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RESUMO

INTRODUCAO: Os cies domésticos s&o considerados animais sentinela e reservatorios para
doenca de Chagas (DC), devido ao seu papel na manutengdo do ciclo de transmisséo em
ambientes domésticos e sua correlacdo com a prevaléncia da DC humana. O ELISA indireto é
geralmente a metodologia escolhida para o diagnostico, no entanto, seu desempenho depende
substancialmente dos antigenos empregados. Uma estratégia para ultrapassar esta limitacdo é
utilizando antigenos quiméricos, compostos por sequéncias peptidicas antigénicas,
imunodominantes, conservadas e repetitivas de mdltiplas proteinas do parasita. Por isto, o
nosso grupo desenvolveu gquatro antigenos quiméricos (IBMP-8.1, 8.2, 8.3 e 8.4), seu potencial
diagnostico foi avaliado para o diagnéstico da DC humana, no qual os antigenos quiméricos
apresentaram um desempenho diagndstico superior em comparacdo aos dos testes
comercialmente disponiveis no Brasil, Espanha e Argentina. OBJETIVO: Este estudo teve
como objetivo avaliar a capacidade sorodiagnostica dos antigenos IBMP frente as amostras de
caes naturalmente e experimentalmente infectados com Trypanosoma cruzi. MATERIAIS E
METODOS: Os ensaios foram otimizados por checkerboard titration. Posteriormente, o
potencial diagnostico foi validado através de curvas ROC e o desempenho dos testes foi
determinado utilizando tabelas de dupla entrada. A reatividade cruzada também foi avaliada
para babesiose, erliquiose, dirofilariose, anaplasmose e leishmaniose. RESULTADOS: Todos
os antigenos quiméricos demonstraram um alto desempenho diagnostico, especialmente o
IBMP-8.3 e IBMP-8.4. O antigeno IBMP-8.3 demonstrou uma sensibilidade de 100%, seguido
pelo IBMP-8.4 (96.7% - 100%), IBMP-8.2 (73.3% - 87.5%) e IBMP-8.1 (50% - 100%). As
especificidades mais elevadas dos antigenos foram para o IBMP-8.2 (100%) e IBMP-8.4
(100%), seguido por IBMP-8.3 (96.7% - 97.5%) e IBMP 8.1 (89.1% -100%).
CONCLUSOES: Portanto, 0 uso de antigenos quiméricos em imunoensaios para diagnosticar
a DC em cdes é uma ferramenta promissora para fins veterinarios e epidemiol6dgicos. O uso de
antigenos quiméricos apresentou uma maior resisténcia a problemas comuns observados no
diagnostico soroldgico de DC, especialmente em relacdo a variacdo dos parametros de
eficiéncia de acordo com a cepa do parasita e reatividade cruzada com outras doencas
parasitarias.

Palavras-chave: ELISA, doenca de Chagas, cées, Trypanosoma cruzi, Antigenos
recombinantes quimeéricos.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Dogs are considered a sentinel group for Chagas disease, due to their role
in maintaining the transmission cycle in domestic environments and their correlation with
humans’ Chagas prevalence. ELISA is the generally chosen methodology for diagnosis,
however, its performance depends substantially on the employed antigenic matrix. A strategy
to overcome this limitation is by utilizing chimeric antigens, consisting of antigenic,
immunodominant, conserved and repeating amino acid sequences of the parasite. As such, our
group developed four chimeric antigens (IBMP-8.1, 8.2, 8.3 and 8.4) and their diagnostic
potential was previously evaluated for human’s diagnosis, in which the chimeric antigens
presented a superior diagnostic performance compared to commercially available tests in
Brazil, Spain, and Argentina. OBJECTIVE: This study aimed to evaluate the potential
diagnostic ability of these antigenic proteins for Trypanosoma cruzi infection in dogs.
MATERIALS AND METHODS: The assays were optimized by checkerboard titration.
Subsequently, the diagnostic potential was validated through ROC curves and the tests
performance was determined using double entry tables. Cross-reactivity was also evaluated for
babesiosis, ehrlichiosis, dirofilariasis, anaplasmosis and leishmaniasis. RESULTS: All
chimeric antigens demonstrated a high diagnostic performance, especially IBMP-8.3 and
IBMP-8.4. IBMP-8.3 antigen demonstrated a 100% sensitivity, followed by IBMP-8.4 (96.7%
- 100%), IBMP-8.2 (73.3% - 87.5%), and IBMP-8.1 (50% - 100%). The highest specificities
of the antigens were for IBMP-8.2 (100%) and IBMP-8.4 (100%), followed by IBMP-8.3
(96.7% - 97.5%) and IBMP 8.1 (89.1%-100%). CONCLUSIONS AND STUDY
CONTRIBUTIONS: Therefore, the use of chimeric antigenic matrices in immunoassays to
diagnose CD in dogs is a highly promising tool for veterinary and epidemiological purposes.
The use of chimeric antigens also efficiently addressed the common hurdles seen in CD
serodiagnosis, especially regarding variation in efficiency parameters according to parasite’s
strain and cross-reactivity with other infectious diseases.

Keywords: ELISA, Chagas disease, Dog, Trypanosoma cruzi, Recombinant chimeric
antigens.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A tripanossomiase americana ou doenca de Chagas (DC) é uma zoonose causada pelo
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoario hemoflagelado pertencente a classe Kinetoplastida
(MOREIRA et al., 2004). A principal via de transmissdo é a vetorial e ocorre devido a
eliminacdo de formas tripomastigotas metaciclicas do parasita durante o repasto sanguineo,
realizado por insetos hematéfagos da subfamilia Triatominae, os quais sdo popularmente
conhecidos por barbeiros, procot6s, chupancas, bicudos ou chupdes. A distribui¢do geogréfica
da DC, dos reservatorios e vetores do parasita, estende-se do sudeste dos Estados Unidos até
sul da América do Sul (KJOS et al., 2008; STEVENS et al., 2012). Apesar de ter sido
descoberta ha mais de um século, a DC continua sendo uma ameaca a satde publica. Cerca de
100 milhGes de individuos estdo sob risco de adquirir a infeccdo pelo T. cruzi (OMS, 2010a,
2010b). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a DC é responsavel pelo ébito de mais de
10 mil pessoas por ano nos 10 milhdes de individuos infectados que residem nos 21 paises
endémicos da América Latina. Estima-se que a DC subtraia, apenas nas Américas, 426 mil
anos (OMS, 2010b) da esperanca de vida corrigida pela incapacidade (DALYS) dos acometidos
pela doenca, evidenciando o motivo desta ser considerada uma das mais importantes doencas
negligenciadas parasitarias das Américas.

No Brasil, a DC encontrava-se intimamente relacionada ao nivel socioecondmico da
populacdo, sendo mais frequente encontrada em individuos de &reas rurais com baixa renda
financeira, que viviam em condicdes precarias e com elevado indice de analfabetismo (DIAS
e SCHOFIELD, 1999). Em decorréncia da transi¢cdo demogréafica das populacdes rurais para
0s centros urbanos, foi observada uma mudanca no perfil epidemioldgico da doenga. Este novo
cenario estd associado a expansdo imobilidria com construcdo de residéncias em areas
adjacentes aos remanescentes de florestas, aproximando os triatomineos dos domicilios (DIAS-
LIMA e SHERLOCK, 2000). Como consequéncia do rareamento das fontes naturais de
alimento, os triatomineos sdo induzidos a buscar novas fontes alimentares, como 0s animais
domeésticos e 0 homem, adaptando-se ao peridomicilio e, subsequentemente ao intradomicilio,
contribuindo para o aumento do risco da transmissao do T. cruzi (ALMEIDA et al., 2009;
CARVALHO-COSTA et al., 2010; DIAS et al., 2008; STEINDEL et al., 2008).

Dentre as espécies domésticas de mamiferos reservatorios, os cdes sdo os de maior
importancia epidemiologica devido a sua proximidade com o0s seres humanos, elevada

suscetibilidade a infeccdo pelo T. cruzi, alta forca de infecgdo de vetores (GURTLER e
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CARDINAL, 2015), maior parasitemia (ENRIQUEZ et al., 2014), além da capacidade de atrair
os vetores (RABINOVICH et al., 2011). Desta maneira, 0s cdes sdo considerados elementos
importantes na manutengdo do ciclo de transmissdéo (ACHA e SZYFRES, 2003;
MONTENEGRO et al., 2002; SOUZA et al., 2008) e apresentam relevancia na avaliacao
epidemioldgica da DC. Estes animais podem ser usados como sentinelas, evidenciando a
ocorréncia do ciclo de transmissdo. Ademais, a existéncia de animais domeésticos infectados
pode constituir um fator de risco para a infeccdo humana por agirem concomitantemente como
reservatorios bioldgicos do T. cruzi (CURTIS-ROBLES et al., 2017). Existe uma correlagao
entre a soropositividade em cées e em seres em humanos (CRISANTE et al., 2006; GURTLER
et al., 2007; GURTLER et al., 2014; GURTLER e CARDINAL et al., 2015). De fato, ja foi
observado um aumento no risco da infeccdo pelo T. cruzi de até 6 vezes em individuos adultos
e até 17 vezes em criancas do mesmo domicilio com cées soropositivos para T. cruzi
(GURTLER et al., 1998). Por conta disso, diversos autores evidenciaram a presenca de
anticorpos 1gG anti-T. cruzi em cdes domésticos em diferentes regides endémicas das
Américas, encontrando valores de soroprevaléncia de 38% na caatinga brasileira (BEZERRA
et al., 2014) a 76% na fronteira brasileira com a Bolivia (EDITH et al., 2018) e 67,6% na
Venezuela (CRISANTE et al., 2006), o que demonstra a exposi¢do destes animais ao T. cruzi
(HERRERA et al., 2005; MONCAYO e SILVEIRA et al., 2017). O diagndstico sorologico
limita-se em detectar anticorpos anti-T. cruzi e ndo a parasitemia através da visualizacdo direta
do parasita, por isto, € o método de diagndstico recomendado na fase cronica. A
soropositividade é indicativa da circulacdo atual ou pregressa do T. cruzi, ressaltando a sua
importancia na avaliacdo do perfil epidemioldgico da doenca em determinada localidade. Desta
forma, com base no exposto e considerando a auséncia historica de sistemas de diagndstico
para a DC em caes, fica evidente a necessidade do desenvolvimento de testes soroldgicos
capazes de detectar a infeccdo causada pelo T. cruzi em animais domésticos.

O diagnostico da DC ndo é uma tarefa facil, pois a capacidade diagnostica do teste depende
da fase da doenca e das metodologias utilizadas. A maior parte dos seres humanos e animais
infectados encontram-se na fase cronica. Nesta fase, as metodologias de diagnostico baseiam-
se em imunoensaios indiretos, que exploram a presenca de anticorpos anti-T. cruzi, sendo as
técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinacdo indireta (HAI) e o ensaio de
imunoadsorcao enzimatica (ELISA) as mais comumente empregadas (DIAS et al., 2016).
Dentre estas, o0 ELISA ¢é a metodologia mais utilizada em virtude de sua facilidade de

execucdo, baixo custo, possibilidade de automac&o e testagem de varios individuos ao mesmo
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tempo, permitindo realizar determinagdes quantitativas de imunoglobulinas especificas,
atraves da analise da atividade enzimatica sobre um substrato (YAMAGATA e NAKAGAWA,
2006). No entanto, o desempenho de testes soroldgicos variam de acordo com as prepara¢des
antigénicas usada (DIAS et al., 2016). De fato, 0s ensaios que utilizam antigenos nativos do
parasita apresentam baixa especificidade, devido aos altos indices de reatividade cruzada com
outros tripanosomatideos filogeneticamente préximo ao T. cruzi, como o Trypanosoma rangeli,
Trypanosoma evansi, Trypanosoma caninum, parasitas do género Leishmania spp., entre
outros (VEGA BENEDETTI et al., 2013). Por outro lado, preparacGes antigénicas constituidas
por antigenos recombinantes elevam a especificidade (SANTOS et al., 2016a), pois se utilizam
de antigenos distintos, com epitopos de menor homologia entre outros parasitas. Embora o uso
de proteinas recombinantes melhore acurécia do teste, ainda ha problemas devido ao elevado
polimorfismo genético do T. cruzi (BRENIERE et al., 2016), que apresenta extensas
modificacbes dos antigenos de interesse e afetando negativamente a detec¢do do anticorpo, o
que abaixa a sensibilidade do teste, podendo gerar resultados falso-negativos (SANTOS et al.,
2017). Ja os antigenos quiméricos sao formados por diversas sequéncias de multiplos antigenos
distintos em uma Unica molécula, aumentando, desta forma, a possibilidade diagnostica, ao
ofertar uma maior variedade de epitopos. A utilizacdo destes antigenos quiméricos consiste em
uma estratégia para elevar os valores de acuracia dos testes, mantendo os indices de reatividade
com outros patdgenos abaixo daqueles observados para os antigenos nativos e recombinantes
ndo-quiméricos. Recentemente, 0 N0sso grupo sintetizou quatro antigenos quiméricos e avaliou
o0 seu potencial no diagndéstico da DC crénica em seres humanos (SANTOS et al., 2016a). Apds
a realizacdo dos estudos de fase | e Il empregando os testes de ELISA, o microarranjo liquido
e a imunocromatografia, os antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4 apresentaram desempenho
superior ao dos testes comerciais disponiveis no Brasil (SANTOS et al., 2016b; 2017, 2018).
Com base nos resultados obtidos em seres humanos e na necessidade do desenvolvimento de
testes soroldgicos para a deteccdo da DC em cdes, as moléculas IBMP-8.1, -8.2, -8.3 e -8.4

foram selecionadas para a avaliacdo no presente estudo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas foi descrita pela primeira vez em 1909, pelo cientista brasileiro Carlos
Ribeiro Justiniano das Chagas (1879-1934) em Lassance, Minas Gerais. Naquela ocasido,
Carlos Chagas foi designado para combater uma epidemia de malaria que acometia 0s
trabalhadores da antiga Ferrovia Central do Brasil. Apos transformar um vagao de trem em seu
laboratdrio, Chagas foi avisado da existéncia de insetos hematdfagos habitando as residéncias,
conhecidos pelos locais como barbeiros, procotds, chupancas, bicudos ou chupdes. Os
barbeiros atacavam o homem a noite e se escondiam em frestas das paredes e coberturas das
casas durante o dia, sendo encontrados com mais frequéncia em habitacGes precarias,
choupanas de paredes sem reboco e cobertas por palha. Estas observacBes agucaram a
curiosidade cientifica do pesquisador levando-o a encontrar protozoarios flagelados no
intestino médio destes insetos. A esta nova espécie deu-se 0 nome de Schizotrypanum cruzi,
atualmente denominado Trypanosoma cruzi, em homenagem ao seu mentor, 0 pesquisador
Oswaldo Cruz (1872-1917) (CHAGAS, 1909). Alguns exemplares infectados foram enviados
ao Instituto Oswaldo Cruz para que fossem alimentados em saguis da espécie Callithrix
penicilata, sendo os protozodarios posteriormente isolados do sangue periférico destes animais.
Além disso, a infecciosidade do protozoario foi confirmada em varios hospedeiros (coelhos,
caes, macacos e camundongos), 0s quais apresentaram formas parasitarias circulantes
semelhantes aquelas encontradas no trato digestivo dos insetos (CHAGAS, 1909). Chagas
suspeitou que estivesse se deparado com um agente patogénico causador de infecgdo humana,
mas ndo sabia qual doenca era capaz de causar. A descoberta aconteceu ao analisar o sangue
de uma crianca de dois anos de idade chamada Berenice, que estava na fase aguda da doenca.
Ela habitava uma residéncia infestada de barbeiros e apresentava sintomas inespecificos como
febre, linfonodomegalia e hepatoesplenomegalia (KROPF e SA, 2009). Foi observada uma
grande quantidade de formas flageladas do T. cruzi semelhantes aquelas detectadas
previamente no sangue dos mamiferos experimentalmente infectados. Esta doenca foi entéo
denominada como Tripanossomiase americana pelo Dr. Chagas, porém, ficou notoriamente
conhecida como a “Doenca de Chagas”, termo inicialmente usado por médicos incrédulos desta

descoberta, para ridicularizar o seu descobridor.
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O Dr. Carlos Chagas teve a oportunidade de ser o primeiro pesquisador a descrever um
caso clinico da doenca, tanto em humanos quanto em cées. Nos anos seguintes, Chagas
identificou outros hospedeiros e ainda descreveu o0s aspectos anatomopatoldgicos e
epidemiolégicos da doenca, além de documentar a presenca do parasita em diversas espécies
de vetores, além de reservatdrios silvestres, deixando assim uma grande contribui¢éo a ciéncia
(GOLDBAUM e BARRETO, 2008).

2.2 BIOLOGIA DO Trypanosoma cruzi

O T. cruzi é um protozoario hemoflagelado pertencente a familia Trypanosomatidae, do
reino Protozoa, da ordem Kinetoplastida. Sua membrana plasmatica é composta por uma
camada bilipidica, sendo as proteinas um de seus principais componentes. Uma caracteristica
peculiar do T. cruzi estd em sua elevadissima diversidade genética e fenotipica, podendo variar
em até 48% no tamanho de seu genoma, um atributo notavel para populacdes da mesma
espécie. Ademais, o parasita apresenta elevada variacdo na expressdo de antigenos de acordo
com as cepas (FIGURA 1), o que é um dos fatores responsaveis pela baixa concordancia entre

testes diagnosticos comerciais empregados em diferentes regides.

T. Cruzi ‘
—— Genetic Variability l ——

Karyotypic plasticity Cevll Invasion
Genome size Biodemes
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TS - —— == = " —]
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within any nucleated cell

Figura 1 — Representacdo esquematica da variagdo na expressao de
familias de antigenos de acordo com diferentes DTUs.
Fonte: De Pablos et al. (2012).
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Legenda: TS (trans-sialidases), DGF-1 (Dispersed Gene Family-1),
MASP (mucin-associated surface proteins), *(Silvio X10/1 - DTU
1), **(CL-Brener - DTU VI).

O genoma nuclear deste organismo € organizado em pares de cromossomos, com tamanhos
e quantidades varidveis, contribuindo para sua plasticidade gendmica e diversidade fenotipica
(ZINGALES, 2018). O parasita possui um ou dois flagelos oriundos de uma abertura conhecida
como bolsa flagelar, a qual dispGe de estruturas paraflagelares proximas, além do cinetoplasto,
uma organela contendo DNA condensado. O cinetoplasto é uma organela peculiar da ordem
Kinetoplastida e encontra-se intimamente relacionada & mitocondria do parasita, sendo
considerada como parte dela por muitos autores. Diferente das outras ordens eucariotas, nas
quais cerca de 1% do seu genoma encontra-se nas mitocéndrias, a ordem dos Kinetoplastida
armazena de 16 a 30% de seu genoma no cinetoplasto. O DNA do cinetoplasto (KDNA) possui
seus genes organizados em estruturas circulares e € composto, em média, por 5.000 a 20.000
microcirculos e 50 copias de maxicirculos por rede de cinetoplasto (MOREIRA et al., 2004).
O flagelo do parasita € composto por nove pares de microtubulos, dispostos em circulo, imersos
em matriz citoplasmatica e envolvidos em toda a sua extensdo por uma membrana celular.

Para adaptar-se aos diferentes ambientes, o T. cruzi passa por alteragdes estruturais e
metabolicas. O parasita apresenta de trés formas evolutivas distintas: amastigota,
tripomastigota e epimastigota. A amastigota (Figura 2A) é a forma intracelular do parasita,
sendo encontrada nas células teciduais dos hospedeiros vertebrados. Nesta forma, o parasita
mede de 2 a 6,5 um, tem capacidade de evasdo do sistema imunoldgico (SOARES-SILVA et
al., 2016), ndo possui flagelo proeminente e seu movimento é limitado a rotacdo. As formas
amastigotas multiplicam-se por cissiparidade (fissdo/divisdo binaria) longitudinal a cada 12
horas e transformam-se em tripomastigotas entre 11 e 13 horas ap0s a ruptura celular, causada
pela crescente populacdo de parasitas intracelulares.

A forma epimastigota (Figura 2B) é encontrada no trato digestivo dos vetores, em glandulas
anais de alguns marsupiais (JANSEN et al., 2017) e em cultivos axénicos. Esta forma apresenta
o flagelo livre, bolsa flagelar anterior ao nucleo e mede de 20 a 40 um (considerando o flagelo).
A forma epimastigota é altamente movel, multiplica-se rapidamente por divisdo binéaria e é
conhecida por formar rosetas em cultivos axénicos, que sdo estruturas em forma de flor
compostas por diversos parasitas aglomerados em distribuicdo radial. Nesta forma evolutiva, 0
parasita ndo tolera temperaturas acima de 37° C, por isto, os cultivos axénicos mantém a

temperatura entre 20 e 28° C.
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A forma tripomastigota é a forma infecciosa do parasita, ndo possui capacidade mitotica e
pode ser encontrada como tripomastigota sanguineo ou metaciclico em hospedeiros
vertebrados ou invertebrados (Figura 2C). A forma tripomastigota metaciclica é encontrada no
tubo digestivo dos triatomineos ou nos tubulos de Malpighi (porcdo excretora do sistema
digestivo dos vetores). Nesta forma, o protozoario mede de 12 a 20 um, possui um nucleo

grande e centralizado, aléem de um cinetoplasto com kDNA altamente condensado.

(A) Amastigota

Figura 2 - Desenho esquematico das formas evolutivas do Trypanosoma cruzi e suas organelas.
Fonte: Teixeira et al. (2012).
Nota: (A) Amastigota; (B) Epimastigota; (C) Tripomastigota.

2.3 VIAS DE TRANSMISSAO

As principais vias de transmissdo da doenca de Chagas em humanos sdo a vetorial,
transfusional, congénita, oral, por transplante de 6&rgdos, acidentes laboratoriais e,
recentemente, foi sugerida a possibilidade deste agente ser transmitido sexualmente (ARAUJO
etal., 2017). Em cées, a via vetorial é a predominante, a qual é causada por insetos triatomineos.

Durante a transmisséo vetorial (Figura 3), o barbeiro recebe uma grande quantidade de massa
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alimentar advinda do repasto sanguineo levando a excrecdo de fezes e urina, geralmente na
superficie da pele proxima ao local do repasto. Este excremento contém formas tripomastigotas
metaciclicas do T. cruzi, capazes de penetrar ativamente na mucosa e na pele através de
movimentos ativos e secrec¢do de enzimas histoliticas (DUSCHAK e COUTO, 2009). A picada
do triatomineo pode desencadear um intenso prurido, facilitando a penetracdo do parasita, além
de possibilidade de infeccdo atraveés de superficies mucosas ao levar passivamente as formas
metaciclicas aos olhos ou a boca. Além desta via, especula-se que os cdes sejam infectados
através da via oral, devido ao consumo de animais ou vetores parasitados (MONTENEGRO et
al., 2002; YOSHIDA et al., 2009; SILVA-DOS-SANTOS et al., 2017).

