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RESUMO

INTRODUGCAO: A doenca de Chagas (DC) esta entre as dez principais causas de inaptido
para doacdo de sangue. Os hemocentros utilizam testes para deteccdo de anticorpos anti-
Trypanosoma cruzi através de métodos imunoenzimaticos (ELISA) ou quimiluminescentes,
sendo obrigatdria a realizagdo de ensaios de alta sensibilidade, os quais podem levar a
resultados falso-positivos. Uma alternativa para ultrapassar este obstaculo baseia-se na
utilizacdo de proteinas recombinantes quiméricas, elevando a especificidade sem, contudo,
reduzir a sensibilidade. Recentemente quatro proteinas quiméricas (IBMP-8.1, IBMP-8.2,
IBMP-8.3 e IBMP-8.4) foram sintetizadas e avaliadas em estudos de fase | e Il, sendo
demonstrados elevados valores de desempenho e baixos indices de reatividade cruzada.
OBJETIVO: Avaliar a utilizacdo dos antigenos quiméricos IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3
e IBMP-8.4 do T. cruzi para a triagem sorologica da DC em bancos de sangue. MATERIAL
E METODOS: Os antigenos foram expressos através da clonagem em vetor pET28a e
expressdao em E. coli BL21-Star. Um total de 5.014 foram obtidas de doadores da Fundacéo
HEMOBA. As placas de ELISA foram sensibilizadas utilizando as moléculas IBMP-8.1,
IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4, separadamente, como antigeno de captura. A analise de
classe latente (LCA) foi utilizada para definicdo da condi¢do soroldgica para a DC das
amostras inscritas no estudo. Trata-se de uma ferramenta estatistica utilizada para avaliar
ensaios diagndsticos para doengas que ndo possuem testes de referéncia. Em seguida, o
potencial diagnostico de cada molécula foi validado através de curvas ROC e o desempenho
dos testes determinado através de tabelas de dupla entrada. RESULTADOS: Do total de
amostras analisadas, a LCA classificou 4.993 (99,6%) amostras como negativas e 21 (0,4%)
como positivas. Os valores da &rea abaixo da curva variaram de 99.3% a 100% para todas as
moléculas IBMP. A acuracia variou de 99,9% a 100%. A sensibilidade foi de 85,7%, 90,4%,
95,2%, 99,9% para dos antigenos IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-83 e IBMP-8.4,
respectivamente, enquanto a especificidade foi de 100% para IBMP-8.1 e IBMP-8.2, 99,9% e
100% para as moléculas IBMP-8.3 e IBMP-8.4. Do total de amostras positivas para a DC,
seis apresentaram coinfec¢do para outras doencas infecto-parasitarias como: HTLV, sifilis,
HCV e HBC. Nao houve reatividade cruzada para nenhum dos quatro antigenos.
CONCLUSAO: O uso de antigenos quiméricos é uma alternativa para reduzir o nimero de
bolsas descartadas indevidamente por apresentarem resultado falso-positivo, em virtude da
elevada sensibilidade dos testes, reatividade cruzada bem como na redugdo dos custos para a
realizacdo da triagem sorologica das bolsas coletadas.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas, proteinas recombinantes quiméricas, imunodiagnostico,

