dos parametros de desempenho. Os coeficientes de variagdo ficaram abaixo

de 1,0% para as amostras positivas e 4,2% para as negativas. A concordancia entre 0s
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operadores revelou ser perfeita para os antigenos IBMP-8.3 e 8.4 e quase perfeita para 0s
demais com valores de r acima de 0,86 na correlagdo de Spearman.

As trés avaliacbes mostraram-se reprodutiveis, com coeficiente de variacdo inferior a
1,00% para as amostras positivas e 10% para as negativas. Segundo Jacobson (1998) quanto
menor a concentracdo de um analito em uma amostra maior serd a imprecisdo do teste, ou
seja, maior o CV em repeticbes. Dai a explicacdo de termos obtido para valores de CV
maiores para as amostras negativas do que nas positivas. Com base no exposto, fica evidente
que os antigenos IBMP fornecem resultados precisos e reprodutiveis quando analisados na
mesma placa, por diferentes operadores ou quando dois lotes de antigenos sdo analisados

utilizando as mesmas condicdes.

8.7 Estudo de Fase |

Conceitualmente, os testes diagndsticos possuem a finalidade de reduzir incertezas,
refletindo a probabilidade de classificar corretamente um individuo como portador ou nao de
um agravo. Este fato tem vital importancia na tomada de decisdo para o clinico ou para
mudanga de uma hip6tese clinica inicial tendo, portanto, impacto direto na Saude Publica.
Uma vez que os estudos de validacdo de novas metodologias sdo caros e trabalhosos, €
imprescindivel que seja realizada prova de conceito (estudo piloto ou de fase I) para
verificacdo prévia se 0 novo teste possui a capacidade de classificar corretamente o0s
individuos frente a um agravo levando em consideracdo os limites da metodologia escolhida.
Assim, com este objetivo, foi realizado um ensaio piloto para avaliagdo preliminar do
desempenho diagndéstico dos PRP-IBMP, utilizando 280 amostras séricas positivas e 20
negativas para a doenca de Chagas, previamente diagnosticadas segundo normas do
Ministério da Saude (BRASIL, 2005). As amostras positivas foram escolhidas de modo a
contemplar o exigido para este tipo de avaliagdo, ou seja, provenientes de individuos
residentes em diferentes areas endémicas e em diferentes fases da doenca. De modo
semelhante, as amostras negativas foram oriundas de individuos residentes em areas
endémicas e ndo endémicas para a doenca de Chagas. Os valores de AUC encontrados para 0s
PRP-IBMP variaram de 98,39% a 99,86%, ndo havendo diferenca entre eles devido a
sobreposicdo dos intervalos de confianca a 95%. Estes dados indicam que as quatro
construcdes apresentam elevada capacidade discriminatoria na deteccdo de anticorpos anti-T.

cruzi. Garcia et al. (2014) ao analisarem um painel composto por 25 amostras positivas e 25
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negativas para a doenca de Chagas encontraram valores de 0,92 a 0,96 para os poliantigenos
recombinantes CP1 e CP2. Nossos resultados sdo ainda mais relevantes quando comparados
com os valores obtidos a partir da analise de proteinas recombinantes ndo quimeéricas, como
pode ser comprovado ao verificar os valores para o antigeno Tc13 (AUC = 0,96) usando 40
amostras soropositivas e 34 soronegativas (SANTAMARIA et al., 2013), RP1 (AUC=0,85) e
RP5 (AUC=0,85) usando 25 amostras de cada grupo (GARCIA et al., 2014). Em relacdo a
utilizacdo de lisado total do T. cruzi, os valores obtidos para as moléculas IBMP revelaram
quase o dobro de capacidade em discriminar soronegativos de soropositivos, como apontado
por Garcia et al. (2014) ao encontrarem o valor de 0,54 usando 25 amostras soronegativas e
25 soropositivas. A escolha da utilizagdo da curva ROC para definicdo do ponto de corte
baseou-se na possibilidade da visualizacdo grafica da multidimensionalidade dos pontos para
diferentes valores de sensibilidade e especificidade. A partir destas varias possibilidades, o
ponto de corte selecionado foi aquele que forneceu concomitantemente a menor quantidade de
resultados falso-positivos e falso-negativos. Desta maneira, a area soba curva ROC (AUC) é
uma determinacdo que resume o desempenho de um teste, ja que é estimada levando-se em
consideracdo todas as sensibilidades e especificidades relativas a cada um dos valores de
ponto de corte estipulados (MARTINEZ; LOUZADA-NETO; PEREIRA, 2003).