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

)
o
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—7/'
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tripomastigotas metaciclicas
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Figura 3 - Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi em hospedeiros vertebrados e em triatomineos.
Fonte: Argolo et al. (2008).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

De acordo com as caracteristicas clinicas e laboratoriais, a DC pode ser classificada em

duas fases distintas: uma aguda, seguida pela fase cronica. A fase aguda ocorre nos primeiros
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dias ap0s a exposicdo até os proximos dois ou trés meses. Nesta fase, o individuo infectado
apresenta uma parasitemia elevada, baixa titulacdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi e pode
apresentar manifestacGes clinicas inespecificas. A fase cronica, por sua vez, pode ser
classificada em cronica indeterminada ou sintomatica. Esta se instala ap6s a fase aguda e se
estende por toda vida, sendo caracterizada pela presenca de anticorpos IgG anti-T. cruzi e
parasitemia subpatente. A maior parte dos individuos na fase crénica encontram-se no estado
indeterminado, que pode ser “definido pela presenca de infeccdo pelo T. cruzi na auséncia de
manifestacdes clinicas, radiologicas e eletrocardiogréficas de acometimento cardiaco ou
digestivo” (RIBEIRO e ROCHA, 1998). A evolucdo clinica da DC assemelha-se entre
humanos e cées, sendo que os cdes ja foram propostos como um modelo experimental para a
DC (ANDRADE, 1984). De fato, os cées exibem muitos dos sinais e manifestacdes clinicas da
DC humana, embora existam relatos de que a doenca em cées seja mais agressiva, marcada por
parasitemia superior aquela observada em humanos (ENRIQUEZ et al., 2014) e com maior
acometimento neuroldgico e cardiaco, embora sejam raros 0s casos de evolucdo para forma

digestiva em cées.

2.4.1 A doenca de Chagas aguda

Nesta fase, muitas células nucleadas podem ser alvo do T. cruzi. Em seres humanos, 0s
sinais e sintomas iniciam, em geral, entre 4 e 10 dias pds-infeccdo, sendo muitas vezes
semelhantes aos de uma virose. Desta forma, os individuos infectados podem apresentar febre,
diarreia, mal-estar, fraqueza, anorexia, linfonodomegalia, esplenomegalia, hepatomegalia,
inflamacdo no local da picada (também conhecido como “chagoma de inoculagdo”, em casos
de transmissdo vetorial), edema da palpebra (conhecido como “Sinal de Romafia”), além de
distarbios cardiacos (ARGOLO et al., 2008).

Achados clinicos em cées foram relatados em animais experimentalmente infectados, como
elevacdo da temperatura retal, chegando a 40° C, paraplegia, diarreia, linfonodomegalia,
hepatomegalia, esplenomegalia e respiracdo irregular. Cées infectados pela via conjuntiva
ocular apresentaram edema uni ou bilateral das palpebras, acompanhado de lacrimejamento,
analogo ao sinal de Romafia observado em humanos. Neste mesmo estudo, 17% dos 64 cées
evoluiram para morte subita (DIAS et al., 2016). Em um segundo estudo, cédes jovens foram
experimentalmente infectados por maltiplas vias, incluindo a via conjuntiva, sendo observada
uma mortalidade variavel de acordo com a cepa, oscilando entre 53% nos animais infectados
com a cepa Be-78 a 26.3% em animais infectados com a cepa Be-62 (DE LANA et al., 1992).
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Tais indices sdo superiores a mortalidade observada na DC aguda humana, a qual é de
aproximadamente 2.8% (MARTINS-MELO et al., 2012).

Nesta fase, cées experimentalmente infectados desenvolvem anomalias cardiacas analogas
aquelas observadas em humanos, como bradicardia e miocardite (Figura 4C), além de
distarbios eletrocardiograficos, como bloqueio atrioventricular de primeiro grau, inversdo da
onda T e alteragdes inespecificas do segmento ST (ANDRADE et al., 1994). A maioria dos
animais desenvolve uma miocardite andloga aquela encontrada em humanos (ANDRADE,
1999; ANDRADE, FERRANST et al., 1994; GUEDES et al., 2009). De fato, analises
histopatoldgicas em cées revelaram a presenca de células inflamatdrias, predominantemente
macrdfagos e linfécitos, localizadas proximas aos cardiomiocitos lesionados ou fragmentos de
células, um cenédrio comum na miocardite chagasica humana (ANDRADE, 1999). Avalia¢Ges
estruturais revelaram a presenca de até 90 amastigotas no citoplasma dos midcitos (Figura 4A)
destes cdes. Células apoptdticas e necrdticas, semelhantes as encontradas em humanos, foram
observadas nos cortes histoldgicos do tecido cardiaco destes animais (Figura 4B) (ZHANG et
al., 1999).

Figura 4 - Achados clinicos e laboratoriais da doenca de Chagas aguda em caes.

Fonte: Almeida et al. (2013).

Nota: (A) Analise histoldgica revelando a presenca de amastigotas proximas as células mononucleares
no intersticio do miocérdio (seta), coradas com hematoxilina-eosina, com aumento de 100x; (B)
Infiltrados celulares em maltiplas zonas graves no intersticio do miocéardio, aumento de 40x, coloracéo
hematoxilina-eosina; (C) Cardiomegalia chagasica em coracdo canino. O cora¢do encontrava-se com
aspecto notavelmente globdide e com focos brancos na superficie do epicardio do ventriculo direito.

2.4.2 A doenga de Chagas cronica

Por conta do desenvolvimento de uma resposta imune especifica, marcada pela producéao
de anticorpos especificos IgG anti-T. cruzi e uma resposta celular especifica, a parasitemia e o
parasitismo tissular sofre uma diminuigéo substancial, caracterizando assim o fim da fase aguda
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da DC. No entanto, o parasita pode ndo ser eliminado completamente do organismo, ele ainda
pode persistir em sua forma intracelular (amastigota), escondido nos tecidos biologicos solidos,
especialmente no masculo cardiaco, figado, baco, nos ganglios entéricos e no tecido adiposo
(NAGAJYOTHI et al., 2009; RASSI e MARIN-NETO, 2010). Inicia-se, desta forma, uma fase
cronica que pode ser sintomatica ou indeterminada (assintomatica), as quais sao caracterizadas
por uma parasitemia baixa, ausente ou abaixo do nivel de deteccdo, acompanhada por uma
elevada presenca de anticorpos IgG anti-T. cruzi. A fase cronica sintomética pode apresentar-
se nas formas cardiacas e/ou digestivas da doenca. Em humanos, afeta cerca de 30% dos
individuos infectados (OMS, 2010b). Em cées, ndo ha estimativas do percentual de animais
que evoluem para a forma sintomatica. A fase cronica sintomética € caracterizada por
alteracbes patologicas nos tecidos afetados, como aquelas observadas no sistema de
condutividade do mdusculo cardiaco, modificacGes estruturais do miocéardio e/ou, mais
raramente, do es6fago e colon.(YAMAGATA; NAKAGAWA, 2006)

Os cdes desenvolvem alteracdes patoldgicas similares aquelas descritas em seres humanos.
De fato, 0s animais podem desenvolver cardiomegalia (Figura 4C), congestdo cardiaca e/ou
hepética, fibrose cardiaca, hipertrofia ventricular, (COURA, 2003), linfonodomegalia
generalizada e hepatoesplenomegalia (ANDRADE, 1999). Embora ndo existam estudos
veterinarios de morbimortalidade da DC em cées, ha relatos de mortes subitas (ALMEIDA et
al., 2013; BARBOSA-PLIEGO et al., 2009; SARKAR et al., 2010), nas quais, em analises
histoldgicas post-mortem, revelou-se tratar de casos fatais de tripanossomiase americana (DC)
canina, sendo que a miocardite granulomatosa necrotizante associada a formas amastigotas do

T. cruzi foi o achado microscopico predominante nestes casos (WILLIAMS et al., 1977).

2.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnostico laboratorial da doenca de Chagas ndo é simples e seu éxito depende de
multiplos fatores, como o tempo de infeccdo, o nivel da parasitemia, 0 método diagndstico, a
possibilidade de reagdes cruzadas e a parasitemia.

O diagndstico na fase aguda visa observar diretamente o parasita através da técnica de gota
espessa ou indiretamente através do xenodiagndstico ou hemocultivo. Nesta fase, o parasita é
encontrado na sua forma tripomastigota circulando na corrente sanguinea e o seu achado é
considerado o padrdo ouro para o diagnéstico da DC. Os métodos soroldgicos ndo séo

adequados para diagnosticar a doenca na fase aguda, considerando que nesta fase, 0s exames
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diretos possuem um melhor desempenho. Este fato se deve a auséncia ou baixos titulos de
anticorpos 1gG especificos e a inexisténcia de testes comerciais para deteccao de IgM anti-T.
cruzi.

O diagndstico por meio do xenodiagndstico baseia-se na infec¢éo experimental de um vetor
apos repasto sanguineo em individuos com suspeita de infeccéo. Este é 0 método que apresenta
a maior sensibilidade na fase aguda. No entanto, o xenodiagnostico, esta caindo em desuso no
Brasil, em virtude de ser uma metodologia laboriosa, necessitar de instalacGes especiais para a
manutenc¢do do vetor, apresentar baixa sensibilidade na fase crénica e por ser inconveniente
para o usuario (ORTIZ et al., 2015).

O hemocultivo compartilha muitas limitagcdes descritas no xenodiagnostico, considerando
que ambas as metodologias visam expandir a populagdo parasitaria em um segundo recipiente
(ORTIZ et al., 2015). No hemocultivo, ndo ha a necessidade de se criar animais ou
triatomineos, porém, ¢ um método laborioso, ndo é automatizado e a analise final pode demorar
até 3 meses para uma conclusdo diagndstica (XAVIER et al., 2012).

Na fase crbnica, os métodos soroldgicos indiretos sdo os mais apropriados para o
diagnédstico da DC, devido a parasitemia subpatente ou ausente e presenca de anticorpos
especificos, principalmente IgG anti-T. cruzi. Dentre 0s ensaios sorologicos empregados estdo
a imunofluorescéncia indireta (IFI), a hemaglutinacdo indireta (HAI), o0s testes
imunocromatograficos e a técnica de imunoadsorcdo enzimatica (ELISA), sendo esta Ultima a
mais utilizada devido a sua baixa complexidade, capacidade de automacdo e alta eficiéncia
diagnostica, porém, esta plataforma apresenta um desempenho variavel de acordo com o
antigeno empregado (ROSARIO et al., 2005; SANTOS, 2016a, 2016b). O método de ELISA
(Figura 5) utiliza um antigeno adsorvido a fase solida de microplacas de poliestireno. Os po¢os
das microplacas, uma vez sensibilizados com os antigenos, sdo expostos ao material analisado
e incubados para que ocorra a interacdo antigeno-anticorpo. Caso ocorra a ligacdo do anticorpo
ao antigeno, um segundo anticorpo, anti-lIgG conjugado a uma enzima peroxidase de rabanete
(HRP) € adicionado ao po¢o. Em seguida, uma mistura de substrato enzimatico com um agente
cromogeno é acrescentada. Caso 0 conjugado esteja presente, havera mudanca de cor em um
nivel diretamente proporcional a quantidade de anticorpos presentes, considerando que este é

um método ndo-competitivo.
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A - Fase solida sensibilizada B - Incubagdo com o C - Incubagao com anticorpo D - Adigao de substrato
com o antigeno soro secunddrio marcado erevelacdo da cor

ool %5 Lii

Figura 5 - Desenho esquematico do procedimento de ELISA indireto.
Fonte: Santos (2016a).

E - Leitura automatizada

O principio da IFI baseia-se na interacdo de anticorpos anti-T. cruzi presentes em uma
amostra frente a epimastigotas fixadas em laminas de vidro para microscopia. A ligacao
antigeno-anticorpo € revelada através da interacdo com um anticorpo secundario conjugado a
um fluoréforo. A IFI, por utilizar o parasita inteiro, tende a ter alta sensibilidade, mas baixa
especificidade. Apesar de ainda ser empregada, esta metodologia esta caindo em desuso devido
a laboriosidade da técnica, que necessita do parasita inteiro para confec¢do das laminas, a
ocorréncia de reacBGes cruzadas, subjetividade da interpretacdo dos resultados e por sua
incapacidade de automacéo, assim como a HAIL. A HAI apresenta limitacfes similares, além
de depender da interpretacdo visual do operador e necessitar de diluigdes seriadas, o que afeta
negativamente seu rendimento em rotina.

O consenso brasileiro sobre a DC (DIAS et al., 2016) recomenda o0 emprego de dois testes
soroldgicos distintos, sendo um com maior sensibilidade e outro de maior especificidade, para
a o diagnostico laboratorial da doenca crénica em humanos. Além dos testes soroldgicos, ha
também as técnicas moleculares, como a PCR, que investigam a presenca do material genético
do parasita, logo, sua sensibilidade € diretamente proporcional a parasitemia, porém, como a
fase crbnica é caracterizada pela baixa parasitemia, esta técnica tende a ter baixa sensibilidade,
apesar da alta especificidade. Embora a utilizacdo de primers que se anelem a sequéncias de
kDNA aumente a sensibilidade da PCR, a utilizacdo de técnicas moleculares para diagnostico
na fase cronica da doenca sdo desaconselhados (BRASIL et al., 2010). Por conta da parasitemia
subpatente, o desempenho diagnostico da PCR na fase cronica apresenta baixa sensibilidade,
por isto, metodologias diretas, mesmo moleculares, sdo desaconselhadas para diagnosticar a
DC cronica (BRASIL et al., 2010).

2.6 EPIDEMIOLOGIA
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O T. cruzi é prevalente na maior parte do continente americano e pode ser encontrado desde
0 Sul dos Estados Unidos até o sul da América Latina. Apesar do parasita encontrar-se bem
estabelecido no continente americano, ele ndo esta restrito a esta localidade. De fato, em virtude
do aumento do fluxo migratorio de individuos infectados provenientes de areas endémicas, a
DC encontra-se em expansdo para novos continentes e regides nao-endémicas, em especial
para paises da Europa, América do Norte, Oceania e Asia (Figura 6) (OMS, 2010a, 2010b).
Além disso, mudangas climaticas associadas a presenca de hospedeiros infectados podem
ocasionar a dispersdo de triatomineos para outros territorios, contribuindo para propagacéo da
doenca (KLOTZ et al., 2014).

Figura 6 - Rotas migratorias de individuos portadores da doenca de Chagas de areas endémicas
para paises ndo endémicos.
Fonte: Vifias et al (2010).

Até o momento, mais de 150 espécies de barbeiros ja foram descritas como potenciais
agentes vetores para a transmissao do T. cruzi. Destas, 52 sdo encontradas no Brasil, sendo
apenas 5 com habitos domésticos (SCHOFIELD, 2000). O Triatoma infestans é a Unica espécie
de ciclo exclusivamente domeéstico, exceto na Bolivia, onde demonstra habitos peridomiciliares
e silvaticos, habitando fissuras nas pedras e realizando o repasto sanguineo em roedores do
género Cavia spp. (porquinhos da india) (CORTEZ et al., 2010).

Embora seja evidente o decréscimo da prevaléncia e incidéncia da DC humana na América
Latina, especialmente depois de 1991, com a Iniciativa do Cone Sul, um programa de controle

vetorial intergovernamental, envolvendo os governos da Argentina, Brasil, Paraguai, Uruguai,
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Chile e Bolivia, a DC continua representando um risco global. De fato, espécies de triatomineos
foram encontradas desde o Sul da América do Norte até regides costeiras do continente
africano, Oriente Médio, Asia e regides ocidentais do Pacifico, tendo se espalhado através do
comeércio maritimo da América Latina desde o inicio do século XVI (SCHMUNIS e YADON,
2010).

Além da transmissdo vetorial, a transmissdo oral obteve notoriedade nos ultimos anos
devido ao seu papel nos surtos da doenga de Chagas humana. Estes surtos ocorrem por conta
do consumo de alimentos contaminados com as fezes de vetores infectados, que por sua vez,
séo ricas nas formas tripomastigotas metaciclicas do parasita. De fato, no Brasil, ha diversos
relatos do surtos da doenca, onde a infeccdo se deu através da via oral, pelo consumo de agai
(Euterpe oleracea) e cana-de-aclcar (Saccharum officinarum) (NOBREGA et al., 2009).
Surtos decorrentes da infeccdo oral também foram observados na Venezuela, onde a infeccao
oral se deu provavelmente através do suco contaminado de goiaba (Psidium guajava)
(ALARCON DE NOYA et al., 2010). Ademais, a infeccdo oral tende a ser mais grave do que
a infecgdo vetorial, apresentando sintomas mais profundos e um aumento da mortalidade em
humanos, quando comparados a infeccdo vetorial (SILVA-DOS-SANTOS et al., 2017).
Estudos com cées experimentalmente infectados, o indculo quando realizados através da via
conjuntiva é em torno de 2.000 parasitas por quilograma (LANA et al., 1992), porém, por via
intra-peritoneal, o in6culo é de 25.000 parasitas por quilograma (ANDRADE, 1984).

A forca de infeccdo (infecciosidade) dos cées, isto €, a capacidade do hospedeiro em
infectar vetores, é diretamente proporcional a parasitemia, por isto, cdes demonstram ter uma
infecciosidade superior aos dos seres humanos. Ademais, a forca de infeccdo entre um
triatomineo e um cdo pode ser até 50 vezes superior aquela observada em humanos apds um
Unico repasto sanguineo (GURTLER e CARDINAL, 2015). A infecciosidade ¢
significativamente aumentada em cdes malnutridos, provavelmente em decorréncia do
comprometimento do sistema imunologico (JIMENEZ-COELLO et al., 2010a), acentuando o
papel epidemioldgico de animais abandonados ou cées de rua.

O T. cruzi apresenta ampla variag@o genetica, apresentando mais de 6 mil cepas circulantes
do parasita organizadas em sete categorias denominadas de DTUs (Discrete typing units), Tcl
até TcVI, além do TcBat, um DTU recentemente proposto e de ciclo predominante em
morcegos (ZINGALES, 2018). A Tcl é a DTU mais amplamente distribuida, como ilustrado
na figura 7, sendo encontrada desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina e é mais

frequente em reservatérios bioldgicos e vetores, enquanto o Tcll apresenta uma maior
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incidéncia em humanos (BRENIERE et al., 2016). Dentre as DTUs, a Tcl é a mais comum
tanto no ciclo silvatico quanto no doméstico e exibe uma elevada variacdo genética
(BRENIERE et al., 2016).

3.0% 6.2% 3.5%
Ciclo 73.9% 7.1%
Silvdtico
32% 3.0%
2.2%
Ciclo 46.8% 12.6% 23.9%
Doméstico
4.0%
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
OTcbat OTcl @ETcll WTclll ETclV @ETcV B TcVI

Figura 7 - Distribuicdo mundial das DTUs do Trypanosoma cruzi circulantes em animais (domésticos
e silvestres) e humanos.
Fonte: Modificado de Breniére et al. (2016).

As DTUs Tcll, V e VI estdo mais associadas a ciclos domésticos e infec¢cbes humanas nos
paises do Cone Sul. As DTUs Tclll e IV sdo encontradas especialmente nos ciclos silvaticos
das florestas tropicais. Ja estd bem estabelecido que uma infec¢cdo com mais de uma DTU
podem coexistir no mesmo vetor ou em um unico hospedeiro (MONJE-RUMI et al., 2015). O
TcBat, previamente identificado em morcegos, foi recentemente isolado em humanos. Nesta
ocorréncia, tratou-se de uma crianga colombiana de 5 anos com uma co-infec¢do com isolados
das DTUs TcBat e Tcl (RAMIREZ et al., 2014). A TcV e TcVI sdo mais comumente
associadas ao ciclo doméstico, embora o TcVI ocorra mais em cédes do que em seres humanos.
A figura 8 ilustra arelacdo das DTUs do T. cruzi nos ciclos doméstico, peridoméstico e silvatico
envolvendo hospedeiros, reservatorios, sentinelas e vetores no Brasil (GURTLER et al, 2015;
ROCHA et al., 2013a; 2013b;).

Desta forma, fica evidente a importancia dos cées no ciclo da DC e, consequentemente, a
necessidade do desenvolvimento de métodos diagndsticos capazes de identificar corretamente
animais infectados em areas endémicas, auxiliando no sucesso dos programas de controle

vetorial.
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Figura 8 - llustracdo da intercalacdo dos ciclos e DTUs entre os ciclos doméstico, silvatico e
peridoméstico de transmissdo do Trypanosoma cruzi no Brasil.

Fonte: Modificado de Gdrtler et al (2015).

Nota: As rotas pontilhadas representam o ciclo silvestre, as rotas tracejadas representam o ciclo
peridoméstico e as rotas de linhas continuas representam o ciclo doméstico da DC.

2.7 A DOENCA DE CHAGAS E 0S CAES

Cées infectados com o T. cruzi apresentam muitos sinais clinicos similares aos relatados
em humanos, tanto na fase aguda quanto na cronica, de forma que estes animais sao usados
como modelo experimental para DC (ANDRADE, 1984; GUEDES et al., 2009; LANA;
CHIARI; TAFURI, 1992). De fato, cdes experimentalmente infectados apresentaram
alteragfes nos niveis de marcadores inflamatorios, como o aumento de IFN-y e TNF-a e
diminuigdo de IL-10, alteracOes similares ao da cardiomiopatia chagésica observada em
humanos. Por conta desta similaridade clinica, os cdes também ja foram utilizados como
modelo pra o desenvolvimento de quimioterapicos para DC (GUEDES et al., 2009). Ha relatos
que cdes desenvolvam uma maior parasitemia que a observada em humanos (ENRIQUEZ et
al., 2014), favorecendo a sua infecciosidade para insetos vetores, revelando umas das razoes

do animal ser considerado o reservatorio doméstico mais importante do T. cruzi.
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O papel dos cdes como animais sentinela é bem estabelecido por diversos autores, porém,
sua funcdo como reservatorios, segundo Jansen (2008), ndo ocorre em todos 0os ambientes. De
acordo com Jansen (2008), em quatro ambientes analisados (Navegantes-SC, Redencao-CE,
Cachoeiro do Arari-PA e Panacauera-PA) os cdes atuavam como barreira bioldgica, visto que
estdo expostos ao ciclo de transmissdo, mas sem participacao ativa na amplificacdo do parasito,
uma vez que ndo apresentaram hemocultivos positivos, indicando uma parasitemia subpatente.
Paradoxalmente, em um estudo realizado no Texas, 91% dos cées sorologicamente reativos
para DC apresentaram parasitemia ativa, evidenciada pela deteccdo de kDNA em PCR
(ENRIQUEZ et al., 2013). Em um outro estudo, na Argentina, os investigadores observaram
parasitemia em 86% dos animais sorologicamente reagentes, 0 que corrobora, segundo 0s
autores, para a hipotese do cdo exercer o papel de reservatorio (ENRIQUEZ et al., 2014). Os
indices discrepantes de parasitemia canina entre os estudos supracitados podem ser devidos aos
métodos de diagnostico empregados ou as diferentes cepas circulantes. Considerando que cada
cepa diverge em termos de viruléncia (ZINGALES, 2018), é possivel que as circulantes
naquela regido sejam menos adaptadas a infeccdo canina, o que explica as observagoes
realizadas por Jansen et al. (2008). Contudo, outros estudos conduzidos no Brasil encontraram
altos indices de parasitemia entre os cées, chegando a 60% de positividade nos hemocultivos
dos animais sorologicamente reagentes para T. cruzi no municipio de Botucatu, Sdo Paulo
(LUCHEIS et al., 2005). Em um outro estudo, no Mexico, 0s autores observaram uma
soroprevaléncia canina em 42/345 (12.1%) e parasitemia em 10/42 (23.8%) dos animais
sorologicamente reagentes para T. cruzi. Apesar do papel do cdo como reservatorio ser
controverso para alguns autores, animais sorologicamente positivos sdo reportados em diversos
outros estudos como reservatorios e/ou sentinelas e, por isso, a soropositividade dos cdes
domesticos tem sido referida como fator de risco em modelos matematicos de vulnerabilidade
epidemioldgica para DC em humanos (COFFIELD et al., 2013).