banco de sangue, acuracia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Chagas disease (CD) is among the top ten causes of inability to donate
blood. Blood centers use tests to detect anti-Trypanosoma cruzi antibodies using
immunoenzymatic (ELISA) or chemiluminescent methods, and high sensitivity tests are
mandatory, which can lead to false-positive results. An alternative to overcome this obstacle
is based on the use of chimeric recombinant proteins, increasing specificity without, however,
reducing sensitivity. Recently, four chimeric proteins (IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 and
IBMP-8.4) were synthesized and evaluated in phase | and Il studies, with high performance
values and low cross-reactivity rates. AIM: Evaluate the utilization of these IBMP chimeric
antigens for CD diagnostic clarification in blood banks. MATERIALS AND METHODS:
The antigens were expressed through cloning in vector pET28a and expressed in E. coli
BL21-Star. A total of 5.014 were obtained from donors from the HEMOBA Foundation. The
ELISA plates were sensitized using the molecules IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 and
IBMP-8.4, separately, as the capture antigen. Latent class analysis (LCA) was used to define
the serological condition for CD of the samples enrolled in the study. It is a statistical tool
used to evaluate diagnostic tests for diseases that do not have reference tests. Then, the
diagnostic potential of each molecule was validated through ROC curves and the performance
of the tests determined through double entry tables. RESULTS: Of the total samples
analyzed, the LCA classified 4,993 (99.6%) samples as negative and 21 (0.4%) as positive.
The values of the area below the curve ranged from 99.3% to 100% for all IBMP molecules.
Accuracy ranged from 99.9% to 100%. The sensitivity was 85.7%, 90.4%, 95.2%, 99.9% for
the antigens IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 and IBMP-8.4, respectively, while the
specificity was 100 % for IBMP-8.1 and IBMP-8.2, 99.9% and 100% for the IBMP-8.3 and
IBMP-8.4 molecules. Of the total positive samples for CD, six presented co-infection for
other infectious and parasitic diseases such as: HTLV, syphilis, HCV and HBC. There was no
cross-reactivity for any of the four antigens. CONCLUSION: The use of chimeric antigens is
an alternative to reduce the number of bags improperly discarded because they present false-
positive results, due to the high sensitivity of the tests, cross-reactivity as well as the reduction
of costs for carrying out the serological screening of the collected bags.

Keywords: Chagas disease, chimeric recombinant proteins, immunodiagnostics, blood bank,
accuracy.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas (DC), ou tripanossomiase americana, € uma zoonose provocada pelo
protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi (T. cruzi). E endémica em 21 paises das
Américas e consiste em um problema de Salde Publica, especialmente na América Latina
(OMS, 2015). Os vetores de maior importancia epidemiolégica sdo o Triatoma infestans
(encontrado na Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai, Uruguai e Peru), Rhodnius
prolixus (encontrado na Colémbia, Venezuela e América Central), Triatoma dimidiata (mais
comum no Equador e na Ameérica Central) e o Rhodnius pallescens no Panama (OPAS, 2016).

Em regiBes endémicas, a principal via de transmissdo do parasita ocorre atraves do vetor,
que libera excrementos contaminados pelas formas metaciclicas do T. cruzi na pele ou
mucosas. Apesar desta ser a principal rota de infeccdo, o controle e a reducdo do numero de
triatomineos permitiram que a transmissdo transfusional tivesse uma maior relevancia
epidemioldgica. Similarmente, em areas ndo endémicas, dada a auséncia do vetor, a
transfusdo sanguinea representa uma das principais vias de transmissdao do parasita
(CAMPOS, 2018; DIAS, 2009). Por este motivo, a triagem sorolédgica para a DC tornou-se
obrigatdria em diversos paises. No Brasil, particularmente, a sua obrigatoriedade foi instituida
em 1969 (BRASIL, 1970). Em 1998, 0,97% das bolsas de sangue coletadas foram rejeitadas
por apresentarem reatividade ao T. cruzi (DIAS; SCHOFIELD, 1998). Nos anos de 1993 e
1994, o Hemocentro de Sdo Paulo descartou 6.936 bolsas por serem reativas para o T. cruzi
em pelo menos um dos trés testes utilizados na triagem sorolégica (SALLES et al., 2003).
Segundo Teixeira e Oliveira (2015), a prevaléncia da infeccdo em doadores de sangue chega a
0,6% em hemocentros publicos e 0,7% em privados (TEIXEIRA; OLIVEIRA, 2015).