Ainda no estudo de fase | foram observados valores de sensibilidade de 95,36 a 99,64%,
com diferenca estatisticamente significativa somente entre os antigenos IBMP-8.3 e 8.4, em
virtude da auséncia de sobreposi¢do dos intervalos de confianca a 95%. Em relacdo a
especificidade, os valores variaram de 90,00% a 100%, ndo havendo diferenca significativa
entre eles. Quanto as analises dos IR foi observado, para os quatro antigenos, diferencas
estatisticamente significativas entre amostras positivas e negativas (p<0,0001). Dentre as
amostras positivas o sinal foi significativamente mais expressivo para as amostras analisadas
com o0s PRP-IBMP-8.1 e 8.4. Entre os PRP-IBMP-8.2 e 8.3 ndo houve diferenca significativa.
Para as amostras negativas o menor sinal encontrado foi para o PRP-IBMP-8.1, ndo havendo
diferenca com os antigenos IBMP-8.3 e 8.4. Por outro lado, o0 PRP-IBMP-8.2 apresentou o
maior sinal para este grupo de amostras ndo diferindo, entretanto, daquele encontrado para 0s
PRP-IBMP-8.3 e 8.4. Com base nos resultados obtidos ficou evidente que as quatro moléculas
sdo capazes de diferenciar amostras soronegativas das soropositivas de maneira eficiente e
segura. Por conta disto, as quatro foram eleitas para continuar no estudo sendo, portanto,

iniciado o estudo de fase II.
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8.8 Estudo de fase 11

A realizacdo do estudo de fase Il requer condi¢bes de andlise controladas, com
determinacfes mais precisas dos parametros de desempenho e utilizacdo de amostras séricas
representativas do agravo, independentemente da fase da doenga ou origem dos participantes.
A determinagdo do nimero amostral minimo foi estimada pelo programa estatistico R em 380
amostras negativas e 380 positivas para a doenca de Chagas para um teste com especificidade
e sensibilidade de 99%. O nosso painel contabilizou 1636 amostras, sendo 698 provenientes
de individuos negativos e 938 de positivos para a doenca. Deste quantitativo, 90 amostras (81
positivas e 9 negativas) foram excluidas do estudo por ndo preencherem os critérios de
inclusdo propostos no subitem 6.5.4. Apesar desta perda, o nimero amostral manteve-se
acima do estimado pelo R, mesmo considerando a margem de seguranca de 10% como
medida de precaucéo. De fato, o nimero amostral foi 0 maior do que muitos estudos da area
em doenca de Chagas (CAMUSSONE et al., 2009; GADELHA et al., 2003; HOUGHTON et
al., 2000; 1ZQUIERDO et al., 2013; OTANI et al., 2009; PERALTA et al., 1994). Entretanto
semelhante a outros, principalmente daqueles em que as amostras utilizadas foram oriundas
de bancos de sangue (BERRIZBEITIA et al., 2006; CHIPPAUX et al., 2009; DUARTE et al.,
2014; LANGHI et al., 2002; OELEMAN et al., 1999; PIRARD et al., 2005; UMEZAWA et
al., 2003; VERANI et al., 2009).

Os valores da AUC obtidos para os quatro antigenos foram superiores a 99,77%,
revelando poder discriminatério quase perfeito entre amostras positivas e negativas para a
doenca de Chagas. Estes dados estdo de acordo com os obtidos na Fase I. O valor da
sensibilidade para o PRP-IBMP-8.4 foi de 99,30%, sendo estatisticamente superior aqueles
calculados para os antigenos IBMP-8.1 (97,43%) e IBMP-8.2 (94,28%), conforme anélise dos
valores de confianca a 95%. N&o houve, entretanto, diferenca significativa em relacdo ao
antigeno IBMP-8.3 (97,90%). O menor valor de sensibilidade foi encontrado para o PRP-
IBMP-8.2, sendo provavelmente devido a sua composicdo. E sabido que o T. cruzi apresenta
grande variacdo antigénica possuindo, inclusive, subclassificacbes dentro de cepas regionais,
também conhecidas como clonets (TIBAYRENC; AYALA, 1991). Desta forma, variacGes
geograficas podem interferir na sensibilidade dos testes (UMEZAWA et al., 2004; VERANI
et al., 2009). De fato, 49 amostras positivas foram erroneamente classificadas como negativas
por esta molécula, 44 das quais foram oriundas de diferentes regides geograficas do Brasil, 2