A prevaléncia do T. cruzi em animais domesticos provenientes de areas endémicas,
especialmente cées, tende a ser superior aquela observada em humanos (CASTILLO-NEYRA
et al., 2015; GONZALEZ et al., 2015; LIMA et al., 2012). Adicionalmente, a propor¢éo de
triatomineos parasitados pode aumentar em até 4.5 vezes em residéncias onde ha cées
sorologicamente positivos para T. cruzi, elevando assim o risco de infecgdo humana em adultos
e criancas. (GURTLER et al., 2005). Ademais, o ciclo de infeccdo em cées esta associado ao
ciclo doméstico e peridomestico, uma vez que o cdo parasitado pode reintroduzir o parasita em

vetores domésticos (Figura 8) e pode atrair vetores para ambientes domésticos. De fato, ha
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relatos nos quais os cédes foram apontados como a principal fonte alimentar para os triatomineos
em areas domésticas e peridomésticas, seguidos por humanos e aves (FERNANDES et al.,
1992). Esta situacdo pode ser explicada devido aos habitos dos cdes domesticos passarem a
maior parte do tempo circulando fora da casa, alimentarem-se de barbeiros e terem parasitemia
superior a dos seres humanos (GURTLER et al., 1991; ENRIQUEZ et al., 2014; GURTLER e
CARDINAL, 2015).

Estes animais podem exercer a funcéo de sentinelas do T. cruzi, evidenciando a presenca
do parasita, do seu ciclo de transmissdo e apresentando correlagdo com a positividade em
humanos (GURTLER et al., 2007; 2014; GURTLER e CARDINAL, 2015). As taxas de
infeccdo natural pelo T. cruzi em cdes variam de acordo com a situacédo epidemioldgica de cada
localidade e geralmente sdo elevadas quando ha altos indices de triatomineos infectados
(LUCHEIS et al., 2005; ELOY et al., 2009).No norte do Chile a prevaléncia chega a 10,3%
(GONZALEZ et al., 2015), enquanto que no México (PORTUGAL-GARCIA et al., 2011) e
no nordeste da Argentina (ENRIQUEZ et al., 2013) a prevaléncia foi de 24,2% e 50,1%,
respectivamente (QUADRO 1). Nas imediacdes do Parque Nacional da Serra da Canastra, no
estado de Minas Gerais, Brasil, foi encontrada a prevaléncia em cées de 29,4% (ROCHA et al.,
2013b). Ndmeros elevados de positividade também foram descritos em animais em
Abaetetuba-PA (57,1%) (ROQUE et al., 2013), em Taua-CE (38%) (BEZERRA et al., 2014),
no Parque Nacional da Serra da Capivara-P1 (11%) (HERRERA et al., 2005) e em Jaguaruana-
CE (21,9%) (SARQUIS et al., 2004).

Em um estudo realizado no Brasil, 50 cdes domésticos pertencentes a 30 individuos com
DC cronica, foram avaliados por métodos diretos e indiretos. Dos 50 animais avaliados, 43
(86%) apresentaram reatividade em algum dos testes utilizados, sendo que 34 animais (68%)
apresentaram positividade no xenodiagnostico e foi possivel o isolamento do parasita através
de hemocultivo em 30 animais (60%), o que é um indicativo de parasitemia (LUCHEIS et al.,
2005).

Segundo um estudo epidemioldgico de integracdo de dados, ocorreram 15 inquéritos
sorologicos para a tripanossomiase americana canina no Brasil, avaliando, ao todo, 3.405 caes,
sendo que 501 (14.71%) destes, apresentaram positividades em algum teste diagndstico.
Considerando apenas os estudos que se utilizaram de dois testes soroldgicos distintos e
independentes e/ou métodos diretos, 2182 cées foram analisados e 359 (16.45%) apresentaram
resultados positivos (BROWNE et al., 2017). Apenas um estudo ocorreu na Bahia, sendo que

0 método de diagndstico foi através de PCR, uma técnica de baixa sensibilidade na fase cronica,
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utilizando-se iniciadores de genes ribossdmicos, identificando apenas 2 (0.5%) animais com
parasitemia, em um total de 272 amostras caninas analisadas.

Cées sorologicamente reagentes para anticorpos IgG anti-T. cruzi foram recentemente
identificados em col6nias de imigrantes localizadas no sul do 1 (EUA), com soroprevaléncias
variando entre 19.6% a 31.6% (CURTIS-ROBLES et al., 2017). Em alguns destes animais, foi
detectado kDNA de T. cruzi em sangue periférico, indicando parasitemia. Neste estudo, 0s cées
apresentavam parasitemia maior do que aquela relatada em humanos, o que aumenta a sua
importancia epidemioldgica, considerando que a parasitemia sérica € diretamente proporcional
a infecciosidade, o que ilustra o potencial papel destes animais como reservatorios biologicos
domésticos do T. cruzi (CASTILLO-NEYRA et al., 2015).

2.8 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA DC EM CAES

O diagnostico da DC em cdes apresenta limitagdes importantes por diversos fatores. A
principal limitacdo estd na auséncia de testes sorol6gicos comerciais para a deteccdo da
infecgdo. Até o momento, os inquéritos soroldgicos sobre DC canina disponiveis na literatura
cientifica utilizaram metodologias adaptadas de sistemas de diagndstico humano ou
desenvolvido in house, empregando antigenos nativos (Quadro 1). Tais estudos utilizaram
predominantemente as técnicas de ELISA e IFI, além de ensaios imunocromatogréaficos
empregando a proteina A ligada a ouro coloidal como conjugado. Desta forma, torna-se
desnecessaria a utilizacdo de um anticorpo secundario conjugado, que € especifico para cada
espécie. O Western blot (WB) e a HAI também ja foram empregados em inquéritos sorolégicos
em cdes, porém com menor frequéncia, provavelmente por causa da laboriosidade e custo
destas metodologias. Ademais, ha o problema da reatividade cruzada com outros
tripanosomatideos, como por exemplo o Trypanosoma rangeli, Trypanosoma caninum,
Trypanosoma evansi ou parasitas do género Leishmania spp. Como a maior parte dos
inquéritos sorologicos utilizaram antigenos nativos, um grande numero de reagdes cruzadas foi
observado, especialmente nos locais de co-endemicidade entre o T. cruzi e espécies do género
Leishmania spp. (UMEZAWA et al., 2009; VEGA BENEDETTI et al., 2013). Por isso, 0s
inquéritos soroldgicos empregaram mais de uma metodologia soroldgica para determinar o

estado sorologico dos animais analisados, conforme descrito no Quadro 1.
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Quadro 1 — Detalhamento dos ensaios soroldgicos utilizados para determinacdo da DC em cdes em estudos
de corte-transversal, bem como a prevaléncia encontrada para cées e humanos, quando disponiveis.

us

us

us

GD

GF

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX

MX
MX
MX

MX

MX

MX
MX
PA
PE

PE
VE

Prevaléncia
(%)
C H
40.1 ND
50 ND
11.3 40
276 47.1
37.1 ND
29.4 ND
38 ND
a7 45
53 ND
362 ND
18.8 ND
271.7 0
23.9 ND
19.6 1.3
149 ND
4.3 ND
3.9 ND
8.8 ND
24.6 ND
1.2 ND
10.6 4
21 7.1
17.5 ND
9.8 ND
17.3 ND
34 8
7.6 0.1
24.5 ND
24.2 1.2
0.34 ND
8.1 ND
4.44 ND
111 ND
12.7 ND
19.8 149
61.7 17.8

Metodologias
sorolégicas

EIA, IFI, HAI
EIA, IFI, HAI
EIA, IFI, HAI
EIA, IFI, HAI
EIA, IFI
EIA, IFI
EIA, IC, IFI
EIA, IFI
EIA, IFI
EIA, IFI
EIA

EIA, IFI, HAI
IC, IFI
IC, IFI

EIA, ALTA
IC
IC
EIA
EIA
EIA, WB
EIA, IFI

EIA, IFI, HAI

EIA, IFI, HAI

IFI, WB, PCR

EIA, IFI, WB

EIA, IFI, WB
EIA, IFI, WB
EIA, HAI

EIA, IFI

EIA, HAI

EIA, WB
EIA, IFI
EIA, IFI, WB
EIA, WB

EIA, WB
EIA, IFI

Antigeno (ELISA/IC)

Purificado (Flagelar)
Purificado (Flagelar)
Purificado (Flagelar)
Purificado (Flagelar)
ND (Comercial adaptado)
ND (Comercial adaptado)
ND

Lisado/Extrato (Tripomastigota)
ND (Comercial adaptado)
ND
Lisado/Extrato (Tripomastigota)

ND (Comercial adaptado)

Recombinante (Comercial
adaptado)
Recombinante (Comercial
adaptado)

Lisado/Extrato (Epimastigota)

Recombinante (Comercial
adaptado)
Recombinante (Comercial
adaptado) *

Lisado/Extrato (Epimastigota)
Lisado/Extrato (Epimastigota)
Lisado/Extrato (Tripomastigota)
Lisado/Extrato (Tripomastigota)
Lisado/Extrato(Tripomastigota)

Lisado/Extrato (Tripomastigota)

Lisado/Extrato (Epimastigota) e
comercial adaptado
Lisado/Extrato (Epimastigota) e
comercial adaptado
Lisado (Epimastigota) e
comercial adaptado
Lisado/Extrato (Tripomastigota)

ND (Comercial adaptado)
Lisado/Extrato (Epimastigota)
Lisado/Extrato (Epimastigota)

Lisado/Extrato (Epimastigota) e

recombinante

Lisado/Extrato (Epimastigota)
Comercial (Adaptado)

Lisado/Extrato (Epimastigota)

Lisado/Extrato (Epimastigota)
Lisado/Extrato (Epimastigota)

Cepa (ELISA/IC)

Tulahuen
Tulahuen
Tulahuen
Tulahuen
Bio-Manguinhos
Bio-Manguinhos
ND
ND
Bio-Manguinhos
ND
ND

Biozima Chagas

Trypanosoma Detect®
e Chagas Stat-Pak
Trypanosoma Detect®
e Chagas Stat-Pak®

CL-Brener
Trypanosoma Detect®
Chagas Stat-Pak®
ND
ND
Cocula
Ninoa
SylvioX10/4

SylvioX10/4

Chagatest V3.0
(adaptado)
Chagatest V3.0
(adaptado)
Chagatest V3.0
(adaptado)
Ninoa

Biozima Chagas

CL-Brener, Mor-5, Hl,
INC-5, NAY

Biozima Chagas

TBAR/MX/0000/
Querétaro, HSP90
(Recombinante)
INC-9
Chagatest (Adaptado)

Y

Arequipa
Peru

Referéncia

(LAURICELLA et al., 1998)
(GURTLER et al., 2007)
(MONJE-RUMI et al., 2015)
(MONJE-RUMI et al., 2015)
(XAVIER et al., 2012)
(ROCHA et al., 2013b)
(BEZERRA et al., 2014)
(LIMA et al., 2012)
(EDITH et al., 2018)
(XAVIER et al., 2014)
(GONZALEZ et al., 2015)
(MONTENEGRO et al.,
2002)

(NIETO et al., 2009)

(CURTIS-ROBLES et al.,
2017)
(SHADOMY; WARING;
CHAPPELL, 2004)

(ROSYPAL et al., 2010)

(TAHIR et al., 2018)

(GARCIA-VAZQUEZ et al.,
1995)
(GARCIA-VAZQUEZ et al.,
1995)
(CAMPOS-VALDEZ et al.,
LABAT, 2001)
(SOSA-JURADO et al.,
2004)
(ESTRADA-FRANCO et al.,
2006)
(ESTRADA-FRANCO et al.,
2006)
(JIMENEZ-COELLO et al.,
2008)
(JIMENEZ-COELLO et al.,
2008)
(JIIMENEZ-COELLO et al.,
2010b)
(BALAN et al., 2011)
(BARBOSA-PLIEGO et al.,
2011)
(PORTUGAL-GARCIA et
al., 2011)
(QUIJANO-HERNANDEZ et
al., 2012)

(MARTINEZ et al., 2014)

(GONZALEZ et al., 2015)
(PINEDA et al., 2011)
(CASTILLO-NEYRA etal.,
2015)

(ALROY et al., 2015)
(CRISANTE et al., 2006)

Fonte: O autor.
Nota: ALTA: flow cytometry detection of anti-live trypomastigote antibodies; AR: Argentina; BR: Brasil; C:
Cées; CL: Chile; CR: Costa Rica; EIA: Ensaio de imunoadsor¢do enzimatica; GD: Granada; GF: Guiana
Francesa; H: humanos; HAI: ensaio de hemaglutinagdo indireta; IC: imunocromatografia; MX: México; PA:
Panama; PE: Peru; US: Estados Unidos da América; VE: Venezuela; WB: Western blot. Os testes
Trypanosoma Detect® e CHAGAS STAT-PAK empregam os antigenos ITC-6 e ITC-8.2 e os antigenos B13,
1F8 e H49/JL7 como antigenos, respectivamente.



2.9 ANTIGENOS IBMP

Os antigenos utilizados neste estudo, denominados IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-

8.3 e IBMP-8.4 (acrbnimos para o Instituto de Biologia Molecular do Parand), foram

previamente avaliados em humanos pelo nosso grupo. Trata-se de quatro antigenos

quiméricos formados por sequéncias imunodominantes, conservadas e repetitivas de

diversas proteinas do T. cruzi (Quadro 2). As proteinas quiméricas IBMP séo formadas

por sequéncias antigénicas descritas na literatura (SANTOS, 2016; SANTOS, et al.,

2016a, 2016b). Os antigenos foram previamente avaliados quanto ao seu potencial

diagnostico em seres humanos, suas caracteristicas moleculares, incluindo estabilidade,

estado de agregacdo em diferentes condic¢des de temperatura, forga idnica e composi¢ao

de estrutura secundéaria também foram analisadas (SANTOS, 2016).

Quadro 2 - Composicgao dos antigenos recombinantes IBMP.

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

Fonte: Modificado de Santos (2016).
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Em um estudo de fase | realizado pelo nosso grupo, utilizando um painel soroldgico

humano de 280 amostras positivas e 20 negativas para a DC, foi observado que os antigenos

IBMP apresentaram elevado poder discriminatorio entre amostras positivas e negativas. Este

tipo de estudo tem como objetivo analisar a capacidade de um teste em discriminar individuos

portadores daqueles individuos ndo-portadores do agravo. Nesta avaliagdo, todos 0s antigenos

obtiveram valores de area abaixo da curva ROC (AUC) que variaram de 98,39% a 99,98%.
(SACKETT et al., 2002)
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Subsequentemente, o0s antigenos foram submetidos ao estudo de fase Il, um estudo caso-
controle, que teve como objetivo analisar a probabilidade de um teste fornecer resultados
positivos em individuos com o agravo e a probabilidade deste teste em dar um resultado
negativo em individuos ndo portadores do agravo (SACKETT et al., 2002). Para esta
finalidade, foram avaliadas 857 amostras de individuos com a forma crénica da DC,
provenientes de diferentes regides geograficas do Brasil e de paises da América Latina, bem
como 689 amostras ndo reagentes. Adicionalmente, foi avaliado um painel de 1.079 amostras
reagentes para outras doengas infecto-parasitarias a fim de verificar a ocorréncia de reacGes
cruzadas. Neste estudo, a sensibilidade e especificidade variaram de 94,3% a 99,3% e 99,4% a
100%, respectivamente, sendo observado um desempenho diagnéstico superior ao dos testes
comerciais disponiveis no Brasil, baixo indice de reatividade cruzada e elevada
reprodutibilidade intra-teste, inter-teste e inter-laboratorial.

O nosso grupo recentemente avaliou os antigenos em amostras séricas humanas para o
diagnostico sorologico da DC em individuos de diferentes paises, endémicos (DEL-REY e
LEONY et al., 2019) e indenes (DOPICO et al., 2019) para o T. cruzi, inclusive em cenarios
onde hé& coendemicidade com Leishmania spp. (DALTRO et al., 2019). Os parametros de
desempenho dos antigenos quiméricos mantiveram-se dentro do esperado, ndo apresentando
variacOes estatisticamente significante de performance nos ensaios com amostras humanas.

Levando em consideracdo o desempenho diagndstico destes antigenos em ensaios
humanos, a importancia da DC canina, tanto para o bem-estar dos animais quanto para a
avaliacdo epidemioldgica, além do papel do cdo como reservatdrio e/ou sentinela bioldgico e
a auséncia de testes comercialmente disponiveis para DC em cées, fica evidente a existéncia
de uma lacuna tecnoldgica, o que nos motivou a explorar a aplicabilidade destas moléculas em

ensaios soroldgicos para o diagnostico da DC cronica em cées.
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3 OBJETIVOS PROPOSTOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar e validar a utilizacdo das proteinas quiméricas IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e

IBMP-8.4 para detecgéo de anticorpos IgG anti-T. cruzi em cées.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Padronizar e otimizar os testes imunoenzimaticos no formato ELISA indireto utilizando
as proteinas de T. cruzi quiméricas IBMP-8.1, -8.2, -8.3 e -8.4;

= Avaliar o desempenho diagnostico dos ensaios imunoenzimaticos utilizando as
proteinas quiméricas IBMP-8.1, -8.2, -8.3 e -8.4 através de soros de cdes positivos e
negativos para a DC;

= Avaliar a reatividade cruzada das proteinas quiméricas IBMP-8.1, -8.2, -8.3 e -8.4

frente a amostras séricas de cdes portadores de diferentes doencas infecto-parasitarias.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de validacdo de métodos, o qual refere-se ao processo que determina
0 desempenho de um ensaio que foi desenvolvido, otimizado e padronizado para um
determinado objetivo. Estudos de validacdo de métodos estabelecem parametros de
desempenho, proporcionando dados Uteis sobre a capacidade do ensaio, em termos qualitativos
e quantitativos, distinguindo com seguranga amostras positivas e negativas para um
determinado agravo (BANOO et al., 2006). Para o estabelecimento de sua validade, os
resultados sdo comparados aqueles obtidos a partir de um padrdo-ouro que, para a doenca de

Chagas cronica, € um conjunto de exames julgados adequados.

4.2 LOCAIS DE EXPERIMENTACAO E PROCEDIMENTOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios Avancado de Sadde Publica (LASP,
Instituto Gongalo Moniz - IGM /FIOCRUZ-BA), de Gendmica e de Proteinas (Instituto Carlos
Chagas - ICC/FIOCRUZ-PR) e no de Biologia de Tripanosomatideos (LABTRIP, Instituto
Oswaldo Cruz - IOC/FIOCRUZ-RJ). A producdo e purificacdo dos antigenos quiméricos
IBMP foram realizadas nos Laboratdrios de Gendmica e de Proteinas. A caracterizacdo do
painel sorolégico ocorreu no LASP e no LABTRIP. Por fim, a avaliagdo do potencial
diagnostico dos antigenos, incluindo a padronizacdo e a otimizacdo dos imunoensaios pela
metodologia de ELISA, foi realizada no LASP.

4.3 OBTENCAO E QUANTIFICACAO DOS ANTIGENOS RECOMBINANTES

Os antigenos IBMP sdo compostos por sequéncias imunodominantes de antigenos ja
relatados na literatura para diagndstico da DC (Quadro 2). Os detalhes das construgdes e dos
processos de purificacdo nédo serdo apresentados devido a confidencialidade industrial e por
estarem sob protegdo patentaria (NUmero do registro: BR10201801614). A quantificacdo das
moléculas foi realizada por fluorimetria utilizando o equipamento Qubit 2.0 (Life
Technologies/Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). Esta metodologia utiliza corante
fluorescente que emite sinais quando ligado as proteinas, ainda que na presenca de

contaminantes de outra natureza. As amostras de interesse foram misturadas a solucdo
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fornecida pelo fabricante, incubadas por 2 minutos e a fluorescéncia emitida determinada pelo

equipamento.

4.4 ANALISE DA INTEGRIDADE MOLECULAR ATRAVES DA ELETROFORESE EM
GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENCA DE DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-
PAGE)

A pureza e a integridade dos antigenos recombinantes foram avaliadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). Aliguotas dos
antigenos IBMP (lug/pogo) foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(LAEMMLLI, 1970) a 15%. Os géis de concentracao (stacking gel) e de separagdo (running gel)
foram preparados a uma concentragdo de acrilamida de 4,5% e 15%, respectivamente. Os
antigenos foram avaliados submetendo o gel a coloracéo pelo Coomassie Blue R250 (Bio-Rad,
EUA). Como marcador de peso molecular foi utilizado o Kaleidoscope™ Prestained Standards
(BioRad, EUA).