No ano de 2013, a ANVISA reportou inaptiddo sorolégica em aproximadamente 90 mil
(0,34%) das 2.505.158 coletas realizadas no pais devido a positividade para a DC (ANVISA,
2013). Por causa deste elevado numero de bolsas positivas (e descartadas), o0s testes
soroldgicos utilizados para a triagem sorolégica em bancos de sangue devem apresentar
elevados valores de acurécia e baixos indices de reatividade cruzada. No entanto, o seu
desempenho depende da fase da doenca e dos antigenos usados para a deteccao dos anticorpos
anti-T. cruzi (SANTOS et al., 2016a). Além disso, em virtude do elevado grau de
polimorfismo genético inerente ao parasita, 0 desempenho dos testes pode variar de acordo
com a regido geogréfica (ZINGALES, 2018). Por outro lado, a utilizacdo de antigenos
recombinantes eleva a especificidade com reducdo da sensibilidade. Muitos destes antigenos

possuem epitopos repetitivos em sua sequéncia, 0s quais ndo sdo reconhecidos pela



integralidade de cepas circulantes. Por conta desta problemética, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) define que o diagnostico da DC deve ser realizado por dois testes comerciais,
em paralelo, e a concordancia entre eles define a condicdo sorolégica do individuo como
positivo ou negativo (OMS, 2007). Assim, uma alternativa para ultrapassar este obstaculo
baseia-se na utilizacdo de proteinas recombinantes quiméricas, as quais sdo formadas por
regides conservadas e repetitivas de diversas proteinas do T. cruzi em uma Unica molécula
(SANTOS et al., 2016b). Esta estratégia possibilita manter os indices de desempenho
elevados mesmo quando o teste é utilizado em regides geograficas com circulacdo de
diferentes linhagens genéticas do parasita (SANTOS et al., 2017a; DOPICO et al., 2019;
DEL-REI et al., 2019).

Um dos grandes desafios para os bancos de sangue consiste na reducdo do numero de
bolsas descartadas indevidamente por apresentarem resultados falso-positivos, bem como na
reducdo dos custos para a realizagdo da triagem soroldgica. Apesar disto, o Ministério da
Saude do Brasil estabeleceu que a triagem para a DC deve ser realizada por apenas um teste
de alta sensibilidade (BRASIL, 2016), sendo eleitos para esta finalidade os métodos
qguimiluminescentes. Embora possua elevado custo, esta metodologia apresenta a vantagem de
ser automatizada e analisar muitos individuos diariamente. No entanto, em virtude de sua
elevada sensibilidade analitica, um quantitativo maior de resultados falso-positivos é
reportado, levando a um desgaste emocional ao doador e descarte indevido das bolsas de
sangue (MIGUEL et al., 2017).

Recentemente, quatro proteinas recombinantes quiméricas foram obtidas por meio de
técnicas de engenharia genética, as quais foram denominadas IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-
8.3 e IBMP-8.4 (SANTOS et al., 2016). Estas proteinas foram avaliadas em estudos de fase |
(SANTOS et al., 2016b) e Il utilizando os testes de ELISA (SANTOS et al., 2017a),
microarranjo liquido (SANTOS et al., 2017b) e imunocromatografia (SILVA, 2016; SILVA
et al., 2020) como plataformas diagnosticas, sendo demonstrados elevados valores de acuracia
e baixos indices de reatividade cruzada para diversas doencas infecto-parasitarias.
Adicionalmente, o desempenho dos antigenos foi avaliado utilizando a analise de classe
latente (LCA), ferramenta estatistica cuja finalidade é avaliar novos testes na auséncia do
padrdo-ouro (SANTOS et al., 2018). Os autores observaram que a LCA corroborou com
dados de desempenho obtidos anteriormente, quando dois testes comerciais foram
empregados como padrdo-ouro. Desta forma, a utilizacdo de antigenos recombinantes
quiméricos na triagem sorolégica da DC em bancos de sangue, podera levar a reducdo de

descarte de bolsas por resultados falso-positivos. Neste estudo, o desempenho confirmatério



das moléculas IBMP foi realizado individualmente, considerando a LCA como padrédo-ouro
para o diagnostico da DC.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 HISTORICO DA DOENCA DE CHAGAS