do México, 2 da Nicaragua e 1 da Argentina. Para as demais moléculas os resultados falso-
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negativos ocorreram em sua maioria em amostras oriundas de PE, localidade que participou
com o maior contingente amostral. Uma alternativa para aumentar a sensibilidade da molécula
IBMP-8.2 seria através da construcdo de novas quimeras, inserindo fragmentos repetitivos de
outras proteinas do T. cruzi, principalmente daquelas que sdo mais conservadas. Quanto a
especificidade foi verificado que ndo houve diferenca significativa entre os quatro PRP, sendo
0s resultados superiores a 99.42%. As amostras que apresentaram resultados falso-positivos,
independentemente da quimera utilizada, foram avaliadas como negativas para leishmaniose
através de kit de imunofluorescéncia, indicando que este estado sorolégico ndo ocorreu em
virtude de reagOes cruzadas com o género Leishmania spp. Resultados semelhantes foram
reportados por Houghton et al. (1999) ao encontrarem sensibilidade de 99,6% e especificidade
de 99,3% para um antigeno quimérico composto por fragmentos das proteinas TcD, TcE, PEP
e TcLol.2, utilizando 240 amostras positivas e 149 negativas para a doenca de Chagas. Outro
estudo, utilizando um antigeno quimérico chamado CP2, mostrou valores de sensibilidade de
98,6% e especificidade de 99,4%, apesar dos autores terem avaliado somente 141 amostras
positivas e 164 negativas para a doenca de Chagas (CAMUSSONE et al., 2009). Mais
recentemente, Hernandez et al. (2010) ao estudarem a quimera TcBDE, demonstraram
sensibilidade de 99,3% em 165 amostras positivas para a doenca de Chagas e especificidade
de 100% em 216 amostras negativas. Apesar dos resultados serem semelhantes aos nossos, é
importante salientar que o nosso nimero amostral (positivos = 857 e negativos = 689) foi
maior do que o utilizado por eles utilizado por eles, refletindo maior confiabilidade aos
resultados.

O PRP-IBMP-8.2, por conta de ter atingido sensibilidade de 94,28%, apresentou a
maior proporcdo de erro total (3,36%) e, consequentemente, menor exatiddo (96,64%). A
exatidao reflete a capacidade do teste em fornecer resultados corretos, ou seja, é capaz de
determinar o verdadeiro valor do que esta sendo avaliado. Esta é uma ferramenta poderosa de
analise ao considerar em um mesmo parametro os resultados das amostras positivas e das
negativas. O PRP-IBMP-8.4 apresentou exatiddo de 99,61% (com 0,39% de erro total),
indicando ser um antigeno seguro para o diagnostico do T. cruzi. Os antigenos IBMP-8.1 e
8.3, apesar de apresentarem valores de exatidao estatisticamente inferiores aos obtidos para o
IBMP-8.4, possuem valores superiores a 98%, indicando que também podem ser utilizados no
diagnostico da doenca de Chagas. Estes dados s@o corroborados pela determinacdo do indice
J, 0 qual também avalia a precisdo de um teste diagndstico levando em conta os valore de

sensibilidade e especificidade. De acordo com ele, a molécula que apresentou o melhor
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desempenho para diagndéstico foi a IBMP-8.4 (99,3%), seguida pela IBMP-8.3 (97,8%),
IBMP-8.1 (96,9%) e IBMP-8.2 (93,8%).

Avaliar um teste diagndstico utilizando somente estes parametros € insuficiente para
mensurar a influéncia que os resultados irdo exercer na decisdo clinica, pois um teste s6 sera
util apenas se os seus resultados modificarem a probabilidade de ocorréncia ou ndo de uma
doenca (CARNEIRO, 2001; FERREIRA; MORAES; BECK, 2007). Dai a determinacdo das
razdes de verossimilhanca (RV), as quais mostram quao mais ou menos um determinado
resultado num teste favorece ou ndo um diagnéstico. Se a RV tem um valor elevado, o
diagndstico torna-se muito mais provavel. Por outro lado, se a RV for perto de zero, o
diagndstico torna-se improvavel (PAULO et al., 2004). Portanto, as RV definem a relacéo
entre a probabilidade de um dado resultado na populacdo com a doenca alvo e a probabilidade
desse mesmo resultado entre os sadios. Nos casos em que um teste apresenta especificidade
igual a 100%, a determinagdo da RV+ torna-se matematicamente impossivel, uma vez que o
denominador da férmula contém a equagdo “1-Esp”, como ocorrido para o PRP-IBMP-8.4.
Nesta situacdo a alternativa de mensuracdo baseia-se na estimativa dos valores da RV
subtraindo um determinado valor dos pardmetros de sensibilidade e especificidade
(RODRIGUEZ ARTALEJO et al., 1990). Como utilizamos duas casas decimais para
expressar os parametros de desempenho nesta fase do estudo, entdo subtraimos 0,05 de cada
um deles. Desta maneira, 0 PRP-IBMP-8.4 apresenta RV+ estimado de 1986 indicando que
um individuo com doenca de Chagas apresenta aproximadamente 1986 vezes mais
probabilidade de ser diagnosticado com a doenca caso seja submetido a um teste usando esta
molécula. Para os outros antigenos esta probabilidade reduz para 674 para o PRP-IBMP-8.2,
217 para o PRP-IBMP-8.2 e 168 para o PRP-IBMP-8.1. Em relagdo aos individuos negativos
0 mesmo raciocinio pode ser aplicado. O valor de 0,007 encontrado para a RV- na molécula
IBMP-8.4 indica que um individuo positivo possui probabilidade muito baixa de ser
diagnostico como negativo, caso seja submetido ao exame. Para as moléculas IBMP-8.3, 8.1 e
8.2 os valores foram de 0,021, 0,026 e 0,057, respectivamente. A analise combinada dos
valores de RV+ e RV- é realizada através da relacdo RV+/RV-, também conhecida como
Odds Ratio Diagnostico (ORD), e tem sido bastante utilizada em estudos de meta-analise
(COSTA; MARQUES-SILVA; MORELLI, 2014; GREENBERG et al., 2010; HASSAN et al.,
2011; ZHANG et al., 2015). Assim, para a molécula IBMP-8.1, 8.2 e 8.3 foram encontrados
valores de ORD de 6.499, 3.771 e 32.068, respectivamente. Quanto ao PRP-IBMP-8.4 o valor