4.5 OBTENCAO E CARACTERIZACAO INICIAL DOS PAINEIS SOROLOGICOS

As amostras séricas foram oriundas de InstituicBes parceiras, localizadas em diferentes
regides do Brasil (Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Pernambuco). As amostras oriundas
de Minas Gerais foram obtidas gracas a colaboracdo do nosso grupo com a Dra. Claudia
Martins Carneiro, do Laboratorio de Imunopatologia da Universidade Federal de Ouro Preto
(UFOP). A Dra. Claudia Carneiro desenvolve projetos sobre a eficacia de medicamentos
tripanocidas e inovacao terapéutica na DC, utilizando o cdo como modelo experimental. Desta
maneira, as amostras foram oriundas de animais criados em canil livres de doencas
infectocontagiosas, experimentalmente infectados com as cepas Berenice (Tc I1), Colombiana
(Tcl)eY (Tc ) do T. cruzi, aléem de animais naturalmente e experimentalmente infectados
com Leishmania infantum. Somente amostras de animais que apresentaram parasitemia na fase
aguda foram selecionados para a realizagdo deste estudo. As amostras foram colhidas nos
periodos de 2, 6 e 15 meses apos a infecgdo, assegurando uma amostragem desde o inicio da
fase cronica da DC. As amostras de Pernambuco foram oriundas do Laboratorio de
Imunoparasitologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM-Fiocruz/PE) atraves de colaboragéo

com o Dr. Felipe Dantas-Torres. Estas amostras foram previamente testadas para Leishmania
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spp., Babesia spp., Anaplasma spp., Borrelia spp., Ehrlichia spp. e Dirofilaria spp. Para avaliar
a infeccdo causada por Leishmania spp. o grupo do Dr. Dantas-Torres utilizou o teste rapido
SNAP® Leishmaniasis Test (IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, EUA), aPCR em tempo
real (DANTAS-TORRES et al., 2017; FRANCINO et al., 2006 ) e o0 DPP® Canine Visceral
Leishmaniasis (Bio-Manguinhos, Fiocruz-RJ, Brasil). Para avaliacdo da infec¢do causada por
Anaplasma spp., Borrelia spp., Ehrlichia spp. e Dirofilaria spp. foram utilizados o teste rapido
SNAP® 4Dx Plus Test (IDEXX Laboratories, Westbrook, Maine, E.U.A.) e as reagdes
convencionais da PCR para Anaplasma platys (BEALL et al., 2008) e Ehrlichia canis
(OTRANTO et al., 2010). As amostras da Bahia, cedidas pela Dra. Déborah Bittencourt Mothé
Fraga, do Laboratorio de Interacdo Parasito-Hospedeiro e Epidemiologia (IGM/Fiocruz-BA),
foram provenientes de estudos de corte transversal realizados no municipio de Camacari para
avaliar a presenca da leishmaniose visceral canina. Os animais foram avaliados clinicamente e
as amostras testadas através de testes moleculares e sorolégicos. Todas as amostras utilizadas
no estudo foram caracterizadas quanto a presenca de IgG anti-T. cruzi por dois ensaios
imunoenzimaticos (ELISA), empregando ensaios com antigenos distintos, seguindo como base
as recomendacBes da OMS e do Ministério da Saude do Brasil para o diagnéstico da DC em
humanos. As amostras cedidas pelo Laboratdrio de Biologia de Tripanosomatideos do Instituto
Oswaldo Cruz (IOC, Rio de Janeiro) foram provenientes de estudos de inquérito sorolégico
naquele estado. Todas as amostras foram testadas no Labtrip para Leishmania spp. e T. cruzi,
através de ELISA e IFI (in house).

Todos os painéis sorologicos utilizados neste estudo foram recaracterizados no LASP
quanto a sororeatividade para T. cruzi, empregando o Gold ELISA Chagas® (REM diagnostica,
S30 Paulo) adaptado para cdes e o teste imunocromatografico DPP® Canine Visceral
Leishmaniasis (Bio-Manguinhos, Fiocruz-RJ, Brasil) para Leishmania spp.

4.6 DEFINICAO DO PADRAO-OURO

Para casos humanos, o Ministério da Saude preconiza que o diagndstico laboratorial da DC
cronica seja conduzido utilizando-se dois testes soroldgicos com antigenos distintos (DIAS et
al., 2016). Entretanto, ndo h& testes comerciais ou recomendacOes especificas para o
diagndstico da DC cronica em cées. Desta maneira, o padrdo-ouro utilizado neste estudo foi
estabelecido seguindo as recomendacdes do Ministério da Saude do Brasil para o diagnostico

para DC em humanos (DIAS et al., 2016). Logo, a combinacdo dos resultados obtidos através
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de dois testes soroldgicos, com antigenos distintos, foi considerada como padréo-ouro neste

estudo, sendo aceitas as caracterizacdes das amostras que preenchessem os requisitos abaixo:

Amostras positivas para a DC: Todas aquelas com resultados positivos no ELISA in-house

(lisado do T. cruzi) e no Gold Elisa Chagas® (Rem, Sio Paulo, Brasil) adaptado (extrato de

cepas brasileiras e antigenos recombinantes).

Amostras negativas para a DC: Todas aquelas com resultados negativos no ELISA in-house

(lisado do T. cruzi) e no Gold Elisa Chagas® (Rem, Sio Paulo, Brasil) adaptado (extrato de
cepas brasileiras e antigenos recombinantes). A presenca ou auséncia de reatividade no teste
rapido para leishmaniose (DPP® LVC Bio-Manguinhos, Brasil) ndo foi levada em consideracéo
na definicdo de amostras negativas para a DC.

Amostras para avaliacdo de reacdo-cruzada: Todas aquelas com resultados negativos no
ELISA in-house (lisado do T. cruzi) e no Gold Elisa Chagas® (REM, Sdo Paulo, Brasil)
adaptado (extrato de cepas brasileiras e antigenos recombinantes) e reagentes para uma das

doencas infecto-parasitarias analisadas no estudo de reacdo cruzada (babesiose, anaplasmose,

erliquiose, dirofilariose e leishmaniose).

4.7 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas neste estudo amostras séricas de cdes sorologicamente concordantes em
ambos os testes empregados para a deteccdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi conforme
defini¢Bes previamente estabelecidas.

4.8 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas deste estudo as amostras sericas de cdes que apresentaram volumes
inferiores a 50 pl e aquelas com avaliagdo soroldgica discordante para a doenca de Chagas.
Este ultimo critério refere-se aos resultados inconclusivos entre os testes de referéncia adotados
neste estudo, ou seja, amostras com resultado positivo em um teste e negativo no outro e

amostras com resultado na zona cinza em um ou ambos 0s testes.
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4.9 CARACTERIZACAO DO PAINEL AMOSTRAL
A caracterizacdo do painel amostral foi realizada através de testes soroldgicos e

moleculares, conforme descrito abaixo:

4.9.1 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Ensaios de biologia molecular foram realizados para caracterizagdo das amostras quanto a
presenca de formas do T. cruzi circulantes. Para esta finalidade foram utilizados os iniciadores
TcH2AR (5 AGT GGC AGA CTT TGG GGT C 3’) e TcH2AF (5> GAG AGT GAT CGT
GGG AGA GC 37), cujo alvo de amplificacdo foi um segmento do gene de histona TcH. Para
a amplificagdo foi utilizado o kit Tag PCR Master Mix® (Quiagen™, EUA). Como controle
positivo e negativo foram empregados, respectivamente, um extrato nativo do T. cruzi cepa
21SF e 0 PCR Master Mix (Quiagen™, EUA). Foi utilizado 1.5 ul de DNA de sangue total
para 0 ensaio em uma concentracdo de 100 ng/ul. A termociclagem ocorreu em um
termociclador Eppendorf™ MasterCycler Gradient® (Eppendorf, Hamburg, Alemanha).
Foram usados 30 ciclos com desnaturagdo & 94° C, anelamento & 60° C e alongamento a 72°
C. Avisualizacdo das amplificac6es foi realizada em matriz de agarose a 2% corada com SyBR
Safe® (Invitrogen, EUA). A eletroforese foi realizada por 30 minutos a 100 V em cuba
horizontal (LCH 12x14 Loccus, SP, Brasil) contendo tampé&o TBE 1x.

4.9.2 Gold Elisa Chagas® adaptado

O protocolo do ensaio imunoenzimatico indireto do Gold ELISA Chagas®, que se utiliza de
lisado de cepas brasileiras e antigenos recombinantes, foi adaptado e padronizado de forma a
determinar a quantidade 6tima de soro e do anticorpo secundario, através de checkerboard
titration. Para a padronizacdo do ensaio, foram utilizadas em duplicata amostras séricas de
quatro cédes negativos e trés positivos para a doenga de Chagas nas dilui¢cdes de 1:10, 1:40,
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1.600 e 1:3.200 utilizando o tampé&o PBS pH 7.4 (fosfato de sédio
10 mM - NasPOg e cloreto de sodio 150 mM - NaCl) como diluente. Um total de 100 pul das
amostras sericas previamente diluidas foram adicionadas a cada poco. As placas foram seladas
e incubadas em estufa a 37° C por 30 min (MARCONI® MA032, S4o Paulo, Brasil). Ao final
desta etapa, as microplacas foram lavadas cinco vezes com adi¢do de 300 ul de tampao PBS-
Tween (fosfato de s6dio 10 mM - NasPOg, cloreto de sddio 150 mM - NaCl e Tween-20 0,5%)
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para retirada de material ndo adsorvido. Em seguida, foram adicionados 100 ul do anticorpo
secundario diluido em PBS pH 7.4 em cada poco. O anticorpo secundario, lote
156EXCJHP006Z, foi conjugado a peroxidase no Laboratorio de Tecnologia Diagndstica
(LATED, Bio-Manguinhos, FIOCRUZ-RJ) e gentilmente cedido para a realizacdo deste
estudo. Trata-se de uma anti-imunoglobulina G de cdo (anti-lgG) produzida a partir da
inoculacdo de IgG canina em cabra. Para a padronizacdo da reacdo de ELISA, o anticorpo
secundério foi avaliado nas dilui¢Bes de 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 (MARCONI® MA032, Séo
Paulo, Brasil). Ao final da incubacdo, as microplacas foram lavadas conforme descrito
anteriormente. A cada poc¢o foram adicionados 100 pl do cromédgeno 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 H2SO4 a 0,3 M com objetivo de interromper as reagdes, as quais foram
quantificadas em espectrofotometro com filtro de 450 nm (SPECTRAmax 340PC®, EUA).
Para a interpretacdo dos dados, os valores de densidade Otica (DO) obtidos dos pocos
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 os seus
respectivos desvios padrdo, utilizando o programa Microsoft Excel 2010. Os critérios
estabelecidos para a determinacdo das condicdes 6timas 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). Como critério de aceitacdo, foi estabelecido pelo nosso
grupo que a média aritmética das DO das amostras positivas deveriam obrigatoriamente
ultrapassar valores de 1.000 enquanto que a das negativas ndo deveria atingir o valor de 0.250.

Apos padronizagdo, os ensaios foram realizados adicionando 100 pl das amostras séricas
previamente diluidas (1:800) aos pocos das microplacas, as quais foram seladas com filme
adesivo e incubadas por 30 minutos a 37° C. Depois da incubacédo, as placas foram esvaziadas
por inversdo e lavadas 5 vezes com a solucdo de lavagem PBS-Tween para retirada de material
ndo adsorvido. Em seguida, 100 pl do anticorpo secundéario anti-lgG canina na diluicdo de
1:40.000 foram adicionados aos pocos. As microplacas foram novamente incubadas a 37° C
por 30 minutos. Apds nova etapa de lavagem, foram adicionados 100 ul do substrato, ocorrendo
revelacdo da coloracdo apds 10 minutos de incubacdo & temperatura ambiente na auséncia de
luz. Os periodos de incubacdo dos reagentes foram baseados no protocolo original do kit para
humanos. Por fim, as reacfes foram interrompidas com adicéo de 50 ul de solugéo de parada

(H2S04 0,3 M) e quantificadas a 450 nm no equipamento Multiskan® FC (Thermo Scientific™,
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Finlandia). A determinacdo do ponto de corte foi realizada através da formula abaixo. As
amostras indeterminadas foram aquelas que apresentaram um sinal entre +20% do valor do

ponto de corte.

Ponto de corte = (X controles negativos) + 3DP

4.9.3 ELISA in-house LABTRIP (lisado de Trypanosoma cruzi)

Este protocolo foi desenvolvido pelo Laboratorio de Biologia de Tripanosomatideos
(LABTRIP), para o diagnostico sorolégico da DC em cdes. As microplacas foram
sensibilizadas por 1 hora a 37° C (Incubadora de Microplacas, NI 1720, Novainstruments
Equipamentos para Laboratérios Ltda, Piracicaba, Brasil) com o lisado semi-purificado de T.
cruzi, cepa Y (DTU Tcll), na concentracdo de 2.4 pug/ml (100 pl/poco) diluido em tampéo de
sensibilizacdo (carbonato/bicarbonato 50 mM, pH 9,6). Este lisado foi obtido através de
centrifugacdo, o pellet com restos celulares foi descartado e o sobrenadante foi utilizado na
sensibilizacdo das placas. Em seguida, as microplacas foram lavadas trés vezes com tampé&o
PBS-Tween (fosfato de sddio 10 mM, cloreto de s6dio 150 mM e Tween-20 0,5%) com 2% de
leite desnatado, para remocéo de material ndo adsorvido e blogueio dos sitios, respectivamente.
Apos sensibilizagdo, 100 pl das amostras séricas diluidas 1:100 em tampéo PBS contendo 2%
de leite desnatado foram adicionadas a cada poco e as microplacas foram incubadas a 37° C
por 30 minutos (Incubadora de Microplacas, NI 1720). As microplacas foram entdo lavadas 6
vezes com tampdo PBS-Tween com 2% de leite desnatado, sendo em seguida adicionados 100
pl do anticorpo secundéario anti-lgG de cdo na diluicdo de 1:40.000 (Bio-Manguinhos, Rio de
Janeiro - RJ) em tamp&o PBS com 2% de leite desnatado. As microplacas foram novamente
incubadas a 37° C por 30 minutos (Incubadora de Microplacas, NI 1720). Apos nova etapa de
lavagem, foram adicionados 100 pl do cromdgeno (TMB, Ken-Em-Tec Diagnostics A/S,
Taastrup, Dinamarca), ocorrendo revelacdo da coloracdo ap6s 10 minutos de incubacdo a
temperatura ambiente na auséncia de luz. Por fim, as reagdes foram interrompidas com adigédo
de 50 pl de solucdo de parada (H2SOs4 2 M) e quantificadas a 450 nm no fotémetro de
microplacas Multiskan® FC (Thermo Scientific™, Finlandia). As amostras indeterminadas
foram aquelas que apresentaram sinal entre o ponto de corte variando até +10% do valor do

ponto de corte. A determinacdo do ponto de corte foi realizada através da formula abaixo:
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Ponto de corte = (X controles negativos) * 2

4.9.4 Teste rapido para leishmaniose

Todas as amostras utilizadas neste estudo foram submetidas ao teste rapido para
leishmaniose (DPP® LVC Bio-Manguinhos, Brasil). As reacdes foram realizadas conforme as
instrucdes do fabricante. Resumidamente, 5 pl de cada amostra foram transferidos ao poco #1
(AMOSTRA + TAMPAO), sendo seguida da adi¢ao de duas gotas do tamp&o da amostra. Ap6s
cinco minutos de incubacdo a temperatura ambiente, foram adicionadas 4 gotas do tampé&o da
amostra ao poco #2 (TAMPAO) e as reacdes analisadas apds 10 minutos de incubaco a
temperatura ambiente. Uma reacdo foi considerada positiva apds o aparecimento de banda
visivel formada na linha teste. Todas as reacdes foram validadas apds o aparecimento de banda

na linha controle.

4.10 DIMENSIONAMENTO AMOSTRAL

Trata-se de um estudo de fase | para validagdo de métodos, sendo portando exploratério
com objetivo de avaliar se 0s antigenos sao capazes de diferenciar entre cées portadores da DC
dos ndo portadores. Por conta das caracteristicas deste tipo de estudo, a amostragem utilizada
é de conveniéncia, ndo havendo a necessidade, portanto, da determinagéo do tamanho amostral,
sendo esta obrigatoria em estudos de fase Il e 111 (SACKETT et al., 2002).

4.11 PADRONIZACAO DO ELISA IBMP INDIRETO

Os ensaios imunoenzimaticos indiretos foram padronizados de forma a determinar a
quantidade 6tima dos antigenos IBMP-8.1, -8.2, -8.3 e -8.4, bem como a melhor diluicdo do
anticorpo secundario e das amostras séricas, utilizando uma matriz de decisdo ou checkerboard
titration. Esta matriz baseia-se no cruzamento das variaveis utilizadas no ajuste do teste, com
objetivo de identificar as melhores condicdes de reatividade para cada proteina na plataforma
proposta. Em microplacas de poliestireno de 96 pogos de fundo chato (Nunc MaxiSorp®, EUA)
foram distribuidos 100 pl da solugéo tampdo carbonato/bicarbonato (50 mM pH 9,6) contendo
quantidades distintas dos antigenos recombinantes (50, 25 e 12,5 ng por pog¢o). Cada antigeno

foi utilizado separadamente como antigeno de captura de IgG anti-T. cruzi, ndo exploramos
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misturas antigénicas neste estudo. Apos adicdo dos antigenos, a sensibilizacdo ocorreu através
do acréscimo de 100 ul da solugdo WellChampion™ (lote 130703; Ken-Em-Tec Diagnostics
AJS, Taastrup, Dinamarca) por poco.

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 3 horas para secagem (MARCONI®
MAO032, Sao Paulo, Brasil). Condigdes distintas de sensibilizacdo na presenca e auséncia de
WellChampion™ também foram avaliadas, mas ndo superaram o desempenho do protocolo de
sensibilizacdo utilizado neste estudo. Ao final da secagem, as microplacas encontravam-se
prontas para uso ou armazenagem. Para a padronizacao do ELISA indireto foram utilizadas em
duplicata amostras séricas de quatro cdes negativos e trés positivos para a doenga de Chagas
nas diluigdes de 1:100 e 1:200 vezes utilizando o tamp&o PBS pH 7.4 (fosfato de s6dio 10 mM
e cloreto de sddio 150 mM). Seis pocos sem adicdo de antigeno (somente tampédo de dilui¢éo)
e seis sensibilizadas com o antigeno, porém, sem adi¢gdo de amostra sérica (“branco”) foram
utilizadas para andlise do sinal de background do tampé&o e dos antigenos, respectivamente.

Depois da sensibilizacdo, 100 pl das amostras previamente diluidas foram adicionadas em
cada poco. As placas foram seladas e incubadas em estufa a 37° C por 60 min (MARCONI®
MAO032, Séo Paulo, Brasil). Ao final desta etapa, as placas foram lavadas cinco vezes com
adicdo de 300 pl de tampédo PBS-Tween (fosfato de sodio 10 mM, cloreto de so6dio 150 mM e
0,5% de Tween-20) para retirada do material ndo adsorvido. Em seguida, foram adicionados
100 pl do anticorpo secundario diluido em PBS em cada poco. O anticorpo secundario, lote
156EXCJHP006Z, foi conjugado a peroxidase no Laboratorio de Tecnologia Diagndstica
(LATED, Bio-Manguinhos, FIOCRUZ-RJ) e gentilmente cedido para a realizacdo deste
estudo. Trata-se de uma anti-globulina de cdo (anti-IgG) produzida a partir da inoculacdo de
IgG canina em cabra. Para a padronizacdo da reacdo de ELISA, o anticorpo secundario foi
avaliado nas dilui¢bes de 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 (MARCONI® MAO032, Sio Paulo,
Brasil). Ao final da incubag&o, as microplacas foram lavadas conforme descrito anteriormente.
A cada poco foram adicionados 100 ul do cromégeno TMB Plus (lote 111011; Ken-Em-Tec
Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca) e, ap6s 10 minutos de incubacdo sob abrigo da luz,
adicionou-se 50 pl de H2SO4 0.3 M com objetivo de interromper as reacGes, as quais foram
quantificadas em espectrofotémetro com filtro de 450 nm (SPECTRAmax 340PC®, EUA).
Para a interpretacdo dos dados, os valores da densidade otica (DO) obtidos dos pocos

denominadas branco foram subtraidas das DO das amostras. Em seguida as médias aritméticas
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dos valores das DO das amostras positivas e negativas foram calculadas, bem como os seus
respectivos desvios padréo, utilizando o programa Microsoft Excel 2010.

Dois critérios foram estabelecidos para determinar as condi¢des étimas na padronizagédo do
ensaio, respeitando o principio da economia e eficiéncia. A primeira condi¢ao desejavel para o
ensaio definiu que a média das DO das amostras positivas apresentasse sinal superior ou
proximo de 1.000 e o das amostras negativas abaixo ou proximo 0.250 (Figura 9). O segundo
critério utilizado baseou-se na maior diferenca entre as DOs médias dos pools das amostras

positivas e as médias dos pools das amostras negativas, acrescidas de 3 desvios padrdes.

1.5-
_ Amostras
El 1.0 crerieneiiiiiaianins cesnanes Ceeeesreseesessiaans
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2
2  05-
Amostras
D25 ci it marararmrnrarnrns
negativas
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0 1 2 3
Antigeno (ng)

Figura 9 - Determinacdo das condi¢des aceitaveis para
a padronizagdo dos testes de ELISA indireto usando 0s
antigenos IBMP.

Legenda: DO (densidade optica).

4.12 EXPRESSAO E ANALISE DOS RESULTADOS

4.12.1 Normalizagédo dos dados

A normalizacdo dos dados teve como finalidade a uniformizacéo dos resultados evitando,
desta forma, variabilidade inerente a cada microplaca. Para cada amostra foi calculado o indice

de reatividade (IR), como descrito abaixo:

DO da Amostra
Valor do Cut — Of f

Indice de reatividade (IR) =

Foram consideradas negativas todas amostras com IR inferior a 1,00 e positivas todas

aquelas com o IR igual ou superior a 1,00. Com o objetivo de evitar erros de pipetagem, foi
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adotado como critério de repeticdo todas as amostras com IR entre 0,80 e 1,20, independente
da condicéo soroldgica como positiva ou negativa para a DC. Os IR foram representados em
graficos obtidos pelo programa computacional GraphPad Prism v. 7.01 (GraphPad Software
Inc., EUA).

4.12.2 Calculo do indice Kappa

A concordancia entre os testes de referéncia e o IBMP-ELISA foi estabelecida pela analise
de Kappa de Cohen (k). Esta medida tem como valor maximo 1,00 que representa concordancia
total entre as avaliagdes e valor minimo zero, indicando auséncia de concordancia entre as
avaliacdes. O indice « foi interpretado da seguinte forma: k =1,0 (concordancia perfeita), 0,99
<k 0,81 (concordancia quase perfeita), 0,80 < « 0,61 (concordancia substancial) 0,60 < k >
0,41 (concordancia moderada), 0,40 <k > 0,21 (concordancia justa), 0,20 <« >0 (concordancia
leve) x = 0 (concordancia fraca). Os valores do indice « e respectivos intervalos de confianca
a 95% (IC95%) foram calculados como descrito abaixo, sendo que Po representa a
probabilidade observada e Pe a probabilidade esperada:

Po — Pe
K=———— ¢ [C95% = k £ 1,96
1-— Pe

Po (1 — Po)
n(1—Pe)(1l— Pe)

4.12.3 Defini¢ao do ponto de corte (CO - cut-off e AUC)

Os pontos de corte foram calculados individualmente para cada microplaca. Os valores das
DO foram exportados para o programa computacional GraphPad Prism v. 7.01 (GraphPad
Software Inc., EUA) e 0 CO definido a partir da analise da curva ROC. A area abaixo da curva
ROC (AUC) foi calculada considerando um intervalo de confianca de 95%. As areas sob a
curva ROC foram determinadas para avaliar a preciséo global para cada antigeno IBMP, que
pode ser classificado como excelente (1,0), elevado (0,99-0,82), moderado (0,81-0,62) ou
baixo (0,61-0,51).