A DC surgiu ha cerca de 100 milhGes de anos, iniciando-se com o ciclo silvestre e
posteriormente o doméstico, o qual ocorreu a partir da interacdo do homem com o0s
triatomineos. Entre os séculos XIX e XX, a endemia foi consolidada, tendo forte relacdo com
a crescente populacdo rural e ma qualidade de vida (DIAS, 2011). Contudo, 0 que marcou a
presenca da tripanossomiase nas Américas foi a descoberta feita pelo médico e cientista
brasileiro Carlos Chagas (Figura 1), em 1909, com o registro da presenca dos vetores

invertebrados infectados com o parasita.

Figura 1: Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas.

Nota: Carlos Chagas em seu laboratério no Instituto
Soroterépico Federal de Manguinhos, Rio de Janeiro.
O pesquisador brasileiro identificou o protozoério
parasita T. cruzi como agente etioldgico da DC.

Fonte: Steverding (2014).

A principio, o seu objetivo era combater a malaria que assolava os trabalhadores da
construcdo da estrada de ferro Central do Brasil. Em 1908, utilizando um vagao de trem como
moradia, laboratdrio e consultdrio, o cientista examinou pessoas e animais, 0 que levou a

descoberta do Trypanosoma minasense, um parasita hemoflagelado encontrado no sangue de
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um sagui (Callithrixi penicillata) que foi transmitido por um inseto hemato6fago, da familia
Triatominae, popularmente conhecido como barbeiro, procot6, chupanga, chupdo ou bicudo
(DIAS, 2011; NEVES et al, 2005). Mais tarde, Carlos Chagas enviou a Manguinhos alguns
barbeiros para serem alimentados em saguis. Um més ap6s o inicio da pesquisa, Chagas e
Oswaldo Cruz perceberam que o protozoario encontrado nos animais ndo era o T. minasense,
e sim uma nova espécie, sendo entdo batizada de Trypanosoma cruzi em homenagem a
Oswaldo Cruz (KROPF, 2009; NEVES et al, 2005). Uma caracteristica marcante do novo
parasita era a sua capacidade de infectar cdes, cobaias e coelhos e de ser cultivado em &gar-
sangue (KROPF, 2009).

No ano seguinte, em 14 de abril de 1909, Carlos Chagas encontrou o parasito no sangue de
uma crianca, Berenice, uma menina de dois anos de idade. A Berenice foi notificada como o
primeiro caso humano da DC. Apds exame, foram encontrados indmeros tripanosomas no
sangue da menina com morfologia similar aqueles visualizados nos saguis infectados. A partir
dai, Carlos Chagas descreveu, detalhadamente, a clinica da doenca, fazendo uma ligacdo da
fase aguda com alguns sintomas da fase cronica. Nos anos seguintes, Chagas também
detectou o T. cruzi no sangue de tatus, encontrando o primeiro reservatério silvestre
(CHAGAS, 1909).

2.2 O PARASITA

O T. cruzi é um protozoario hemoflagelado pertencente ao super-reino Metakaryota, reino
Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe Zoomastigophora, ordem
Kinetoplastida, subordem Trypanosomatina e familia Trypanosomatidae (CAVALIER-
SMITH, 2009; DE CARLI, 2007). E caracterizado pela existéncia de um ou dois flagelos que
emerge a partir de uma abertura conhecida como bolsa flagelar, contendo uma estrutura
paraflagelar, localizada préxima ao cinetoplasto, organela onde encontra-se uma condensacao
de DNA, denominada de k-DNA, a mitocondria € tubular apresentando cristas e DNA. Na
forma epimastigota o cinetoplasto e a bolsa flagelar sdo anteriores ao nucleo. Na forma
amastigota sdo organismos arredondados que apresentam flagelos inconspicuos (MASLOVL
etal., 2001).