estimado de ORD foi de 283.571, corroborando com os resultados encontrados pela anéalise
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do indice J de que a molécula IBMP-8.4 foi a que apresentou o melhor desempenho para o
diagndstico da doenca de Chagas, seguida pela IBMP-8.3, 8.1 e 8.2.

A determinacéo das razdes de verossimilhanca e dos respectivos ORD é uma importante
ferramenta no estudo de Fase Il, pois estes parametros nao sdo dependentes da prevaléncia da
doenca na populagdo, sendo, portanto, mais estaveis. Uma caracteristica inerente do estudo de
Fase Il é a utilizacdo de amostragem controlada tendo-se conhecimento prévio do perfil
soroldgico das amostras, o que torna inviavel a determinacdo dos valores preditivos de um
teste bem como das chances (odds) pré e pds-teste, os quais sdo indicados apenas em estudos

de Fase I11.

8.9 Sinergia entre os PRP-IBMP: misturas equimolares

A combinacdo de dois ou mais antigenos recombinantes na matriz sélida foi avaliada
por muitos autores e verificado aumento significativo da sensibilidade sem perda da
especificidade (CAMUSSONE et al., 2009; FRASCH et al., 1991; UMEZAWA et al., 2003).
Com objetivo de avaliar se os achados descritos por estes autores seriam encontrados
empregando os PRP-IBMP, realizamos diversos ensaios utilizando todas as possibilidades de
misturas equimolares dos nossos antigenos, sendo verificado que, para qualquer uma das
possibilidades avaliadas, os valores de IR para as amostras positivas foram estatisticamente
inferiores aqueles obtidos quando as proteinas foram utilizadas isoladamente. Além disso,
muitos dos valores de IR encontrados para as amostras negativas apresentaram sinal
estatisticamente superior aqueles encontrados quando os antigenos foram avaliados
isoladamente. No entanto, a despeito destas diferencas, a analise dos intervalos de confianca a
95% revelou ndo existir diferenca estatisticamente significativa nos parametros de
desempenho quando as microplacas foram sensibilizadas com antigenos isolados ou em
distintas combinacdes. Uma desvantagem da utilizacdo de misturas antigénicas refere-se a
possibilidade de antigenos individuais competirem uns com o0s outros pelos sitios de ligacéo,
levando a diminuicdo da sensibilidade (KENNY; DUNSMOOR, 1983), o que nao foi 0 nosso
caso. Desta maneira, verificamos que os PRP-IBMP, quando utilizados em misturas
equimolares, ndo apresentam vantagens quando comparados a sua utilizacdo isolada,

representando simplicidade diagnostica e redugéo de custos.
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8.10 Reac0es cruzadas