4.12.4 Avaliacao dos parametros de desempenho
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A avaliacdo do potencial diagnostico dos antigenos foi conduzida através do uso de
parametros que comumente descrevem o desempenho de um teste diagnostico, como
sensibilidade, especificidade, acurécia e razbes de verossimilhanca, juntamente com seus
intervalos de confianca, como recomendado pelo guia de desenvolvimento de testes
imunoldgicos paraa DC (OMS, 2010a). Para a obtencéo destes dados, foram utilizadas tabelas
de dupla entrada (Figura 10) relacionando os resultados obtidos através da utilizacdo dos

antigenos IBMP com aqueles obtidos através do padrdo-ouro anteriormente definido.

Padrdao Ouro
A

Com doencga Sem doenga
o Verdadeiro Falso i
Positivo| . gre +
& Positivos | vp  gp = Positivos £p
“
QU
s Negativo Falso FN | VN |Verdadeiro FP
Negativos Negativos VN
[ VP + FN FP + VN VP+FP

FN+VN

Figura 10 - Combinag&o binaria entre os provaveis resultados
obtidos em um determinado teste e o diagnostico verdadeiro
da doenga.

Fonte: Santos (2016).

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, dados importantes para o céalculo dos a parametros de desempenho
podem ser quantificados, tais como:
a) Verdadeiro Positivos (VP): sdo amostras que possuem resultado positivo no teste dentro do
grupo amostral previamente caracterizado como positivo para a doenca de Chagas;
b) Verdadeiro Negativos (VN): séo amostras que possuem resultado negativo no teste dentro
do grupo amostral previamente caracterizado como negativo para a doenca de Chagas;
¢) Falso Positivos (FP): sdo amostras que possuem resultado positivo no teste dentro do grupo
amostral previamente caracterizado como negativo para a doenga de Chagas;
d) Falso Negativos (FN): sdo amostras que possuem resultado negativo no teste dentro do grupo

amostral previamente caracterizado como positivo para a doenca de Chagas.
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Desta forma, a sensibilidade (Sen) é definida como a probabilidade de um resultado ser
positivo pelo teste dentre as amostras com IgG anti-T. cruzi, demonstrando assim 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 é definida entre os individuos doentes e é estimada conforme a formula abaixo:

VP

Sen = Ur T FEN

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 doenca. De forma semelhante a sensibilidade, quanto mais proxima de 1
estiver a especificidade, melhor serd o desempenho do teste. Esta probabilidade condicional é

definida entre os individuos sadios e é estimada conforme a formula abaixo:

VN
VN + FP

Esp =
Os valores dos intervalos de confianca a 95% (1C95%) para a sensibilidade e especificidade

foram calculados conforme as férmulas abaixo:

Sen x (1-Sen) 1C95% = +1,96x Esp x (1-Esp)
NDo NSa

1C95% = +1,96x
NDo = nimero de doentes

NSa = niimero de sadios

A acuracia (Acu) 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 proporcao de diagnosticos corretos. Este parametro é também denominado de
exatiddo, eficiéncia ou preciséo diagndstica. O seu valor variade 0 a 1, sendo que 1 (ou 100%)

corresponde auséncia de resultados falso positivos e falso negativos.

VP + VN
VP + FP + FN + VN

Acu =
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4.12.5 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 medias
geométricas foram calculadas com os seus respectivos intervalos de confianca a 95% (1C95%).
As médias 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 confirmacao da normalidade dos dados foi utilizado o teste T de Student
pareado. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de significancia de p<0,05. A auséncia
de sobreposic¢do dos valores dos 1C95% foi considerada como uma significancia estatistica. Foi
utilizado o programa estatistico GraphPad Prism versdo 7.01 (GraphPad Software Inc., EUA)

para Windows 7 para realizacdo dos testes estatisticos.

4.13 AVALIACAO DO POTENCIAL DIAGNOSTICO DOS ANTIGENOS IBMP
4.13.1 Estudo de fase |

O objetivo deste estudo foi determinar a capacidade que os antigenos IBMP possuem em
discriminar as amostras sorologicamente positivas para a DC daquelas negativas. Para tal, foi
utilizado um painel soroldgico caracterizado, respeitando as defini¢cbes de amostras positivas e
negativas para a DC previamente estabelecidas. As reages de ELISA foram conduzidas
conforme descrito anteriormente. As médias geométricas dos IR, bem como os parametros de

desempenho, foram determinados para cada um dos antigenos.

4.13.2 Reagdes cruzadas

A investigacdo de possiveis reagdes cruzadas foi conduzida através da utilizacdo de
amostras sericas de cdes portadores de doencas infecto-parasitarias, porem negativas para a
DC, sendo elas: erliquiose, babesiose, leishmaniose, anaplasmose e dirofilariose. As reacdes
de ELISA foram conduzidas conforme descritas anteriormente e as médias geométricas dos IR

foram determinadas para cada um dos antigenos.
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RESULTADOS

5.1 ANALISE DA INTEGRIDADE MOLECULAR ATRAVES DA ELETROFORESE EM
GEL DE POLIACRILAMIDA NA PRESENCA DE DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-

PAGE)

A andlise eletroforética dos antigenos IBMP mostrou a presenca de bandas distintas de
proteinas com mobilidade relativa compativel com os pesos moleculares para 0s pesos

esperados de cada proteina e auséncia de contaminantes (Figura 11).
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Figura 11 - SDS-PAGE dos antigenos IBMP.

Fonte: O autor.
Legenda: kDa (Kilodaltons); MM (Marcador de Peso Molecular).

Nota: Em cada poco foi depositado 1 pg do antigeno.
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5.2 CARACTERIZACAO AMOSTRAL

As amostras séricas que compuseram o painel sorolégico foram cedidas por Instituicdes
parceiras e encaminhadas ao LASP (Figura 12), sendo que estas foram reavaliadas para a
presenca ou auséncia de anticorpos IgG anti-T. cruzi. Nao obtivemos sensibilidade satisfatoria
na PCR para o seu emprego como teste coadjuvante na recaracterizacdo das amostras. As
amostras negativas para a DC e positivas para as demais doencas infecto-parasitarias foram
avaliadas para verificacdo da possibilidade de co-infeccdo com a DC. Do quantitativo de 291
amostras recebidas, 246 (84,54%) participaram do estudo e 45 (15,46%) foram excluidas por
ndo preencherem os critérios de inclusdo previamente estabelecidos pelo nosso grupo.

As amostras que participaram deste estudo foram divididas em trés painéis distintos e um
painel combinado. O painel 1 foi composto por amostras de cées criados em canil e
experimentalmente infectados com cepas conhecidas de T. cruzi. Adicionalmente este painel
também foi composto por cdes nascidos no canil e livres de quaisquer doencas infecciosas. O
segundo painel foi composto por animais de campo, oriundos de areas endémicas tanto para T.
cruzi quanto para Leishmania spp., naturalmente infectados e sorologicamente ndo reagentes
para T. cruzi. O painel 3 foi composto de amostras de cdes de campo, naturalmente infectados
com diversas doencas infecto-parasitarias (babesiose, erliquiose, leishmaniose dirofilariose e
anaplasmose) a fim de analisar a ocorréncia de reagdes cruzadas entre outras infeccdes frente

aos antigenos quiméricos.
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Amostras Recebidas

Estudo de Fase |

Reatividade Cruzada

Painel 1

Painel 2

Painel 3

Amostras positivas para T. cruzi

Infecgao pela cepa Colombiana (n = 12)

Coleta de soro 2 meses apos infecgdo: n = 4
Coleta de soro 6 meses apés infeccdo: n =4
Coleta de soro 15 meses apés infecgéo: n =4

Infecgdo pela cepa Berenice (n = 11)

Coleta de soro 2 meses apds infecgdo:n=4
Coleta de soro 6 meses apds infecgdo:n=4
Coleta de soro 15 meses apds infecgéo: n = 3

Infecgdo pelacepa Y (n=12)
Coleta de soro 2 meses apés infecgdo: n =4

Coleta de soro 6 meses apds infecgdo: n =4
Coleta de soro 15 meses apés infecgac: n = 4

Amostras negativas para T. cruzi

Caes nascidos em canil - UFOP (n = 31)

Amostras positivas para T. cruzi

Infecgao por cepa desconhecida (n = 32)

Amostras negativas para T. cruzi

N3ao infectados (n = 135)

Anaplasmose (ANA; n = 6)
Babesiose (BAB; n = 20)
Dirofilariose (DIR; n = 8)
Erliquiose (ERL; n = 15)

Leishmaniose (LEI; n =9)

Combinado

Amostras positivas para T. cruzi

Painel 1 + Painel 2 (n = 67)

Amostras negativas para T. cruzi

Painel 1 + Painel 2 (n = 166)

«III

+

Testes de Referéncia

4=
4=

Excluidos

@

(n = 45)
(Resultados inconclusivos ou discordantes)

Amostras Elegiveis

Estudo de Fase |

Reatividade Cruzada

Painel 1

Painel 2

Painel 3

Amostras positivas para T. cruzi

Infecgao pela cepa Colombiana (n = 12)

Coleta de soro 2 meses ap6s infecgdo: n =4
Coleta de soro 6 meses apds infeccdo:n=4
Coleta de soro 15 meses apos infecgéo: n = 4

Infecgao pela cepa Berenice (n = 10)
Coleta de soro 2 meses apds infecgdo:n =3

Coleta de soro 6 meses apdés infecgdo:n=4
Coleta de soro 15 meses apds infecgdo: n =3

Infecgéo pela cepa Y (n = 8)
Coleta de soro 2 meses apds infecgao: n = 2

Coleta de soro 6 meses apds infeccao:n=3
Coleta de soro 15 meses apés infecgdo: n= 3

Amostras negativas para T. cruzi

Cées nascidos em canil - UFOP (n = 31)

Amostras positivas para T. cruzi

Infecgao por cepa desconhecida (n = 16)

Amostras negativas para T. cruzi

Nao infectados (n = 119)

Anaplasmose (ANA; n = 6)
Babesiose (BAB; n = 17)
Dirofilariose (DIR; n = 8)
Erliquiose (ERL; n =13)

Leishmaniose (LEI; n =7)

Combinado

Amostras positivas para T. cruzi

Panel 1 + Panel 2 (n = 46)

Amostras negativas para T. cruzi

Panel 1 + Panel 2 (n = 149)

3+

A 4

Ensaios com os antigenos IBMP

Figura 12 - Painel sorolégico das amostras utilizadas para avaliacdo do potencial diagnéstico dos

antigenos IBMP.
Fonte: O autor.
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5.3 PADRONIZACAO DOS COMPONENTES DO IBMP-ELISA INDIRETO

As diluicGes do soro, antigenos e do anticorpo conjugado foram avaliadas por uma matriz
de decisdo (checkerboard titration). A melhor condi¢do foi escolhida considerando as
preconizacdes anteriormente descritas. Os critérios pré-estabelecidos foram classificados como
satisfatorios com o anticorpo conjugado em uma diluicdo de 1:20.000 para IBMP-8.2 e
1:40.000 para antigenos quiméricos IBMP-8.1, IBMP-8.3 e IBMP-8.4. Com relag&o a diluicéo
sérica, todos os testes apresentaram A mediana mais alta quando diluidos na razéo de 1:100 em
comparacdo a 1:200. Em relacdo a quantidade de antigenos por pogo, a melhor condicédo para
a sensibilizacdo das placas variou entre 25 ng por poco para o IBMP-8.1, IBMP-8.2 e IBMP-
8.4 e 50 ng para o antigeno IBMP-8.3.

Para a molécula IBMP-8.1, 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-padrdo foi encontrada ao utilizar 25 ng do antigeno por poco somada a dilui¢éo
sérica de 100 vezes e do conjugado de 40.000 (Figura 13; Tabela 1).

Para a molécula IBMP-8.2, a maior diferenca encontrada entre a média aritmética da 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 antigeno por po¢o somada a diluicdo sérica
de 100 vezes e do conjugado de 20.000 (Figura 14; Tabela 2).

Para a molécula IBMP-8.3, a maior diferenca encontrada entre a média aritmética da DO
das amostras positivas e a média aritmética do sinal das amostras negativas acrescida de trés
desvios-padrao foi encontrada ao utilizar 50 ng do antigeno por pogo somada a diluicdo sérica
de 100 vezes e do conjugado de 40.000 (Figura 15; Tabela 3).

Para a molécula IBMP-8.4, a maior diferenca encontrada entre a média aritmética da 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 antigeno por pogo somada a diluicdo sérica
de 100 vezes e do conjugado de 40.000 (Figura 16; Tabela 4).
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Figura 13 - Andlise gréafica dos valores médios de absorbancia do antigeno IBMP-8.1.

Fonte: O autor.

Nota: Analise gréfica dos valores médios de absorbancia do antigeno IBMP-8.1, variando a dilui¢éo
sérica de 100 e 200 vezes e a diluigdo do conjugado de 20.000, 40.000 e 80.000 vezes, com 50, 25 e
12,5 ng do antigeno. As linhas tracejadas inferiores representam o limite maximo requerido para o
conjunto de amostras negativas (0.250). As linhas tracejadas superiores representam o limite minimo
desejavel de densidade ética para as amostras positivas (1.000). As linhas vermelhas correspondem
a uma diluicdo de 1:100. As linhas azuis correspondem a uma dilui¢éo de 1:200. As linhas vermelhas
e azuis continuas representam os sinais das amostras positivas. As linhas vermelhas e azuis tracejadas
representam as amostras negativas. Os pontos vermelhos, simbolizados com circulos “®” representam
os valores médios obtidos para amostras na diluicdo 1:100. Os pontos azuis, simbolizados com
quadrados “m” representam os valores médios obtidos para amostras na diluigdo 1:200.

Legenda: DO (densidade 6ptica); ng (nanograma).

Tabela 1 - Andlise da densidade Gtica das amostras submetidas ao antigeno IBMP-8.1.

Conjugado Antigeno  Soro X NEG DP X NEG+3DP  XPOS (XPOS)-(XNEG+3DP)

50ng 1:100 0.4665 0.2414 1.1907 2.0671 0.8764

1:200 0.5302 0.1619 1.0159 1.9255 0.9095

1:20.000 25ng 1:100 0.4932 0.1775 1.0257 1.9572 0.9315
o 1:200 0.5620 0.0983 0.8568 1.8267 0.9700
12,5ng 1:100 0.5207 0.0340 0.6228 1.8494 1.2266

1:200 0.5634 0.0662 0.7620 1.7754 1.0134

50ng 1:100 0.2367 0.1779 0.7705 1.1684 0.3978

1:200 0.1972 0.1035 0.5077 1.0357 0.5280

*1:40.000 *25ng *1:100  0.1999 0.0940 0.4818 1.1213 0.6395
o 1:200 0.1904 0.0645 0.3839 0.9630 0.5791
12,5ng 1:100 0.1873 0.039%4 0.3056 0.9994 0.6938

1:200 0.2026 0.0343 0.3053 0.9059 0.6006

50ng 1:100 0.1830 0.1040 0.4949 0.8566 0.3617

1:200 0.1715 0.0561 0.3397 0.7252 0.3856

1:80.000 25ng 1:100 0.1665 0.0446 0.3003 0.7409 0.4406
o 1:200 0.1428 0.0212 0.2064 0.6484 0.4420
12,5ng 1:100 0.0281 0.0281 0.1122 0.7089 0.5967

1:200 0.0183 0.0183 0.0732 0.6501 0.5769

Fonte: O autor.

Nota: A linha em negrito representa as condi¢des onde houve o resultado melhor caracterizado
(*).

Legenda: X (média aritmética); DP (desvio padrdo); DO (densidade 6tica); NEG (amostras
negativas); POS (amostras positivas).
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Figura 14 - Analise gréafica dos valores médios de absorbancia do antigeno IBMP 8.2.

Fonte: O autor.

Nota: Analise gréfica dos valores médios de absorbancia do antigeno IBMP 8.2, variando a dilui¢do
sérica de 100 e 200 vezes e a diluigdo do conjugado de 20.000, 40.000 e 80.000 vezes, com 50, 25 e
12,5 ng do antigeno. As linhas tracejadas inferiores representam o limite maximo requerido para o
conjunto de amostras negativas (0.250). As linhas tracejadas superiores representam o limite minimo
desejavel de densidade ética para as amostras positivas (1.000). As linhas vermelhas correspondem
a uma diluicdo de 1:100. As linhas azuis correspondem a uma diluicdo de 1:200. As linhas vermelhas
e azuis continuas representam os sinais das amostras positivas. As linhas vermelhas e azuis tracejadas
representam as amostras negativas. Os pontos vermelhos, simbolizados com circulos “e” representam
os valores médios obtidos para amostras na diluicdo 1:100. Os pontos azuis, simbolizados com
quadrados “m” representam os valores médios obtidos para amostras na diluigdo 1:200.

Legenda: DO (densidade 6ptica); ng (nanograma).

Tabela 2 - Anélise da densidade Gtica das amostras submetidas ao antigeno IBMP-8.2.

Conjugado  Antigeno  Soro XNEG DP XNEG+3DP  XPOS (XPOS)-(XNEG+3DP)

50ng 1:100 0.2239  0.0539 0.3857 1.4686 1.0830

1:200 0.1924  0.0414 0.3166 1.1476 0.8310

*1:20.000 *25ng *1:100 0.2545  0.0472 0.3962 1.3650 0.9688
o 1:200 0.2373  0.0459 0.3749 1.1777 0.8028
12,5ng 1:100 0.2974  0.0206 0.3592 1.1401 0.7809

1:200 0.2440  0.0480 0.3880 1.0033 0.6153

50ng 1:100 0.1697  0.0301 0.2600 1.0647 0.8048

1:200 0.1346  0.0247 0.2085 0.8182 0.6097

1:40.000 25ng 1:100 0.1808  0.0273 0.2626 0.9940 0.7314
o 1:200 0.1594  0.0358 0.2667 0.8039 0.5373
12,5ng 1:100 0.2049  0.0218 0.2704 0.9102 0.6398

1:200 0.1720  0.0326 0.2699 0.7810 0.5111

50ng 1:100 0.1026  0.0199 0.1623 0.5818 0.4195

1:200 0.0726  0.0123 0.1097 0.4496 0.3399

1:80.000 25ng 1:100 0.0972  0.0184 0.1525 0.5523 0.3999
o 1:200 0.1125  0.0565 0.2821 0.4412 0.1591
12,5ng 1:100 0.0160  0.0160 0.0640 0.4801 0.4161

1:200 0.0294  0.0294 0.1177 0.3727 0.2550

Fonte: O autor.

Nota: A linha em negrito representa as condi¢es onde houve o resultado melhor caracterizado
().

Legenda: X (média aritmética); DP (desvio padrdo); DO (densidade dtica); NEG (amostras
negativas); POS (amostras positivas).
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Figura 15 - Analise gréafica dos valores médios de absorbancia do antigeno IBMP 8.3.

Fonte: O autor.

Nota: Andlise grafica dos valores médios de absorbancia do antigeno IBMP 8.3, variando a diluigdo
sérica de 100 e 200 vezes e a dilui¢do do conjugado de 20.000, 40.000 e 80.000 vezes, com 50, 25 e
12,5 ng do antigeno. As linhas tracejadas inferiores representam o limite maximo requerido para o
conjunto de amostras negativas (0.250). As linhas tracejadas superiores representam o limite minimo
desejavel de densidade Otica para as amostras positivas (1.000). As linhas vermelhas correspondem a
uma diluicdo de 1:100. As linhas azuis correspondem a uma diluicdo de 1:200. As linhas vermelhas
e azuis continuas representam os sinais das amostras positivas. As linhas vermelhas e azuis tracejadas
representam as amostras negativas. Os pontos vermelhos, simbolizados com circulos “e” representam
os valores médios obtidos para amostras na dilui¢do 1:100. Os pontos azuis, simbolizados com
quadrados “m” representam os valores médios obtidos para amostras na diluigdo 1:200.

Legenda: DO (densidade 6ptica); ng (nanograma).

Tabela 3 - Anélise da densidade Gtica das amostras submetidas ao antigeno IBMP-8.3

Conjugado  Antigeno  Soro XNEG DP XNEG+3DP  XPOS  (XPOS)-(XNEG+3DP)

50ng 1:100 0.3028  0.0418 0.4283 1.7958 1.3675

1:200 0.2865  0.0711 0.4999 1.4667 0.9668

1:20.000 25ng 1:100 0.3649  0.0667 0.5650 1.6266 1.0616
" 1:200 0.3247  0.0770 0.5557 1.4531 0.8974
12,5ng 1:100 0.3569  0.0458 0.4943 1.4906 0.9963

1:200 0.3798  0.0861 0.6381 1.4442 0.8060

*50ng *1:100  0.2003  0.0239 0.2719 1.0246 0.7527

1:200 0.2110  0.0280 0.2950 0.8232 0.5560

*1:40.000 25ng 1:100 0.2244  0.0237 0.2955 0.9340 0.6385
o 1:200 0.2155  0.0462 0.3541 0.8440 0.4899
12,5ng 1:100 0.2407  0.0284 0.3258 0.8756 0.5498

1:200 0.2244  0.0450 0.3594 0.8277 0.4683

50ng 1:100 0.1115  0.0183 0.1664 0.5689 0.4024

1:200 0.1009  0.0248 0.1754 0.4605 0.2851

1:80.000 25ng 1:100 0.1179  0.0189 0.1747 0.5090 0.3343
o 1:200 0.1314  0.0060 0.1493 0.4709 0.3216
12,5ng 1:100 0.0689  0.0689 0.2755 0.4710 0.1956

1:200 0.0221  0.0221 0.0883 0.4515 0.3631

Fonte: O autor.

Nota: A linha em negrito representa as condi¢des onde houve o resultado melhor caracterizado
().

Legenda: X (média aritmética); DP (desvio padrdo); DO (densidade 6tica); NEG (amostras
negativas); POS (amostras positivas).
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Figura 16 - Analise gréafica dos valores médios de absorbancia do antigeno IBMP 8.4.

Fonte: O autor.

Nota: Andlise grafica dos valores médios de absorbancia do antigeno IBMP 8.4, variando a diluigdo
sérica de 100 e 200 vezes e a dilui¢do do conjugado de 20.000, 40.000 e 80.000 vezes, com 50, 25 e
12,5 ng do antigeno. As linhas tracejadas inferiores representam o limite maximo requerido para o
conjunto de amostras negativas (0.250). As linhas tracejadas superiores representam o limite minimo
desejavel de densidade Otica para as amostras positivas (1.000). As linhas vermelhas correspondem a
uma diluicdo de 1:100. As linhas azuis correspondem a uma diluicdo de 1:200. As linhas vermelhas
e azuis continuas representam os sinais das amostras positivas. As linhas vermelhas e azuis tracejadas
representam as amostras negativas. Os pontos vermelhos, simbolizados com circulos “e” representam
os valores médios obtidos para amostras na dilui¢do 1:100. Os pontos azuis, simbolizados com
quadrados “m” representam os valores médios obtidos para amostras na diluigdo 1:200.