Para avaliacdo das reacdes cruzadas a estimativa da distribuicdo binominal negativa
indicou que, para um grupo de 100 amostras positivas para qualquer outra doenca, haveria 5%
de probabilidade de pelo menos uma delas apresentar reatividade cruzada para 0s antigenos
IBMP. Neste caso, o total de amostras cedidas para realizacdo do estudo foi de 1411 sendo, ao
final, utilizadas 1079, pois 332 (23,5%) nao se enquadraram nos critérios de inclusdo pré-
estabelecidos. Neste caso, por se tratar de uma amostragem de conveniéncia e dada a
dificuldade de obtencdo de soro, os grupos foram compostos por quantitativos que variaram
de 15 para rubéola até 160 para HBV. O nosso nimero amostral foi superior aos utilizados na
literatura, como pode ser conferido nos trabalhos de Camussone et al. (2009) (n=15), Gadelha
et al. (2003) (n=32), Peralta et al. (1994) (n=37) e Saba et al. (2013) (n=464). As amostras
positivas para leishmaniose representaram 0 grupo mais importante para verificagdo de
reacOes cruzadas em virtude de similaridades antigénicas com o T. cruzi (GOMES; LORENA,;
LUQUETTI, 2009). Para esta finalidade foram cedidas 444 amostras, das quais 65,5%
(n=291) foram excluidas do estudo por ndo preencherem os critérios de inclusdo pré-
definidos. Este fato demonstra claramente a auséncia de metodologia sorolégica capaz de
diferenciar a infeccdo causada pela leishmaniose da doenca de Chagas, principalmente em
areas de co-endemicidade. A quantidade geral de amostras que reagiram com os PRP-IBMP
foi baixa, variando de 4 amostras para o IBMP-8.4 a 8 para o IBMP-8.2. As amostras que
sofreram reacdo cruzada ndo foram coincidentes para as quatro moléculas, exceto uma
amostra positiva para HTLV oriunda do HEMOPE, que foi reconhecida pelas quatro
moléculas, apesar de ser negativa nos testes utilizados como padrdo-ouro. Esta amostra, em
especifico, foi submetida a reacdo de Western blot (TESA blot), tendo resultado negativo.
Além disso, esta e as demais amostras que apresentaram reacao cruzada em qualquer uma das
moléculas (exceto as amostras positivas para leishmaniose) apresentaram resultado negativo
ao serem submetidas a imunofluorescéncia indireta para leishmaniose. Com excecéo para o
grupo de amostras positivas para esquistossomose analisado pela molécula IBMP-8.3, que
apresentou IR de 0,57, todos os demais grupos apresentaram valores abaixo de 0,43, sendo
compativeis com os valores encontrados para as amostras negativas analisadas no estudo de
Fase 1l. Dados aos baixos indices de reacdo cruzada e dos valores dos IR, fica evidente que 0s

quatro antigenos podem ser utilizados em &reas de co-endemicidade com doenca de Chagas,
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suprindo principalmente a demanda de testes diagndsticos para diagndéstico diferencial com
espécies Leishmania spp.

8.11 Concordancia de desempenho com kits comerciais

A avaliacdo do desempenho de um teste diagnostico é realizada por meio da
determinacdo de parametros de desempenho usando amostragem representativa do agravo,
por meio dos ensaios de reprodutibilidade e verificacdo de reacdo cruzada com outras
patologias. No entanto, a comparacdo dos resultados com kits comercialmente disponiveis
representa um desafio para o teste em estudo, uma vez que estes ja foram aprovados por
Orgdos regulamentares e o seu desempenho comprovado para uso em amostras com sorologia
desconhecida. Apesar deste tipo de analise ser recomendada para os estudos de Fase IlI
(VRAY, 2015), resolvemos fazé-lo na Fase Il com objetivo de verificar se nossos antigenos
possuem desempenho semelhante aos Kits legalmente reconhecidos para uso em amostras
populacionais. Como forma de minimizar distor¢Ges e adequar a analise a Fase I, utilizamos
a mesma amostragem para 0s PRP-IBMP e para os kits Gold Elisa Chagas (REM Industria e
Comeércio Ltda, S&o Paulo, Brasil) e Pathozyme® Chagas (Omega Diagnostics, Escécia,
Reino Unido). N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre os valores de
sensibilidade dos PRP-IBMP e os dos kits empregados, exceto para o PRP-IBMP-8.2 que
mostrou-se inferior quando comparado ao Gold Elisa Chagas e ao Pathozyme® Chagas. Em
relacdo & especificidade, o Pathozyme® Chagas apresentou valores estatisticamente inferiores
aos antigenos IBMP, sendo, inclusive, inferior ao encontrado para o Gold Elisa Chagas. De
acordo com o indice J, o PRP-IBMP apresentou valor superior ao encontrado para os dois Kits
comerciais, apesar da exatiddo ndo diferir estatisticamente com o valor encontrado para o
Gold Elisa Chagas. Considerando a analise do indice J o PRP-IBMP-8.4 ¢ classificado como a
melhor molécula para o diagnéstico a doenca de Chagas, seguido pelo kit Gold Elisa Chagas,
0 PRP-IBMP-8.1, 0 PRP-IBMP-8.3, 0 PRP-IBMP-8.2 e 0 kit Pathozyme® Chagas. Resultados
fornecidos pelo ORD confirmam os resultados encontrados para a molécula IBMP-8.4
(283.571). No entanto, para os demais testes 0 melhor resultado foi observado para o PRP-
IBMP-8.3 (32.071), seguido pelo kit Gold Elisa Chagas (30945), pelo PRP-IBMP-8.1 (6.721),
pelo PRP-IBMP-8.2 (3.727) e pelo Pathozyme® Chagas (173). O desempenho inferior
demonstrado para o pelo Pathozyme® Chagas deve-se provavelmente aos antigenos usados