Legenda: DO (densidade 6ptica); ng (nanograma).

Tabela 4 - Andlise da densidade Gtica das amostras submetidas ao antigeno IBMP-8.4.

Conjugado  Antigeno  Soro XNEG DP XNEG+3DP  XPOS (X POS)-(XNEG+3DP)

50ng 1:100 0.1797 0.0268 0.2601 2.0467 1.7866

1:200 0.1602 0.0240 0.2322 1.5757 1.3434

1:20.000 25ng 1:100 0.1858 0.0338 0.2871 1.7286 1.4415
o 1:200 0.1723 0.0209 0.2349 1.4099 1.1750
12,5ng 1:100 0.2099 0.0566 0.3796 1.4800 1.1004

1:200 0.1919 0.0277 0.2748 1.2359 0.9611

50ng 1:100 0.0857 0.0206 0.1475 1.2977 1.1501

1:200 0.0681 0.0166 0.1179 1.0041 0.8862

*1:40.000 *25ng *1:100  0.0962 0.0264 0.1754 1.1144 0.9390
o 1:200 0.0814 0.0106 0.1132 0.8662 0.7530
12,5ng 1:100 0.0819 0.0221 0.1480 0.9189 0.7708

1:200 0.0709 0.0088 0.0972 0.7065 0.6093

50ng 1:100 0.0436 0.0095 0.0722 0.7301 0.6579

1:200 0.0531 0.0070 0.0739 0.5414 0.4675

1:80.000 25ng 1:100 0.0551 0.0190 0.1122 0.6233 0.5112
o 1:200 0.0388 0.0075 0.0612 0.4806 0.4194
12,5ng 1:100 0.0116 0.0116 0.0463 0.5020 0.4557

1:200 0.0059 0.0059 0.0237 0.3986 0.3749

Fonte: O autor.

Nota: A linha em negrito representa as condi¢es onde houve o resultado melhor caracterizado
(*).

Legenda: X (média aritmética); DP (desvio padrdo); DO (densidade ética); NEG (amostras
negativas); POS (amostras positivas).
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5.4 ESTUDO DE FASE |

O estudo da fase | foi realizado utilizando dois painéis soroldgicos distintos. O painel 1
foi composto por soros de cées experimentalmente infectados por T. cruzi com cepas
conhecidas, enquanto o grupo 2 foi composto por amostras provenientes de pesquisas de
campo, de caes naturalmente infectados pelo parasita, sem informacdes disponiveis sobre as
cepas infectantes. A analise combinada foi realizada avaliando as amostras dos painéis 1 e 2.
Com base nos valores da AUC (Figura 17), os antigenos quiméricos IBMP foram classificados
com potencial de diagndstico entre excelente (100%) para a IBMP-8.4 e elevado (98,4%-
99,9%) para os demais antigenos, independentemente do painel sorolégico avaliado. Com base
na AUC do painel combinado, o antigeno com a maior capacidade discriminatéria foi o IBMP-
8.4 (AUC = 100%), seguido da 8.3 (AUC =99,7%), 8.2 (AUC = 94,9%) e do IBMP-8.1 (AUC
= 91,2%). Os valores de AUC encontrados para as moléculas IBMP-8.3 e IBMP-8.4 foram
estatisticamente superiores aos obtidos para as demais moléculas. Analisando as amostras
positivas para T. cruzi, o IBMP-8.3 apresentou o maior valor de IR na analise combinada.
Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre o IR das moléculas
IBMP-8.3 e IBMP-8.4, considerando a sobreposi¢do dos valores do 1C95%. O menor valor
médio do IR foi observado nos ensaios com o antigeno IBMP-8.1, no entanto, considerando
apenas o painel 2, ndo foi observada uma diferenca estatisticamente significante entre os IR do
IBMP-8.1 e IBMP-8.2 ou IBMP-8.3. Com relagdo as amostras negativas para T. cruzi, 0s
valores do IR encontraram-se abaixo de 0,45 para todos os quatro antigenos quimericos
avaliados, independente do painel investigado. O antigeno IBMP-8.3 apresentou sensibilidade
de 100% em todos os painéis avaliados, seguido pelo IBMP-8.4 (96,7% - 100%), IBMP-8.2
(73,3% - 87,5%) e IBMP-8.1 (50% - 100%). Considerando a analise combinada dos dois
painéis, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes da sensibilidade para
as proteinas quiméricas IBMP-8.3 e IBMP-8.4. Os valores de especificidade de todos o0s
antigenos ultrapassaram 89%, sendo que para os antigenos IBMP-8.2 e IBMP-8.4 os valores
foram de 100% independentemente do painel avaliado.
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Figura 17 - Indices de reatividade e parametros de desempenho diagndstico obtidos com amostras de
soro de cées infectados e ndo infectados pelo Trypanosoma cruzi.
Fonte: O autor.
Nota: Painel 1(c&es infectados experimentalmente com as cepas Y (DTU Tcll), Berenice (DTU Tcll)
e Colombiana (DTU Tcl)); Painel 2 (c8es naturalmente infectados com cepas desconhecidas). As zonas
sombreadas representam as faixas de resultados inconclusivos (IR = 1.0 £ 0.10); Linhas horizontais e
ntmeros para cada grupo de resultados representam as médias geométricas (+ 1C95%).
Legenda: TcP (amostras positivas para anticorpos anti-Trypanosoma cruzi); TcN (amostras negativas
para anticorpos anti-Trypanosoma cruzi); AUC (area da curva ROC); IR (indice de reatividade); Sen
(sensibilidade); Esp (especificidade); Acu (acurécia); Kappa (indice Kappa de Cohen).

Resultados falso-negativos produzidos pelo antigeno IBMP-8.1 ocorrem nas amostras

de seis cdes infectados da cepa colombiana (6/12), seis com a cepa Y (6/8) e trés com a cepa

Berenice (3/10), cuja coleta de soros ocorreu em 2 meses (nove animais) (9/9), seis meses (trés
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animais) (3/11) e quinze meses (trés animais) (3/10) pos-infeccdo (Figura 17). O antigeno
IBMP-8.2 também produziu alto numero de resultados falso-negativos, devido a sete cées
infectados com a cepa Colombiana (7/12) e um com a cepa Y (1/8). A coleta destes animais
ocorreu 2 meses (trés animais) (3/9), seis meses (dois animais) (2/11) e quinze meses (dois
animais) (2/10) pos-infeccdo. O antigeno IBMP-8.4 apresentou um resultado falso-negativo no
painel 1. Esta amostra foi oriunda de um céo experimentalmente infectado com a cepa Y, sendo
a coleta foi realizada 6 meses pos-infec¢do. A avaliacdo da acuracia dos IBMP-ELISA mostrou
valores superiores a 99% para o IBMP-8.4, 98% para 0 IBMP-8.3 e 94% para o IBMP-8.2, sem
diferenca estatisticamente significativa entre eles. Por outro lado, o IBMP-8.1 exibiu 85,6% de
acuracia, com diferenca estatistica em comparacdo com os demais antigenos.

Adotando a zona cinza (zona de inconclusividade) como IR = 1,0 £ 10%, observou-se
que um pequeno namero de amostras foi caracterizado como inconclusivo usando os antigenos
IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4. No entanto, os valores de IR de seis (2%) amostras negativas
para T. cruzi foram qualificados como na zona cinza quando analisadas usando o antigeno
IBMP-8.1. Nenhuma amostra negativa para T. cruzi avaliada pelos antigenos IBMP-8.2 e
IBMP-8.4 apresentou resultados dentro da margem de inconclusividade. Contudo, duas
amostras negativas para T. cruzi apresentaram resultados inconclusivos quando avaliadas com
0 antigeno IBMP-8.3. Com relacdo a amostras positivas para T. cruzi, uma delas foi
inconclusiva quando analisada com IBMP-8.3 ou com o IBMP-8.4 e mais duas amostras
testadas pelo antigeno IBMP-8.2 também apresentaram resultados similares. A analise geral
mostrou que 0,33% das amostras usando o IBMP-8.4, 1% usando IBMP-8.2 ou IBMP-8.3 e
2% utilizando o IBMP-8.1 apresentaram valores de IR dentro da margem de inconclusividade.

Visando avaliar a heterogeneidade do reconhecimento dos antigenos frente aos
anticorpos anti-T. cruzi especificos, estratificamos o painel 1 de acordo com a cepa utilizada
na infeccdo experimental dos cdes. Desta forma, os valores de IR e da sensibilidade foram
comparados usando amostras de cdes infectados com cepas Berenice (n = 10), Colombiana (n
=12) e Y (n = 8). Assim, os maiores valores de IR foram encontrados quando amostras
positivas para T. cruzi foram testadas usando o antigeno IBMP-8.3, seguido pelo IBMP-8.4.
No entanto, os valores de IR para as cepas Berenice e Y foram estatisticamente maiores para o
IBMP-8.3 em comparacgdo com o antigeno IBMP-8.4 (Figura 18). Contrariamente, nenhuma
diferenca estatistica foi encontrada quando a cepa Colombiana foi testada com os antigenos
IBMP-8.3 e IBMP-8.4. Os valores mais baixos do IR foram encontrados para o antigeno IBMP-

8.1. Apenas duas das oito amostras foram corretamente classificadas como positivas para T.
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cruzi, produzindo um valor médio de IR de 0,9 e sensibilidade de 25%. Valor do IR semelhante
foi observado quando amostras da cepa Colombiana foram avaliadas usando o antigeno IBMP-
8.2, porém com sensibilidade de 41.7%. Como mostrado na Fig. 17, os maiores valores de
sensibilidade foram observados para os antigenos IBMP-8.3 (100%) e IBMP-8.4 (87,5-100%),
sem diferenca estatistica entre eles.
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Figura 18 - indices de reatividade dos antigenos IBMP frente as
amostras de 30 cées experimentalmente infectados com diferentes
cepas distintas do Trypanosoma cruzi.

Fonte: O autor.

Nota: As zonas sombreadas representam as faixas de resultados
inconclusivos (IR = 1.0 + 0.10); Linhas horizontais e nimeros para
cada grupo de resultados representam as médias geométricas (+
1C95%).

Legenda: 1C95% (intervalo de confianca de 95%); IR (indice de
reatividade); Sen (sensibilidade).
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A avaliacdo da reatividade cruzada foi realizada utilizando um painel de 51 amostras
coletadas de animais de campo, naturalmente infectados, caracterizados laboratorialmente para
dirofilariose, babesiose, erliquiose, leishmaniose e anaplasmose. Como ilustrado na Figura 19,
ndo foram observadas reacBes cruzadas utilizando os antigenos IBMP-8.2 e IBMP-8.4. A
incidéncia de reatividade cruzada usando o antigeno IBMP-8.3 ndo alcancou uma significancia
estatistica; apenas uma amostra positiva para Leishmania spp. produziu um resultado falso-
positivo. Por outro lado, 13,5% das amostras testadas usando o antigeno IBMP-8.1
apresentaram resultado falso-positivo. De fato, ao menos uma amostra de cada doenca infecto-
parasitaria apresentou reacéo cruzada para este antigeno, produzindo uma incidéncia de reacao
cruzada de 16,7% para anaplasmose, 17,7% para babesiose, 12,5% para dirofilariose e 15,4%
para erliquiose. Paradoxalmente, ndo foi observada a ocorréncia de reacdo cruzada para as

amostras positivas Leishmania spp. usando o antigeno IBMP-8.1.
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Reatividade-cruzada: 13.7 % (7/51)

Anaplasmose: 16.7 %; RI: 0.61 (= 0.38)
Babesiose: 17.7 %:; RI: 0.59 (= 0.15)
Dirofilariase: 12.5 %; RI: 0.48 (+ 0.32)
Ehrliquiose: 15.4 %; R1: 0.74 (+ 0.20)
Leishmaniase: 0%; RI: 0.32 (+ 0.06)
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Reatividade-cruzada: 0 % (0/51)

Anaplasmose: 0 %; RI: 0.01 (£ 0.01)
Babesiose: 0 %: RI: 0.02 (= 0.02)
Dirofilariase: 0 %; RI: 0.01 (= 0.01)
Ehrliquiose: 0 %; RI: 0.01 (£ 0.01)
Leishmaniase: 0%; RI: 0.32 (+ 0.08)
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Reatividade-cruzada: 2.0 % (1/51)

Anaplasmose: 0 %; RI: 0.02 (+ 0.01)
Babesiose: 0 %; RI: 0.02 (£ 0.01)
Dirofilariase: 0 %; RI: 0.01 (£ 0.01)
Ehrliquiose: 0 %; RI: 0.01 (= 0.01)
Leishmaniase: 14.3%: R1: 0.44 (+ 0.32)

ANA BAB DR EHR LEI
Reatividade-cruzada: 0 % (0/51)
Anaplasmose: 0 %; RI: 0.39 (= 0.13)
Babesiose: 0 %: RI: 0.47 (= 0.07)
Dirofilariase: 0 %; RI: 0.33 (= 0.06)
Ehrliquiose: 0 %; RI: 0.49 (£ 0.13)
Leishmaniase: 0%: R1: 0.31 (= 0.16)

Figura 19 - Andlise grafica da reatividade cruzada das proteinas quiméricas
IBMP frente ao soro de cées infectados com outras doengas infecto-
parasitarias.

Fonte: O autor.

Nota: As zonas sombreadas representam as faixas de resultados inconclusivos
(IR =1.0 £ 0.10); Linhas horizontais e nimeros para cada grupo de resultados
representam as médias geométricas (+ 1C95%).

Legenda: RI (indice de reatividade).
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6 DISCUSSAO

A auséncia de testes comercialmente disponiveis para o diagndstico da doenca de Chagas
cronica em cdes contribui negativamente no manejo desta parasitose. O Trypanosoma cruzi
possui capacidade de infectar células do musculo cardiaco (TORRES, 1917) e neurénios
(CAMPOS, 1925) de cées, por este motivo estes animais sdo utilizados como modelos
experimentais paraa DC (TORRES e VILLACA, 1919). Este modelo experimental é utilizado
extensamente, inclusive foi utilizado no IGM/Fiocruz Bahia em estudos conduzidos pelo Dr.
Zilton Andrade (ANDRADE, 1984), porém, até a presente data, nunca houve um teste
comercial para o diagnostico da DC canina. No desenvolvimento de plataformas de
imunodiagndstico para a DC, as principais problematicas estdo na escolha dos antigenos para
a deteccdo de anticorpos especificos e na elevada variacdo antigénica, derivada da alta
variabilidade genética inerente ao T. cruzi, a qual estd relacionada a sorodiscordancia entre
imunoensaios (GUZMAN-GOMEZ et al., 2015). Para enderecar esta variabilidade, antigenos
quiméricos compostos por epitopos conservados de diversas proteinas do T. cruzi podem ser
empregados em imunoensaios, elevando os parametros de desempenho, como especificidade
e/ou sensibilidade (SANTOS et al., 2018). No presente estudo, avaliamos o desempenho
diagnostico de quatro antigenos recombinantes quiméricos para a detec¢do de anticorpos anti-
T. cruzi no soro de caes na fase cronica da DC. Este é o primeiro estudo utilizando proteinas
quiméricas recombinantes para diagnosticar DC cronica em cdes naturalmente e

experimentalmente infectados com cepas conhecidas de T. cruzi.

6.1 CARACTERIZACAO AMOSTRAL

H& uma diferenca significativa no desempenho diagndstico de testes comerciais disponiveis
para diagnostico em humanos devido a alta variabilidade genética do T. cruzi e as diferentes
preparacdes antigénicas empregadas para capturar anticorpos especificos. Por isto, no Brasil, 0
Ministério da Saude recomenda a utilizacdo de dois ensaios sorologicos com preparacfes
antigénicas distintas ou dois testes com principios metodoldgicos diferentes para o diagnostico
soroldgico da DC em humanos. Nosso grupo determinou o procedimento para a caracterizagdo
sorologica da DC em cdes seguindo as recomendagdes do Ministério da Salde para o
diagndstico da DC em humanos (DIAS et al., 2016), utilizando ao menos dois testes com

antigenos distintos para confirmagéo da condigdo soroldgica de cada animal.
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A maioria dos levantamentos sorolégicos em cdes empregam proteinas nativas do T. cruzi
como antigeno de captura, o que pode ocasionar dificuldades na padronizagdo, baixa
estabilidade, baixa especificidade e reatividade cruzada com outros tripanosomatideos. De fato,
0s inquéritos soroldgicos baseados em ensaios imunoenzimaticos para DC em caes utilizaram,
em sua maioria, métodos in-house ou protocolos adaptados de kits comerciais para humanos,
como demonstrado no Quadro 1. Além da alta variabilidade genética do T. cruzi, ha a questédo
da reatividade cruzada com outros tripanosomatideos, como Trypanosoma evansi
(DESQUESNES et al., 2007), Trypanosoma rangeli, Trypanosoma caninum e espécies do
género Leishmania spp. (CABALLERO et al., 2007), que por sua vez € um problema sério no
que tange o sorodiagndstico, dado que muitas vezes existe co-endemicidade do T. cruzi com
outros parasitas desta familia, especialmente com a Leishmania spp. (XAVIER et al., 2012).
Tal problema ocorre por conta do compartilhamento de genes ortdlogos com outros
tripanosomatideos (FIGURA 20), gerando assim, antigenos com epitopos idénticos e/ou
similares ao do T. cruzi (TSCHOEKE, 2013). Para os testes sorologicos que empregam
antigenos nativos, quando utilizados em é&reas de co-endemicidade com outros
tripanosomatideos, como a Leishmania spp, é possivel observar a influéncia da proximidade
filogenética entre os parasitas sobre a especificidade dos ensaios, provendo baixa
especificidade e resultados falso-positivos, 0s quais podem levar a uma falha no tratamento
veterinario e/ou fornecer dados epidemiol6gicos errdbneos em estudos de inquéritos

sorologicos.
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T. brucei

T. cruzi

i b L. infantum

Figura 20 - Diagrama de Venn construido ilustrando o compartilhamento de
familias de genes ort6logos entre cinco espécies de protozoarios da classe
Kinetoplastida. A figura mostra a distribuicdo dos grupos ortologos de
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Leishmania braziliensis,
Leishmania infantum e Leishmania major inferidos pelo programa
computacional OrthoMCL.

Fonte: TSCHOEKE., 2013

Nota: As areas amarelas (106, 12, 13, 26 e 876) mostram proteinas apenas de
uma espécie, verde (0, 1, 44, 203, 5, 29, 4, 3, 1, 955) compartilhada por grupos
de duas espécies, a area azul (9,3,1368,38,4,1,11,13,12 e 2) por trés espécies e
cinza (87,369,16,120 e 222) e vermelha (5000) compartilhada por quatro e
cinco espécies, respectivamente

Ziliensis

Por se tratar de um estudo de fase I, 0 namero amostral é de conveniéncia (Santos, 2016).
Assim, trés painéis amostrais distintos foram obtidos: o painel 1, caracterizado por amostras
de cdes de canil, experimentalmente infectados ou livres de doengas infecto-parasitarias; o
painel 2, composto por amostras de campo, de caes naturalmente infectados por T. cruzi ou
livres de doencas infecto-parasitarias; e o painel 3, composto por amostras de cées nao
infectados pelo T. cruzi, mas portadores de outras doencas infecto-parasitarias.

As amostras do painel 1 foram oriundas da UFOP, de cdes criados em canil,
experimentalmente infectados ou livres de doengas infecto-parasitarias. Os animais

experimentalmente infectados deste painel apresentaram parasitemia na fase aguda,
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evidenciado pela analise microscépica de gota espessa. Estes animais foram infectados com
cepas conhecidas, sendo 12 amostras da cepa Colombiana, 8 da cepa Y e 10 da cepa Berenice-
78. Além das amostras de cées experimentalmente infectados, obtivemos mais 31 amostras da
UFOP de cées saudaveis, ndo portadores de doencas infecto-parasitarias e criados em canil.
As amostras dos cdes experimentalmente infectados foram colhidas 2, 6 e 15 meses apos a
inoculacdo do parasita, objetivando a coleta desde o inicio da producdo de IgG até a
estabilizagdo da sua titulagdo (GUEDES et al., 2002). Neste painel, houve poucas amostras
sorologicamente discordantes. A maior parte da discordancia foi a partir de cées infectados
com a cepa Y e de amostras colhidas no segundo més de infeccdo. Isto pode ser explicado
pelas caracteristicas da infec¢cdo canina pela cepa Y, que tende a ter uma menor parasitemia in
vivo (MARTINEZ-DIAZ et al., 2001) ou pelo fato da cepa Y ser classificada como uma cepa
atenuada, por conta de uma menor parasitemia e menor producdo de proteinas atribuidas a
viruléncia (PIACENZA et al., 2009).

O painel 2, por sua vez, foi composto por amostras de cdes naturalmente infectados com o
parasita, coletadas em areas endémicas para T. cruzi no Rio de Janeiro e na Bahia, da soroteca
de Dra. Ana Jansen, do LABTRIP (I0C) e Dra. Déborah Fraga, do IGM, respectivamente. Os
painéis foram encaminhadas ao nosso grupo ja caracterizados quanto a presenca de anticorpos
IgG anti- Leishmania spp. através de ELISA e IFIl. Adicionalmente, realizamos uma
recaracterizacdo dos painéis, a fim de identificar a presenca de IgG anti-Leishmania spp. (DPP®
LVC Bio-Manguinhos, Brasil) e anti-T. cruzi (Gold Elisa Chagas® adaptado e ELISA in house
de lisado da cepa Y do T. cruzi). Neste painel, a caracterizacao soroldgica apresentou resultados
inesperados, provavelmente por se tratar de animais que possam ter sido infectados com outros
tripanosomatideos, como por exemplo o T. evansi (DESQUESNES; BOSSENO; BRENIERE,
2007), T. caninum ou o T. rangeli (DE MORAES et al., 2008), o que pode ter sido responsavel
pelo alto nimero de resultados discordantes.

O painel 3, para avaliacdo de reatividade cruzada, foi cedido da soroteca de Dr. Felipe
Dantas-Torres, do Laboratorio de Imunoparasitologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM-
Fiocruz/PE). Estas amostras foram oriundas de animais de campo, que exibiam anticorpos IgG
reativos a antigenos de outros parasitas causadores de outras doengas infecto-parasitarias
caninas de relevancia veterinaria, como Leishmania spp., Babesia spp., Anaplasma spp.,
Borrelia spp., Ehrlichia spp. e Dirofilaria spp. Poucas amostras foram sorologicamente

discordantes na recaracterizagdo, provavelmente por se tratar de animais de campo,
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naturalmente infectados com outros patégenos e de regides co-endémicas para outros

tripanosomatideos.