para o diagndstico. De fato, o desempenho de um kit depende da matriz usada, apresentando
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bons resultados em uma area geografica e ndo em outra (JACOBSON, 1998). Este fato torna-
se mais evidente quando o teste € usado para identificacdo de doencas causadas por patégenos
com elevado polimorfismo genético e variacdo antigénica, como é o caso do T. cruzi. Por
outro lado, o Gold Elisa Chagas, apesar de apresentar desempenho inferior aos PRP-IBMP-
8.4 e 8.3, demonstrou ser capaz de identificar corretamente as amostras durante 0s ensaios
realizados. Este Kit utiliza em sua matriz antigenos recombinantes e lisado do parasita
proveniente de cepas brasileiras, dai o bom desempenho. Talvez seja esta a explicacdo deste
kit ter atingido valor significativamente mais elevado (5,15) quando comparado com 0s outros
testes. A despeito das diferencas encontradas, a correlacdo de Spearman revelou valores
acima de 0,80 quando as quatro moléculas comparadas com os Kits comerciais, indicando boa
correlacdo entre eles, a qual foi, provavelmente, decorrente do elevado nimero de amostras
utilizadas. Quanto as reagdes cruzadas foi observado que os PRP-IBMP apresentaram
resultados semelhantes aos encontrados pelo Gold Elisa Chagas (0,43%), entretanto inferiores
ao encontrado pelo Pathozyme® Chagas (1,5%), o qual apresentou reatividade cruzada para
HCV, HTLYV e sifilis, mas ndo para Leishmania spp. Os indices de reatividade encontrados
para os distintos grupos de doencas infecto-parasitarias ficaram abaixo de 0,40, sendo
semelhante ao encontrado pelos nossos antigenos.

De acordo com as recomendacfes sugeridas pela Nota Técnica N°03/06 do Ministério
da Saude (BRASIL, 2006), os kits diagnosticos para a doenga de Chagas para triagem
soroldgica devem apresentar sensibilidade e especificidade iguais ou maiores que 99% e 97%,
respectivamente, diminuindo a possibilidade de transfusdo de amostras com resultados falso-
negativos. Os resultados encontrados pelo nosso grupo para o PRP-IBMP-8.4 cumprem com 0
exigido pela referida Nota Técnica, demonstrando que esta molécula pode ser usada tanto na
triagem soroldgica quanto para diagnéstico laboratorial da infeccdo causada pelo T. cruzi.
Conforme pode ser conferido na Figura 41, os demais PRP-IBMP e o Gold Elisa Chagas, por
ndo atingirem sensibilidade superior a 99%, devem ser utilizados somente em diagndstico
laboratorial. Por outro lado, o Pathozyme® Chagas, em virtude dos pardmetros encontrados,
deve ser utilizado com cautela no Brasil, pois ndo cumpriu com o exigido pela Nota Técnica
guando uma amostragem mais significativa foi utilizada. Vale salientar que o painel
sorologico utilizado pela Nota Técnica foi composto por 152 amostras, estando inclusas neste
quantitativo as amostras positivas e negativas para a doenca de Chagas assim como amostras
positivas para outras doengas. Assim, de acordo com os resultados encontrados, as moléculas

IBMP apresentaram desempenho superior ou igual quando comparadas a kits comerciais
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podendo ser utilizadas para o diagndstico da doenca de Chagas. Além disso, o0 PRP-IBMP-8.4
pode também ser utilizado em triagem soroldgica de bancos de sangue.

8.12 Andlise dos resultados inconclusivos

A fim de cumprir com os critérios de incluséo e exclusdo definidos neste estudo, as amostras
cedidas pelas Instituicdes parceiras foram reavaliadas quanto a presenga ou auséncia de
anticorpos anti-T. cruzi. Desta maneira, as 81 (8,6%) amostras positivas que apresentaram
resultados inconclusivos nos testes usados como padrdo-ouro foram excluidas da anélise do
potencial diagndstico dos PRP-IBMP. No entanto, estas amostras foram avaliadas quanto a
sua capacidade de serem reconhecidas pelos antigenos IBMP quando os testes foram
conduzidos isoladamente ou em combinacdo de dois ou mais testes. Do total de amostras
inconclusivas foi verificado através da anélise de intersecdo de conjuntos que 25 (30,9%)
apresentaram positividade na analise combinada dos PRP-IBMP-8.1, 8.3 e 8.4. Entretanto, 11
amostras (13,6%) ndo foram reconhecidas por nenhuma das moléculas. Valores
intermediarios de positividade foram obtidos quando outras possibilidades de combinagédo
foram testadas. De acordo com Guzman-Gomez et al. (2015) as diferengas na capacidade de
reconhecimento podem ser devidas ao nimero e natureza dos antigenos. Outros fatores que
dificultam o reconhecimento dos antigenos pelos anticorpos séricos baseiam-se na
conservacao das amostras séricas (desnaturacao dos anticorpos por sucessivos congelamentos
e descongelamentos) e se o sistema imunoldgico dos individuos infectados produziu
quantidades minimas de anticorpos capazes de serem detectados por testes soroldgicos
(FURUCHO et al., 2008). Com base em nossos resultados verificamos que, em virtude do
pequeno numero amostral ter sido empregado, a utilizacdo combinada dos PRP-IBMP-8.1,