6.2 PADRONIZACAO DOS COMPONENTES DO IBMP-ELISA INDIRETO

A padronizacgdo dos componentes do ELISA foi realizada através de uma matriz de decisao
(checkerboard titration). Assim como observado previamente pelo nosso grupo em humanos,
0s ensaios exibiram uma alta capacidade de deteccdo de 1gG anti-T. cruzi em cdes. De fato, o
uso de antigenos quiméricos elevou consideravelmente os parametros de desempenho dos
testes e podem ser mais econdémicos, devido ao menor uso de reagentes.

Nos ensaios do nosso grupo, utilizamos de 25 a 50 ng do antigeno por pogo, que por sua
vez, é uma quantidade significativamente menor do que as utilizadas em outros estudos. Em
estudos empregando antigenos nativos, utilizaram-se de 250 ng (ALROY et al., 2015) a 1 mg
(LAURICELLA et al., 1998) de antigeno por poco, ou seja, uma quantidade de 10 a 40.000
vezes maior do que no IBMP-ELISA, considerando-se 25 ng por pogo. Adicionalmente, o
IBMP-ELISA ndo necessitou de agentes bloqueadores peptidicos, como soro fetal bovino
(SFB) (SHADOMY et al., 2004), BSA, leite desnatado (LAURICELLA et al., 1998) ou soro
equino (JIMENEZ-COELLO et al., 2008), que apresentam algumas desvantagens, como
variacdo entre lotes (GIBBS, 2001), ligacdes inespecificas com proteinas animais (XIAO e
ISAACS, 2013) ou rapida deterioracdo (WILD, 2013). Na etapa de bloqueio das placas do
IBMP-ELISA, utilizamos o WellChampion™ (lote 130703; Ken-Em-Tec Diagnostics A/S,
Taastrup, Dinamarca). Trata-se de um agente ndo-peptidico que bloqueia, estabiliza e preserva
a fase solida do teste em uma Unica etapa, reduzindo o tempo de sensibilizacdo, a quantidade
de residuos e custos de producdo. Este agente ja foi utilizado com sucesso em estudo prévios
(PENG et al., 2014; SANTOS, 2016). Por nao se tratar de um produto animal/celular, o mesmo
ndo sofre variacGes entre lotes, possui longa estabilidade (4 anos quando armazenado entre 2-
8°C), além de simplificar e acelerar o processo de sensibilizacao da placa.

Além de se utilizar uma pequena quantidade de antigenos por poco, 0s antigenos
quiméricos IBMP necessitam de menos anticorpos secundarios, um reflexo da maior
quantidade de 1gGs capturados, o qual é proporcional a oferta de epitopos que os antigenos
apresentam. De fato, na literatura, os imunoensaios para DC em cdes empregando antigenos
nativos, relatam diluicbes de anticorpo secundario que variaram entre 1:50 (ESTRADA-
FRANCO et al., 2006) até 1:2.000 (SALDANA et al., 2015), enquanto no IBMP-ELISA
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utilizamos dilui¢bes entre 1:20.000 e 1:40.000. O fator de diluicdo do soro em protocolos
disponiveis em literatura variaram de 1:25 (SALDANA et al., 2015) & 1:200 (LAURICELLA
et al., 1998). No IBMP-ELISA, utilizamos a dilui¢do em 1:100, sendo que esta diluicdo pode
ser observada em outros protocolos de imunoensaios para DC em cdes e humanos
(UMEZAWA et al., 2009; BARBOSA-PLIEGO et al., 2011), porém, diferente dos demais,
nosso protocolo ndo necessita de agentes blogueadores de ligacGes inespecificas nas dilui¢es
das amostras, do anticorpo secundario ou do tampé&o de sensibilizacdo. Além disso, o tempo
necessario de sensibilizagdo com os antigenos IBMP foi significativamente menor que aqueles
reportados na literatura, os quais relataram, em sua maioria, 18 horas a 4°C (GRANJON et al.,
2016; GUZMAN-GOMEZ et al., 2015; LAURICELLA et al., 1998; SANCHEZ et al., 2001;
UMEZAWA et al., 2009), enquanto que a etapa de sensibilizacdo dos nossos ensaios foi de 15

minutos a temperatura ambiente.

6.3 ESTUDO DE FASE |

No estudo de fase I, os ensaios IBMP-ELISA exibiram uma alta capacidade diagnostica,
apresentando valores de AUC superiores a 90% para todos os antigenos, indicando um 6timo
poder discriminatdrio entre a presenca ou auséncia de anticorpos IgG anti-T. cruzi em amostras
de soro canino. Os antigenos quiméricos IBMP-8.3 e IBMP-8.4 foram 0s que apresentaram o
maior poder discriminatorio, uma vez que apresentaram valores de AUC de 99,7% e 100%,
respectivamente. De fato, o antigeno IBMP-8.3 diagnosticou corretamente todas as amostras
positivas para T. cruzi, independentemente do painel ou cepa, enquanto o antigeno IBMP-8.4
identificou erroneamente apenas uma amostra positiva de cdo infectado com a cepa Y como
negativa, sendo que a coleta de material desta amostra ocorreu no segundo més apdés a infeccao
experimental. Por outro lado, o IBMP-8.1 e IBMP-8.2 apresentaram 0s menores valores de
sensibilidade no painel 1, provavelmente devido a composicdo peptidica destes antigenos,
diferencas fisico-quimicas entre as imunoglobulinas caninas e humanas, a existéncia de auto-
anticorpos caninos com paratopos complementares aos epitopos destes antigenos e/ou o curto
periodo entre a inoculagdo e a amostragem. O desempenho geral dos antigenos IBMP-8.3 e -
8.4 foram semelhantes aqueles obtidos pelo nosso grupo quando os antigenos IBMP foram
avaliados para diagnosticar a DC em humanos (SANTOS et al, 2016a; 2016b; 2017; 2018).
Observamos que a maioria dos resultados falso-negativos obtidos pelo uso do IBMP-8.1 e
IBMP-8.2 foi associada as amostras do painel 1. Este painel foi composto por cées submetidos

a protocolos de infeccdo bem estabelecidos, nos quais cepas conhecidas do parasita foram
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utilizadas. Observamos que quase 50% dos resultados falso-negativos ocorreram em animais
cujas amostras foram coletadas dois meses apos a infec¢do. Assim, a quantidade de IgG anti-
T. cruzi pode ndo estar presente em niveis suficientes para serem detectados pelos antigenos
IBMP-8.1 e IBMP-8.2, visto que o repertorio de epitopos destas moléculas, em comparagdo
aos antigenos IBMP-8.3 e 0 IBMP-8.4, poderia nédo ser suficientemente diverso para identificar
pequenas quantidades de anticorpos circulantes.

A monotonia de epitopos, como a observada em antigenos recombinantes totais, impacta
negativamente na capacidade diagndstica de um antigeno. Um estudo comparativo sobre
imunoensaios para o diagndstico da DC em cées e humanos obteve os valores de AUC de 93%
e 97% para o antigeno recombinante rTSSA Il e antigenos nativos do T. cruzi, respectivamente
(CIMINO et al., 2011). Apesar de elevados, tais valores foram inferiores aos encontrados pelo
nosso grupo para as moléculas IBMP-8.3 e IBMP-8.4. Neste mesmo estudo, os autores
observaram valores mais elevados de sensibilidade nos antigenos nativos (96,15%) quando
comparados ao rTSSA 11 (92,86%). Este fato é devido, provavelmente, a natureza do antigeno
rTSSA 1l recombinante, o qual € transcrito por um gene altamente polimdérfico entre as
linhagens do parasita. Além disso, este antigeno foi obtido a partir da cepa Tcll, levando a
resultados falso-negativos quando amostras de animais infectados pelas linhagens Tclll e TcVI
foram analisadas. Interessantemente, nenhum dos animais infectados com parasitas da
linhagem Tcl foi identificado como positivo (CIMINO et al., 2011).

Em nosso estudo, avaliamos o desempenho diagnéstico utilizando amostras de caes
experimentalmente infectados com as DTUs Tcl (Colombiana) e Tcll (Y e Berenice) e
obtivemos valores de AUC superiores a 99% para as IBMP-8.3 e -8.4. De fato, a eficiéncia
diagndstica dos antigenos IBMP -8.1 e -8.4 foi recentemente observado pelo nosso grupo
(DOPICO et al., 2019). Neste estudo, 0s antigenos apresentaram um elevado poder diagndstico,
evidenciado pela elevada AUC, variando entre 0,9998 para o IBMP-8.4 e 1,000 para o IBMP-
8.1. E importante levar em consideracdo que a maioria das amostras DC-positivas foram
coletadas de imigrantes bolivianos, sendo que a DTU TcV é a mais comum encontrada na
Bolivia (ZINGALES, 2018) e predomina em imigrantes bolivianos que vivem em Barcelona
(ABRAS et al., 2017.)

Assim, para que a capacidade diagndstica de um imunoensaio seja elevada, deve-se ofertar
uma maior quantidade de epitopos imunodominantes durante a reacdo imunoenzimatica.
Portanto, é possivel afirmar que o alto desempenho dos antigenos quiméricos IBMP foi devido

a uma maior oferta e variedade de epitopos especificos em uma Gnica molécula. Embora exista



76

uma caréncia na literatura sobre analises da aplicabilidade de antigenos recombinantes
quiméricos em cdes para o diagnéstico da DC, ha relatos sobre a melhora do desempenho de
imunoensaios empregando antigenos recombinantes para outras doengas parasitarias
(GUIMARAES-PEIXOTO et al., 2018; MONTEIRO et al., 2006).

Apesar dos altos parametros de desempenho encontrados nos ensaios IBMP-ELISA, foram
observadas variagcdes entre os resultados anteriores obtidos pelo nosso grupo, quando as
moléculas foram avaliadas amostras humanas (SANTOS et al., 2016a; 2016b; 2017). Nos
ensaios empregando amostras de cées, o desempenho do antigeno IBMP-8.4 foi similar aquele
observado previamente em humanos, sendo seus parametros de desempenho superiores aos das
outras moléculas. Contraditoriamente, o antigeno IBMP-8.1 foi o de menor desempenho
diagndstico em cées, apresentando baixos valores de sensibilidade (67.4%) e especificidade
(91.3%), principalmente para amostras positivas para T. cruzi do painel 1, o que ndo era
esperado, ja que esta molécula apresentou elevado potencial diagnostico nas avaliacbes em
humanos (97,4% de sensibilidade e 99,4% de especificidade) (SANTOS et al., 2017). Esta
variacdo pode ser decorrente das diferencas na composicao fisico-quimica entre as regides
hipervaridveis dos anticorpos humanos e caninos (STEINIGER et al., 2014) ou entédo pelo fato
do IBMP-8.1 ser um antigeno mais simples, de menor peso e com uma menor variedade de
epitopos.

A utilizacdo de misturas antigénicas é uma estratégia usada em ensaios imunoldgicos para
aumentar o repertorio de epitopos disponiveis em um ensaio (CAMUSSONE et al., 2009). No
entanto, esta estratégia foi previamente estudada pelo nosso grupo utilizando os antigenos
quiméricos IBMP e forneceu resultados desanimadores para o diagnéstico da DC em humanos
(SANTOS et al., 2017a), reduzindo os valores de sensibilidade e aumentando o indice de
reatividade para amostras negativas. Embora os resultados para humanos tenham sido
desanimadores, é possivel que amostras de cdes se comportem diferentemente frente as
misturas equimolares usando os antigenos IBMP.

A principal limitacdo do estudo de fase I consistiu na auséncia de um teste de referéncia
para a recaracterizacdo do painel sorologico, visto que ndo ha testes comerciais para esta
finalidade. Por este motivo, o teste de referéncia foi baseado na concordancia dos resultados
obtidos de um ELISA in-house e nos resultados de um teste comercialmente disponivel para
diagnostico da DC em humano adaptado. Assim, o desempenho diagnostico dos antigenos
quiméricos IBMP pode ter sido influenciado por conta de falhas na preciséo dos testes usados

como padrdo-ouro. Outra limitacdo foi o baixo nUimero de amostras de doengas ndo
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relacionadas, porém, esta analise foi uma adicdo, considerando que a reatividade cruzada é uma

matéria de estudos de fase I1I.

6.4 REATIVIDADE CRUZADA

Considerando a avaliagdo de reatividade cruzada das amostras caninas com doencgas nao
relacionadas, observou-se um pequeno numero de amostras que reagiram de forma cruzada
com o antigeno IBMP-8.1, porém, tal ocorréncia ndo foi estatisticamente significante quando
utilizamos os antigenos quiméricos IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4. Notoriamente, em
virtude da proximidade filogenética entre o T. cruzi com outros tripanosomatideos, como
espécies do género Leishmania spp., reacBes cruzadas nos imunoensaios tendem a ocorrer
frequentemente (CABALLERO et al., 2007; DESQUESNES et al.,; ZANETTE et al., 2014;
ZINGALES, 2018). No presente estudo, das 9 amostras positivas para Leishmania spp. testadas
frente aos quatro antigenos, observamos uma reatividade cruzada frente ao antigeno IBMP-8.3.
N&o esperdvamos observar nenhuma reagdo cruzada, tendo em vista que em estudos prévios
do nosso grupo, analisamos as ocorréncias de reacdes cruzadas em um painel de 1.079 amostras
de soro humano sororeagentes para outras patologias de interesse médico, como dengue,
hepatites B e C, HIV, HTLV, leishmaniose visceral e americana cutanea, leptospirose, rubéola,
sarampo, esquistossomose e sifilis, frente aos antigenos IBMP, sendo que neste painel 1.079
amostras, 153 amostras eram positivas para Leishmania spp. (SANTOS, 2017) e apenas uma
amostra positiva para Leishmania spp. foi erroneamente caracterizada como reagente para T.
cruzi. Neste mesmo estudo, o IBMP-8.4 apresentou 0 menor numero total de reacGes cruzadas
(4/1.079), seguido pela molécula 8.3 (5/1.079), 8.1 (6/1.079) e 8.2 (8/1.079). Néo foi observada
reatividade cruzada em amostras positivas para Leishmania spp. utilizando os antigenos IBMP-
8.1, -8.2 e -8.4. Surpreendentemente, em cdes, o IBMP-8.1 reconheceu pelo menos um soro
para anaplasmose, babesiose, dirofilariose e erliquiose como amostras positivas para T. cruzi,
produzindo uma taxa de reacdo cruzada geral de 13,7%. Isso ndo era esperado devido a baixa
similaridade das sequéncias peptidicas do IBMP-8.1 com as depositadas no banco de dados de
proteinas do NCBI para outras espécies. Adicionalmente, amostras com reacdo cruzada
também apresentaram baixo valor de IR. N&o foram observados resultados inconclusivos neste
painel de reatividade cruzada, exceto para o IBMP-8.1. O desempenho das moléculas IBMP-
8.2, 8.3 e 8.4 frente as amostras de outras patologias foi semelhante aos resultados anteriores
obtidos pelo nosso grupo, quando avaliamos a reatividade cruzada em amostras humanas para

patogenos de interesse médico usando ELISA e microarranjo liquido (SANTOS et al., 2017a,
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2017b). O baixo nimero de reacdes cruzadas sugere que os antigenos IBMP, especialmente
IBMP-8.3 e IBMP-8.4, podem ser usados com seguranca para diagnosticar DC canino em areas

de co-endemicidade com outras doengas infecciosas.
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7 CONCLUSAO

e Os antigenos recombinantes quimeéricos IBMP-8.1, -8.2, -8.3 e -8.4 apresentaram uma
alta capacidade em diagnosticar a DC crénica em cdes naturalmente infectados;

e Osantigenos IBMP-8.3 e -8.4 apresentaram a maior capacidade diagndstica em animais
experimentalmente infectados;

e Os antigenos recombinantes quiméricos IBMP-8.2 e -8.4 obtiveram 100% de
especificidade nos painéis 1 e 2;

e O antigeno quimérico IBMP-8.3 obteve 100% de sensibilidade nos painéis 1 e 2;

e O antigeno quimérico IBMP-8.3 foi capaz de diagnosticar corretamente todas as
amostras de cées experimentalmente infectados com diferentes cepas distintas do
Trypanosoma cruzi;

e Ndo foram observadas reacdes cruzadas com os antigenos IBMP-8.4 e -8.2.
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8 PERSPECTIVAS

¢ Avaliacdo dos antigenos IBMP em plataforma de imunocromatografia;

e Avaliacdo do desempenho dos antigenos IBMP em misturas equimolares;

o Realizacdo do estudo de Fase Il;

e Avaliacdo da reprodutibilidade intra-teste, inter-teste, inter-laboratorio, inter-operadores;
¢ Avaliacdo da estabilidade dos antigenos sensibilizados por um periodo de 48 meses;

o Realizacdo da andlise de classe latente.
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Abstract

Background

Dogs are considered sentinels in areas of Trypanosoma cruzitransmission risk to humans.
ELISA is generally the method of choice for diagnosing T. cruziexposure in dogs, but its
performance substantially depends on the antigenic matrix employed. In previous studies,
our group has developed four chimeric antigens (IBMP-8.1, 8.2, 8.3, and 8.4) and evalu-
ated their potential for diagnosing T. cruziexposure in humans. For human sera, these chi-
meric antigens presented superior diagnostic performances as compared to commercial
tests available in Brazil, Spain, and Argentina. Therefore, in this study we have evaluated
the potential of these antigenic proteins for detection of anti- T. cruzilgG antibodies in dog
sera.

Methodology/Principal findings

The IBMP-ELISA assays were optimized by checkerboard titration. Subsequently, the diag-
nostic potential was validated through analysis of ROC curves and the performance of the
tests was determined using double entry tables. Cross-reactivity was also evaluated for
babesiosis, ehrlichiosis, dirofilariosis, anaplasmosis, and visceral leishmaniasis. Best per-
formance was shown by IBMP-8.3 and IBMP-8.4, although all four antigens demonstrated a
high diagnostic performance with 46 positive and 149 negative samples tested. IBMP-8.3
demonstrated 100% sensitivity, followed by IBMP-8.4 (96.7—-100%), IBMP-8.2 (73.3—
87.5%), and IBMP-8.1 (50-100%). The highest specificities were achieved with IBMP-8.2
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(100%) and IBMP-8.4 (100%), followed by IBMP-8.3 (96.7-97.5%) and IBMP 8.1 (89.1—
100%).

Conclusions/Significance

The use of chimeric antigenic matrices in immunoassays for anti- T. cruzilgG antibody
detection in sera of infected dogs was shown to be a promising tool for veterinary diagnosis
and epidemiological studies. The chimeric antigens used in this work allowed also to over-
come the common hurdles related to serodiagnosis of T. cruziinfection, especially regarding
variation of efficiency parameters according to different strains and cross-reactivity with
other infectious diseases.

Author summary

Despite dogs being considered T cruzi’s most important domestic sentinel/reservoir
and also suffering from the outcomes of the infection, there has never been a commer-
cially available test to diagnose T. cruzi infection in dogs. As such, our group’s objective
was to develop a state-of-the-art serological diagnostic test utilizing four chimeric anti-
gens (IBMP-8.1, 8.2, 8.3, and 8.4) in an ELISA platform to accurately identify canine
anti-T. cruzi IgG antibodies. The IBMP-ELISA assays were optimized, evaluated for
cross-reactivity towards multiple canine parasite’s, including Leishmania spp., its diag-
nostic potential was validated and the test’s performance was determined using double
entry tables. The IBMP-8.3 antigen demonstrated 100% sensitivity, followed by IBMP-
8.4, whereas the highest specificities were achieved with IBMP-8.2 (100%) and IBMP-8.4
(100%). Therefore, we’ve concluded that the serodiagnosis through anti-T. cruzi IgG
detection in dogs, utilizing chimeric antigenic matrices in immunoassays is a promising
tool for veterinary diagnosis and epidemiological surveillance. Furthermore, the use

of chimeric antigens efficiently addressed common hurdles related to T. cruzi serodiag-
nosis, especially regarding efficiency variation in response to different strains and cross-
reactivity.

Introduction

Chagas disease (CD) is a vector-borne, neglected parasitic illness caused by the hemoflagellate
protozoan Trypanosoma cruzi. According to recent estimates, approximately 6 million people
are affected by CD in 21 Latin American endemic countries with ~14,000 deaths per year
being attributed to this disease [1]. Increased international migration of infected individuals
has spread CD toward non-endemic settings, including North American, European, Asian,
and Oceanian countries [2,3].

Trypanosoma cruzi transmission involves complex networks of interactions of wild and
domestic mammalian hosts, and triatomine vectors. Dogs, cats, pigs, and goats are the main
domestic mammalian species investigated for T. cruzi infection in endemic areas. Dogs and
cats represent the first domestic T. cruzi hosts studied by Carlos Chagas: a cat in Lassance
(Minas Gerais state, Brazil) was the first mammalian host in which he found trypomastigote
forms of the parasite in the blood, whereas dogs were among the first experimental models
used in his research. Since then, several studies have shown that dogs and cats can be
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competent T cruzi reservoirs, but as described for the other mammals, their importance in the
transmission cycle varies according to the geographic regions and local characteristics. Partic-
ularly, domestic dogs have been commonly implicated as blood meal sources for triatomine
vectors [4,5]. In the Argentinean Gran Chaco, both dogs and cats are epidemiologically impor-
tant and described as highly infective to triatomine vectors [4,5]. Active transmission, which
includes symptomatic dogs, was also observed in the southern United States [6,7] and
throughout the Americas [8]. A different scenario is seen in Brazil. Despite being exposed to
parasite (as evidenced by the high seropositive rates by IFAT and ELISA), T. cruzi isolation
from dogs, whether by hemoculture or xenodiagnoses, is rarely documented [6-8]. However,
dogs may act as efficient sentinel animals. Xavier et al. [7] observed positive association
between serologically positive dogs and: (1) lower diversity of small mammal fauna and

(2) high rates of small mammal fauna with high infective competence as expressed by positive
hemocultures.

The presence of T. cruzi-infected dogs in households is associated with higher risk of
human infection; as such, they can be used as sentinels [9]. Furthermore, dogs may eventually
develop American trypanosomiasis (AT) by T. cruzi, presenting morphofunctional cardiac
lesions or sudden death similar to those seen in humans [10,11]. Hence, AT may represent a
health risk for dogs [12]. The pivotal importance is that seropositive dogs reflect exposure to
T. cruzi and indicate the presence of this parasite in areas where these animals roam. The
knowledge of T. cruzi infection in these hosts may direct epidemiological measures to risk set-
tings even before the occurrence of human cases.

Despite the importance of dogs in the epidemiological scenario of T. cruzi transmission,
there are no commercial serological tests to diagnose canine T. cruzi-infection. Several studies
employed conventional in-house ELISA to diagnose T. cruzi exposure in dogs, which uses
either fractionated T. cruzi lysates or whole-cell epimastigote homogenates as antigenic matri-
ces [10,13-15]. This complex antigenic mixture of the variable component is highly sensitive
and some drawbacks have been already described, such as difficult standardization, low speci-
ficity, and cross-reactivity with Leishmania spp., and other trypanosomatids [16,17]. There-
fore, accurate serological diagnostic tests are needed to fill this gap.