8.3 e 8.4 sugere que seja uma alternativa para reduc¢do do numero de casos inconclusivos.
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9 CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Os PRP-IBMP sdo proteinas quimeéricas com estrutura secundaria simples com baixo
estado de oligomerizacdo em tampdo carbonato de sodio (50 mM, pH 9,6), indicando
ser este 0 sistema mais apropriado para sensibilizacdo de microplacas utilizando os
PRP-IBMP;

A utilizacdo do soro fetal bovino representou incremento na capacidade
discriminatoria entre amostras positivas e negativas quando utilizado o PRP-IBMP-
8.1, ndo ocorrendo para os demais antigenos;

A padronizacdo do ELISA indireto revelou maxima capacidade discriminatéria entre
amostras negativas e positivas para a doenca de Chagas cronica quando utilizado 12,5
ng do antigeno IBMP-8.2 e 25 ng dos antigenos IBMP-8.1, 8.3 e 8.4 por cavidade,
aliada a diluicdo de 1:40.000 para o anticorpo conjugado e 1:100 para as amostras
séricas utilizando o PBS-Tweem 0,05% para os testes realizados com as moléculas
IBMP-8.2, 8.3 e 8.4 e PBS-Tween 0,05% acrescido a SFB 2,5% para 0S ensaios
realizados com a molécula IBMP-8.1;

Os PRP-IBMP-8.3 e 8.4 mantém sua capacidade reativa por até 12 meses quando
sensibilizados em microplacas;

Os resultados obtidos utilizando os PRP-IBMP séo precisos e reprodutiveis, indicando
que na plataforma utilizada (ELISA) eles podem ser usados com seguranga por outros
operadores;

Os valores de AUC encontrados nas Fases | e Il indicam que os PRP-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;

O PRP-IBMP-8.4 apresentou o melhor desempenho diagnéstico, seguido do PRP-
IBMP-8.3,8.1¢e8.2;

A utilizacdo isolada de um Unico PRP-IBMP representou simplicidade diagndstica e
melhor operacionalizagdo quando comparada ao uso de misturas equimolares
contendo dois ou mais antigenos;

Os PRP-IBMP apresentam baixos indices de reacdo cruzada, sugerindo a sua
utilizacdo em regiGes geograficas de co-endemicidade da doenca de Chagas com

outras doencas infecto-parasitarias;
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10) Os PRP-IBMP podem ser utilizados como testes no diagnostico sorolégico da doenca
de Chagas;

11) O PRP-IBMP-8.4 pode ser utilizado em triagem soroldgica em banco de sangue;

12) A utilizacédo isolada dos PRP-IBMP-8.1, 8.3 e 8.4 possui potencial para ser usada na
reducdo do nimero de casos inconclusivos;

13) A anélise conjunta dos experimentos realizados neste estudo revela que o PRP-IBMP-
8.4 foi 0 antigeno que apresentou a maior capacidade diagnostica para a doenca de
Chagas utilizando amostras séricas provenientes de diversas regides geograficas do
Brasil e de outros paises endémicos, maior estabilidade quando sensibilizado em fase
solida, menor indice de reatividade cruzada e o que forneceu 0 menor quantitativo de

resultados inconclusivos, sendo eleito para a continuidade dos estudos de Fase Il1.
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10 PERSPECTIVAS

1) Realizar o estudo de Fase Il de outras regifes geograficas do Brasil e da América
Latina;

2) Avaliar o desempenho dos PRP-IBMP em outras plataformas diagndsticas, como
testes imunocromatogréaficos, testes por microarranjo liquidos e dispositivos point-of-
care;

3) Avaliar o desempenho dos PRP-IBMP em diagnosticar a doenca de Chagas em
individuos imunossuprimidos;

4) Analisar o desempenho dos PRP-IBMP como marcador de evolugdo clinica ou de cura
parasitologica;

5) Avaliar o potencial diagnostico dos PRP-IBMP na doenca de Chagas em céo.

Caracterizacao do potencial diagndstico de poliantigenos para deteccao do Trypanosoma cruzi na
fase cronica da doenca de Chagas
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Chronic Chagas Disease Diagnosis: A Comparative Performance of Commercial
Enzyme Immunoassay Tests

Fred Luciano Neves Santos,* Wayner Vieira de Souza, Michelle da Silva Barros, Mineo Nakazawa, Marco Aurélio Krieger,
and Yara de Miranda Gomes
Reference Laboratory for Chagas Disease, Aggeu Magalhies Research Center, Fundacio Oswaldo Cruz, Recife, Brazil; Department of Public
Health, Aggeu Magalhdes Research Center, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, Brazil; Carlos Chagas Institute—Molecular Biology Institute
of Parand, Fundacio Oswaldo Cruz, Curitiba, Brazil

Abstract.  There is a significant heterogeneity in reported performance of serological assays for Chagas disease diag-
nosis. The conventional serology testing in laboratory diagnosis and in blood banks is unsatistactory because of a high
number of inconclusive and misclassified results. We aimed to assess the quality of four commercially available enzyme-
linked immunosorbent assay tests for their ability to detect Trypanosoma cruzi antibodies in 685 sera samples. Cross-
reactivity was assessed by using 748 sera from patients with unrelated diseases. Initially, we found that the reactivity
index against 7. cruzi antigen was statistically higher in sera from Chagas disease patients compared with those from
non-chagasic patients, supporting the notion that all evaluated tests have a good discriminatory ability toward the diag-
nosis of T. cruzi infection in patients in the chronic phase of the disease. Although all tests were similarly sensitive for
diagnosing T. cruzi infection, there were significant variations in terms of specificity and cross-reactivity among them.
Indeed, we obtained divergent results when testing sera from patient with unrelated diseases, particularly leishmaniasis,
with the levels of cross-reactivity being higher in tests using whole T. cruzi extracts compared with those using
recombinant proteins. Our data suggest that all four tests may be used for the laboratory diagnosis and routine blood
screening diagnose for Chagas disease. We also emphasize that, despite their general good performance. caution is
needed when analyzing the results when these tests are performed in areas where other diseases, particularly leish-
maniasis, are endemic.

Disponivel em: http://ajtmh.org/cqi/doi/10.4269/ajtmh.15-0820



http://ajtmh.org/cgi/doi/10.4269/ajtmh.15-0820

192

APENDICE B - MANUSCRITO DO ARTIGO CIENTIFICO 2

Performance assessment of four chimeric Trypanosoma cruzi antigens based on antibody
detection for diagnosis of chronic Chagas disease — Phase | Study
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Abstract. The performance of serologic tests in chronic Chagas disease diagnosis depends on
the type and quality of the antigen preparations used to detect anti-T. cruzi antibodies. Whole
cell T. cruzi extracts or recombinant proteins have shown variation in the performance and
cross-reactivity. Synthetic chimeric proteins composed by fragments of repetitive amino acids
of several different proteins have been previously shown to improve assay’s performances to
detect Chagasic infections. Here, we describe the production of four chimeric T. cruzi proteins
and assessed their performance for diagnostic purposes. Circular dichroism spectra revealed
absence of well-defined secondary structures and polydispersity evaluation by Dynamic Light
Scattering revealed only minor aggregates in 50 mM carbonate-bicarbonate (pH 9.6), showing
that it is an appropriate buffering system to sensitize the microplates. Serum samples from T.
cruzi infected and non-infected individuals were used to assess the performance of these
antigens to detect antibodies against T. cruzi by using both ELISA and a liquid bead array
platform. The performance parameters (AUC, sensitivity, specificity, accuracy and J index)
showed high diagnostic accuracy for all chimeric proteins to detect specific anti-T. cruzi
antibodies and to differentiate seropositive from seronegative individuals. Our data suggest
that the four chimeric proteins are eligible to phase Il studies.

Key words: Recombinant chimeric protein, chronic Chagas disease, serologic diagnostic
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ANEXO A - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

CEP

Comité de Etica
em Pesquisa

Titulo do Projeto: Avaliacdo e validagao do potencial diagnéstico de
poliantigenos para deteccéo do Trypanosoma cruzi”.
Pesquisador responsavel: Yara de Miranda Gomes
Instituigdo onde sera realizado o projeto: CPgAM/Fiocruz
Data de apresentacao ao CEP: 17/04/2013
Registro no CAAE: 15812213.8.0000.5190

NGmero do Parecer PlatBr: 388.527

PARECER

- O Comité avaliou e considera que os procedimentos metodolégicos do :
Projeto em questao estao condizentes com a conduta ética que deve nortear
pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o Codigo de Etica,
Resolucdo CNS 466/12, e complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua ultima formatagao
apresentada ao CEP e esfe parecer tem validade até 11 de fevereiro de 2018..
Em caso de necessidade de renovagao do Parecer, encaminhar relatério

e atualizacéo do projeto.

Récife, 21 de margo de 2016.

Coordéfiadora & CEP/CPGAM

de Miranda
Janaina Ctmpﬂm e s

Coordenadora
Mat, SIAPE 464777
CEP/CPoAN | FRCRUZ

Campus da UFPE - A\{, Moraes Rego. s/n ,
CEP 50.670-420 Fone: (81) 2101.2639 Q
Fax: (81) 3453.1911 | 2101.2639 ; ! :

Recife -.PE - Brasil
comitedeetica@cpgam.fiocruz.br MAGALHAES

FIOCRUZ
Miristerio da Sadide