Multi-epitope recombinant proteins, composed of several antigenically distinct amino acid
sequences, have been proposed to improve the diagnostic performance of human chronic CD
diagnosis [18-23]. Four multi-epitope proteins, namely IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3, and
IBMP-8.4, have been expressed by our team and their diagnostic potential has previously been
evaluated on several technical platforms to diagnose human CD [18-20]. These antigens pre-
sented high levels of sensitivity, specificity, and accuracy for samples from both endemic and
non-endemic areas for several geographic regions [19,24,25]. Cross-reactivity has already been
evaluated and only a small number of samples were classified as reagent for various infectious
diseases of clinical interest, including leishmaniasis [19,26]. The results obtained for human
samples are very promising. Therefore, in this study, we aimed to assess the efficiency of these
multi-epitope proteins as an antigenic matrix in serological assays for anti-T. cruzi IgG anti-
body detection in dogs with chronic T. cruzi infection.

Materials and methods
Ethical statements

This investigation was approved by the Animal Ethical Committee from Gongalo Moniz
Institute, Oswaldo Cruz Foundation, Salvador, Bahia, with the number 002/2017. The sam-
ples were provided by the biorepositories of the Trypanosomatid Biology Laboratory (Fio-
cruz, Rio de Janeiro), Immunopathology Laboratory of the Nucleus of Research in Biological
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Fig 1. SDS-PAGE stained with Coomassie brilliant showing the chimeric purified antigens. The T. cruzi proteins whose antigenic regions were used
to construct the chimeric antigens are described on the right. Lanes 8.1 to 8.4 indicate the IBMP multi-epitope antigens (1 pg of each antigen was loaded
per lane). MM: molecular weight marker.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007545.g001

Sciences (NUPEB—Federal University of Ouro Preto-UFOP), Host-Parasite Interaction and
Epidemiology Laboratory (Fiocruz-BA), and Immunoparasitology Laboratory (Fiocruz-
Pernambuco).

Chimeric proteins synthesis

The multi-epitope antigens used in the indirect ELISA were obtained according to Santos et al.
[18]. Briefly, the synthetic genes were subcloned into the pET28a vector and expressed in
Escherichia coli BL21-Star (ThermoFisher Scientific). Expression was induced with 0.5 uM of
IPTG (isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) and the soluble proteins purified by both ion
exchange and affinity chromatography. Finally, the purified muti-epitope antigens were quan-
tified by Qubit fluorometric assay (ThermoFisher Scientific). Fig 1 illustrates the SDS-PAGE
of the antigens after purification. Details about IBMP composition has been seen in previous
studies of our group [18,19,23].

Sample collections

Three convenience canine serum panels from dogs of different origins were used in this inves-
tigation (Fig 2). The first panel (panel 1) was composed of either non-infected (n = 31) or
experimentally infected mongrel dogs with the Colombian (n = 12), Y (n = 8) and Berenice
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Fig 2. STARD flowchart to eval the diagnostic performance of IBMP chimeric antigens to detect anti-
Trypanosoma cruzi antibodies in dog sera. Reference Standard Tests: in-house ELISA using fractionated lysates of 1.
cruzi at the epimastigote and modified Gold ELISA Chagas (Rem Indstria e Comércio, Brazil).

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007545.g002

(n = 10) strains of T. cruzi. These samples were obtained from animals born and maintained at
UFOP’s Animal Science Center kennel, Ouro Preto, Minas Gerais, Brazil. Serum samples from
experimentally infected dogs were collected 2-15 months after T. cruzi inoculation. The sec-
ond panel (panel 2), composed of T. cruzi-negative (n = 119) and positive (n = 16) samples,
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was provided by the biorepository of the Trypanosomatid Biology Laboratory (Fiocruz-R]) or
the Host-Parasite Interaction and Epidemiology Laboratory (Fiocruz-BA). These samples
were obtained from previous investigations and were collected in several T. cruzi endemic set-
tings from Brazil [27-29]. Combined analysis of panel 1 and panel 2 was denominated as
“Merged.” In addition to T. cruzi-positive and negative sera, 51 samples from animals with
unrelated pathogens infection (panel 3) were combined into the sample set to assess cross-
reactivity. The unrelated pathogens infection evaluated included anaplasmosis (n = 6), babesi-
osis (n = 17), dirofilariosis (n = 8), and ehrlichiosis (n = 13). These samples were from the bior-
epository of the Immunoparasitology Laboratory (Fiocruz-PE) and previously characterized
by molecular and serological methods [27]. Additionally, sera from mongrel dogs experimen-
tally infected with Leishmania infantum (n = 7) were provided by the Immunopathology Labo-
ratory (UFOP) and assessed herein [30].

Sera characterization

All samples were initially re-assayed for IgG antibodies against T. cruzi using two in-house
ELISA. In the first test, 100 pl of fractionated lysates of T. cruzi at the epimastigote stage

(2.4 ug/ml) in carbonate-bicarbonate buffer (50 mM, pH 9.6) was used to sensitize the micro-
plates for 60 min at 37°C. Following washing steps with PBS 0.05% Tween 20 (PBS-T), the
microplates were blocked with phosphate-buffered saline (PBS) supplemented with 2% milk
lecithin for 30 min at 37°C. After washing, 100 pl of anti-dog IgG-HRP conjugated (Sigma,
St. Louis, USA), loaded at 1:40.000 in PBS, were added and the microplates incubated for 30
min at 37°C. Following incubation and washing cycles, 100 pl of TMB substrate (tetra-
methyl-benzidine; Sigma, St. Louis, USA) were added, and the microplates were incubated in
the dark at room temperature (RT) for 30 min. Then, the enzymatic reactions were stopped
by adding 50 pl of 0.5 M H,SO,, and the optical density (OD) at 450 nm was read in a Multi-
skanFC microplate spectrophotometer (Thermo Scientific, Finland). The other test refers to
a modified Gold ELISA Chagas kit (Rem Industria e Comércio, Sao Paulo, Brazil). In this
test, dilutions of anti-dog IgG-HRP conjugate tested were 1:20,000, 1:40,000, and 1:80,000
(Bio-Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil). Similarly, T. cruzi-positive and negative serum
samples were assayed at dilutions 1:100, 1:200, 1:400, and 1:800. The best conditions to sepa-
rate negative and positive samples (delta median—A) were conjugated antibody diluted at
1:40,000 and serum dilution at 1:800. The cut-off (CO) was established by using the mean
optical absorbance of negative sera plus three standard deviations. If a sample’s optical den-
sity (OD) value fell within + 10% of the CO value, it was considered as an indeterminate
result (or in the grey zone). Samples with repeatedly discrepant results between both tests or
inconclusive in one of them (or within the gray zone) were excluded. These two in-house
ELISA were used as reference tests to determine the presence of IgG anti-T. cruzi antibodies
in the investigated samples. Each sample was given an identifier code in the laboratory to
ensure a blinded analysis.

IBMP-ELISA optimization and procedure

The optimal dilutions of the antigen coating, as well as the dilutions of the antibody-enzyme
conjugate (HRP) and serum concentrations, were determined by cross-titration. The selected
conditions were established considering the largest difference in the average optical density
(OD) value between positive and negative samples. The conditions were considered satisfac-
tory when negative samples’ OD averaged below or around 0.25 and positive samples

above or next to 1.00. The selected conditions for each chimeric antigen were established
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considering the highest difference between the median OD for positive and negative T. cruzi
samples (delta median—A). Flat bottom, high-binding, transparent “Maxisorp” 96-well
microplates (Nunc, Roskilde, Denmark) were coated with IBMP antigens (12.5 ng, 25 ng, and
50 ng) in carbonate-bicarbonate buffer (50 mM, pH 9.6). Following the blocking step with
Well Champion reagent (Kem-En-Tec, Taastrup, Denmark), 100 ul of a serial dilution of
each serum sample (1:100 and 1:200) diluted in phosphate-buffered saline (pH 7.4) was
added to the selected well and the microplate incubated at 37 °C for 60 min. After washing
with phosphate-buffered saline-0.05% Tween 20, 100 uL of HRP-conjugated goat anti-dog
IgG (Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil), diluted at 1:20,000, 1:40,000, and 1:80,000 ratios in phos-
phate-buffered saline, were added to the wells and the microplate incubated at 37°C for 30
min. After another washing cycle, 100 ul of TMB substrate (tetramethyl-benzidine; Kem-En-
Tec, Taastrup, Denmark) were added to each well and the microplates incubated in the dark
at RT for 10 min. The reaction was interrupted by adding 50 ul of 0.3 M H,SO, to each well.
The OD was measured using a 450nm filter (SPECTRAmax 340PC, USA). CO values were
established under ROC curve analysis. The results were normalized as a reactivity index (RI)
that denotes the ratio between the OD of the samples and the CO. Samples that resulted in

RI > 1.0 were considered positive. If a sample’s RI value was within + 10% of 1.0, it was classi-
fied as inconclusive (or in the grey zone). Each sample was given an identifier code in the lab-
oratory to ensure a blinded analysis.

Statistical analysis

Data were analyzed using a scatter plot graphing software (GraphPad Prism version 7, San
Diego, CA, USA). Continuous variables were presented as geometric mean + standard devia-
tion (SD). The Shapiro-Wilk test was used to test data normality. When the assumed homoge-
neity was confirmed, Student’s t-test was used. If not, Wilcoxon’s signed-rank test was
employed. All analyses were two-tailed, and p values under 5% were considered significant

(p < 0.05). Areas under the ROC curve (AUC) were calculated to assess the global accuracy for
each IBMP antigen, which can be classified as outstanding (1.0), elevated (0.82-0.99), moder-
ate (0.62-0.81), or low (0.51-0.61) [31]. IBMP-ELISA performance parameters were deter-
mined using a dichotomous approach and compared regarding sensitivity (Se), specificity
(Sp), and accuracy (Ac). A 95% confidence interval (95% CI) was calculated to address preci-
sion of the proportion estimates. The agreement strength between the reference standard tests
and IBMP-ELISA was established by Cohen’s kappa (i) analysis, which was interpreted as fol-
lows: 1.0 < k > 0.81 (almost perfect agreement), 0.80 < k > 0.61 (substantial agreement),
0.60 < x > 0.41 (moderate agreement), 0.40 < k > 0.21 (fair agreement), 0.20 < k > 0 (slight
agreement), and k = 0 (poor agreement) [32]. A checklist (S1 Table) and flowchart (Fig 2) are
provided according to the Standards for the Reporting of Diagnostic accuracy studies
(STARD) guidelines.

Results
Chimeric antigen-ELISA optimization

The optimal dilutions of sera, antigens and antibody-enzyme conjugate were assessed by
checkerboard titration. The best condition was chosen by considering the higher A median
between T. cruzi-positive and negative samples. The pre-established criteria (OD < 0.25 for
negative samples and OD > 1.00 for T. cruzi-positive samples) conditions were classified as
satisfactory with the antibody-enzyme conjugate at a dilution of 1:20.000 for IBMP-8.3 and
1:40.000 for IBMP-8.1, IBMP-8.2, and IBMP-8.4. With respect to serum dilution, all tests
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presented higher A median when diluted at 1:100 compared to 1:200). Conversely, the best
quantity of antigen to sensitize each well varied from 25 ng for IBMP-8.1, IBMP-8.2, and
IBMP-8.4 to 50 ng for the IBMP-8.3.

Chimeric antigen-ELISA performance

The phase I study was performed using two distinct serological panels. Panel 1 was composed
of sera from dogs experimentally infected with three known strains of T. cruzi, whereas panel 2
was formed by sera from dogs naturally infected with unknown strains of T. cruzi. The merged
analysis was also performed considering the samples from both panels 1 and 2 (Fig 3; individ-
ual data points are available in the S2 Table). Based on AUC values, all IBMP chimeric antigens
were classified with either high or outstanding diagnostic potential, regardless of serum panel
assayed. However, AUC values for IBMP-8.3 and IBMP-8.4 were statistically higher than those
for IBMP-8.1 and IBMP-8.2. For T. cruzi-positive samples, IBMP-8.3 produced the highest RI
value for merged analysis. No significative difference was observed between IBMP-8.3 and
IBMP-8.4, considering overlap of 95% CI values. The lowest RI value was seen for IBMP-8.1.
However, no differences were shown between IBMP-8.1 and IBMP-8.3 or IBMP-8.2 consider-
ing only panel 2. With respect to T. cruzi-negative samples, RI values were below 0.45 for all
four chimeric antigens in all investigated panels.

IBMP-8.3 presented a sensitivity of 100% for all panels, followed by IBMP-8.4 (ranging
from 96.7% to 100%), IBMP-8.2 (ranging from 73.3% to 87.5%), and IBMP-8.1 (ranging from
50% to 100%). Considering the merged panel, no statistical differences in sensitivity were
observed for IBMP-8.3 and IBMP-8.4. Conversely, IBMP-8.1 showed the lowest sensitivity,
mainly for T. cruzi-positive samples from panel 1 (Sen 50%). False-negative results, produced
by this antigen, were due to six dogs infected with the Colombian strain, six with the Y strain,
and three with Berenice strain, in which the serum collection occurred two months (nine ani-
mals: four infected with Colombian strain, two infected with Y strain, and three infected with
Berenice strain), six months (three animals: one and two infected with Colombian and Y
strain, respectively), and 15 months (three animals: one infected with Colombian strain and
two infected with Y strain) postinfection. IBMP-8.2 also produced a high number of false-neg-
ative results, which was due to eight Colombian and one Y strain infected dogs, in which the
serum collection occurred two months (three animals infected with Colombian strain), six
months (two animals infected with Colombian strain), and 15 months (three animals: two
infected with Colombian strain and one with Y strain) postinfection. The performance of
IBMP-ELISA evaluated by accuracy showed values of 99% for IBMP-8.4, 98% for IBMP-8.3,
and 94% for IBMP-8.2, without significant difference among them. Conversely, IBMP-8.1 was
85.6% accurate, with statistical difference compared with the other antigens (lack of 95% CI
values overlapped).

By adopting an inconclusive zone of 1.0 + 10%, a small number of samples fell inside the
grey zone using IBMP-8.2, IBMP-8.3, and IBMP-8.4. However, the RI values of six (2%) T.
cruzi-negative samples fell in the grey zone when assayed with IBMP-8.1. All T. cruzi-negative
samples fell inside the conclusive space when tested using IBMP-8.2 and IBMP-8.4. Two T.
cruzi-negative samples presented inconclusive result when evaluated with IBMP-8.3. With
respect to T. cruzi-positive samples, one sample was inconclusive when assayed with IBMP-8.3
or IBMP-8.4; and two samples tested by IBMP-8.2. Overall analysis showed that 0.33% of the
samples assayed using IBMP-8.4, 1% using IBMP-8.2 or IBMP-8.3, and 2% using IBMP-8.1
presented RI values falling within the inconclusive result threshold.
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Fig 3. Reactivity index and diagnostic performance parameters obtained with serum samples from T. cruzi-infected and non-infected dogs. Panel
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https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007545.9003

Analysis of T. cruzi strain background on antigen efficiency

In order to evaluate the heterogeneity of recognition of IBMP chimeric antigens by IgG anti-T.
cruzi specific antibodies due to the expected genetic variability of parasite strains, RI and sensi-
tivity values were compared using samples from dogs infected with T. cruzi Berenice (n = 10),
Colombian (n = 12), and Y (n = 8) strains. Consistent with the results described above, the
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highest RI values were found when T. cruzi-positive samples were assayed using IBMP-8.3, fol-
lowed by IBMP-8.4. However, RI values for T. cruzi Berenice and Y strains were statistically
higher for IBMP-8.3 compared to IBMP-8.4 (Fig 4; individual data points are available in the
S$2 Table). Contrarily, no statistical difference was found when T. cruzi Colombian strain was
assayed with IBMP-8.3 and IBMP-8.4. The lowest RI values were found for IBMP-8.1. Only
two out of eight samples were correctly classified as T. cruzi-positive, producing an RI value of
0.9. Similar RI value was observed when T. cruzi Colombian strain samples were tested using
IBMP-8.2 antigen. As shown in Fig 4, IBMP-8.1 showed the lowest sensitivity value (25%).
IBMP-8.2 also showed low sensitivity (41.7%). Higher sensitivity values were observed for
IBMP-8.3 (100%) and IBMP-8.4 (87.5-100%).

Cross-reactivity assessment

IBMP-ELISA tests were performed to evaluate the antigenic cross-reactivity against antibodies
of unrelated diseases (RI > 1.0) using a panel of 51 serum samples. As shown in Fig 5, no
cross-reaction was observed when serum samples were assayed using IBMP-8.2 and IBMP-8.4
(individual RI values are given in the S3 Table). The incidence of cross-reactivity using IBMP-
8.3 was negligible; only one L. infantum-positive sample produced a false-positive result. Con-
versely, 13.5% of the samples assayed using IBMP-8.1 presented positive result. At least one
sample from each unrelated pathogen cross-reacted with this chimeric antigen, producing a
cross-reaction incidence of 16.7% for anaplasmosis, 17.7% for babesiosis, 12.5% for dirofilario-
sis, and 15.4% for ehrlichiosis. No cross-reaction was observed when L. infantum-seropositive
samples were assayed using IBMP-8.1.

Discussion

In the present study, we assessed the diagnostic performance of four recombinant chimeric
antigens for detection of specific IgG anti-T. cruzi antibodies in sera from T. cruzi-positive
dogs. The main objectives for surveillance of T. cruzi infection in domestic animals are to iden-
tify mammalian species that can act as amplifiers of parasite populations and to determine the
mammalian species that can act as bioindicators (sentinels) of T. cruzi transmission risk to
humans. It is known that, similar to what occurs in Leishmania spp. infection, in areas that
present a high prevalence of T. cruzi infection in wild mammalian and triatomine hosts,
domestic and peridomestic (synanthropic) mammalian species are exposed to infection, a sce-
nario that favors establishment of human CD in that same area [7]. The antigens assayed in
this work exhibited a high diagnostic efficiency. Indeed, the AUC values were higher than 90%
for all antigens, indicating an optimal discriminative power between T. cruzi-positive and neg-
ative canine sera. IBMP-8.3 and IBMP-8.4 are of particular interest since they presented AUC
values of 99.7% and 100%, respectively. These data are similar to previous results obtained by
our group when these T. cruzi antigens were assessed to diagnose CD in humans [18-20]. Cur-
rently, human chronic CD diagnosis is troublesome due to the lack of a gold-standard serolog-
ical test and the only gold standard tests based on T. cruzi DNA detection are solely applicable
in the brief initial stage of the infection (acute phase). However, there is currently a significant
difference in performance among the commercial tests due to the high genetic variability of
the parasite and the employed antigenic matrices used to capture specific antibodies [18,33].
Hence, the World Health Organization recommends the concomitant use of two antigenically
distinct commerecial tests to diagnose T. cruzi infection in humans [34]. The diagnosis of the

T. cruzi infection in dogs is even more difficult, owing to the absence of validated tests. Most
studies usually employ either fractionated T. cruzi lysates or whole-cell epimastigote homoge-
nates as antigenic matrices [10,13-15], which can lead to difficulties in standardizing, low
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specificity, and cross-reactivity with antibodies against Leishmania spp., amongst other trypa-
nosomatids [16,17]. So, a strategy to address these limitations can be proposed by adopting
synthetic recombinant chimeric antigens, composed of conserved amino acid sequences of
several antigenic T. cruzi proteins [21,23,35,36]. To the best of our knowledge, this is the first
study using recombinant chimeric proteins to diagnose T. cruzi infection in experimentally
infected animals with known strains.

The diagnostic sensitivity was higher for IBMP-8.3 and IBMP-8.4 compared to the other chi-
meric proteins. Indeed, IBMP-8.3 correctly diagnosed all T. cruzi positive samples, regardless of
the panel or strain, whereas IBMP-8.4 misidentified as negative only one positive sample from a
dog infected with the Y strain. Conversely, IBMP-8.1 and IBMP-8.2 presented lower sensitivity
values, probably due to their amino acid composition and the short period between inoculation
and sampling (acute phase). We observed that the majority of false-negative results produced
by IBMP-8.1 and IBMP-8.2 was associated with samples from panel 1. This panel was com-
posed of dogs submitted to well-established infection protocols in which known strains were
used. The sera sampling occurred two, six or 15 months postinfection. We observed that almost
50% of the false-negative results occurred in animals whose samples were collected two months
postinfection. Thus, the quantity of specific IgG anti-T. cruzi antibodies did not appear suffi-
cient to be detected by the IBMP-8.1 and IBMP-8.2 immunoassays performed here. Further-
more, the limited repertoire of antigenic epitopes in IBMP-8.1 and IBMP-8.2 compared to
IBMP-8.3 and IBMP-8.4 could not be wide enough to identify the specific antibodies.

Considering the cross-reactivity assessment with sera from dogs carrying unrelated patho-
gens, the small number of samples that cross-reacted was statistically insignificant for the
assays with IBMP-8.2, IBMP-8.3, and IBMP-8.4. IBMP-8.3 cross-reacted with one Leishmania
infantum-positive serum, which was negative for other chimeric antigens. Conversely, IBMP-
8.1 recognized at least one serum for anaplasmosis, babesiosis, dirofilariosis and ehrlichiosis as
T. cruzi-positive samples, producing an overall cross-reaction rate of 13.7%. This was not
expected owing to the low similarity of IBMP antigen sequences of T. cruzi to those deposited
in the NCBI’s Genbank for other species. Furthermore, cross-reacting samples also presented
alow RI value. Inconclusive results using this panel were statistically insignificant, except to
IBMP-8.1. These findings are similar to previous results obtained when our group assessed the
cross-reactivity in human samples for pathogens of medical interest, such as dengue, B and C
hepatitis, HIV, HTLV, visceral and cutaneous leishmaniasis, leptospirosis, rubella, measles,
schistosomiasis, and syphilis using both ELISA and liquid microarray [19,20,26]. The low
number of cross-reaction suggests that IBMP antigens, specially IBMP-8.3, can be safely used
to diagnose canine T. cruzi infection in co-endemicity areas with other infectious parasites.

The main limitation of the study was the lack of a validated standard test to pre-classify the
sera to be used to evaluate the efficiency of the antigens. To overcome this limitation we
employed two in-house ELISAs as reference tests. So, the diagnostic performance of the pres-
ent IBMP chimeric antigens could be biased due to shortcomings in the accuracy of the refer-
ence test. Another limitation was the number of samples with unrelated pathogens. Despite
these restrictions, we conclude that IBMP-8.3 and IBMP-8.4 can be used for anti-T. cruzi IgG
antibodies detection in dogs. These antigens could be potentially employed in a test to evaluate
parasite’s transmission cycle of T. cruzi in endemic settings and for veterinary purposes.

Supporting information

S1 Table. STARD checklist. Standards for the Reporting of Diagnostic Accuracy Studies
(STARD) checklist for reporting of studies of diagnostic accuracy.
(PDF)
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$2 Table. Reactivity index for diagnostic performance assessment.
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§3 Table. Reactivity index for cross-reactivity assessment.
(PDF)
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