O género Trypanosoma € um dos mais importantes dentro da familia Trypanosomatidae
por incluir outras espécies causadoras de doengas nos seres humanos como, por exemplo,
Trypanosoma rodhesiense e Trypanosoma gambiense causadores da doenca do sono, e em

animais, tais como o Trypanosoma brucei, Trypanosoma equiperdum e o Trypanosoma
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equinum (BARRETT et al., 2003; DE SOUZA, 2000; FERREIRA et al., 2003). A primeira
revisdo taxondmica para a designacdo genérica foi realizada por Carlos Chagas em 1939, com
a mudanca de Schizotrypanum cruzi para Trypanosoma cruzi. Em 1966, Hoare & Wallace
dividiram os tripanossomatideos baseando-se no comportamento do parasita nos hospedeiros
em duas segdes, Stercoraria e Salivaria. A Stercoraria inclui o T. cruzi, o qual se desenvolve
no tubo digestivo do vetor com liberacdo de formas infectantes (tripomastigotas metaciclicos)
nas fezes (CORLISS, 1994; DE SOUZA, 2000; PESSOA, MARTINS, 1988;). A secdo
Salivaria compreende o0s tripanosomas africanos transmitidos pela mosca tsé-tsé, sendo
responsaveis pela doenga do sono (STEVENS; GIBSON, 1999).

As formas evolutivas dos tripanosomatideos sdo classificadas segundo o formato da célula
e posicao do nucleo, flagelo e cinetoplasto (Figura 2). Desta maneira, o T. cruzi apresenta trés
formas evolutivas em seu ciclo de vida (BRENNER, 1997; VICKERMAN; PRESTON,
1976;). A tripomastigota (Figura 2A) € a forma infectante e ndo replicativa do parasita,
encontra-se no hospedeiro vertebrado (sangue) e invertebrado (extremidade distal do tubo
digestivo). O cinetoplasto possui um KDNA condensado e situa-se posteriormente ao nucleo,
com o flagelo emergindo lateralmente da bolsa flagelar, localizada préximo ao cinetoplasto se
estendendo junto ao corpo do parasito formando uma membrana ondulante (BRENNER,
1997). As formas amastigotas (Figura 2B) sdo estruturas intracelulares replicativas, sendo
encontradas dentro das células dos hospedeiros mamiferos. Sdo organismos arredondados sem
flagelo livre ao microscépio optico (HOARE; WALLACE, 1966). As epimastigotas (Figura
2C), sdo formas extracelulares replicativas encontradas no intestino médio dos triatomineos e
em cultivo axénico, onde se multiplicam por divisdo binaria. S0 alongadas, apresentam
cinetoplasto e bolsa flagelar em posicdo anterior ou préxima ao nucleo e flagelo emergindo
lateralmente (BRENNER, 1997).
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Figura 2: Desenho esquematico das formas evolutivas do T. cruzi e sua organelas.
Legenda: (A) Forma tripomastigota; (B) Forma amastigota; (C) Forma epimastigota.
Fonte: Modificada de Teixeira et al. (2012).

2.3 VIAS DE TRANSMISSAO

Os principais mecanismos de transmissdo da DC sdo a via vetorial, a mais importante em
regides rurais, responsavel por 80% a 90% dos casos, a transfusional e por transplante de
orgaos (OMS, 2002), a congénita (REICHE et al., 1996), a amamentacdo (OMS, 2002) e a
oral (SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012). Esta ultima recebeu maior notoriedade
nos Ultimos anos (SANTOS et al., 2020), sendo responsavel por 68,9% dos casos agudos
notificados no Sistema de InformacGes de Agravos de Notificacdo (SINAN), do Ministério da
Saude, entre os anos de 2000 a 2013 (BRASIL, 2015). A infeccdo por acidentes laboratoriais
ou hospitalares pode ocorrer devido ao contato da pele ferida ou mucosas com material
contaminado, porém sdao de menor propor¢do quando comparada a outras vias de transmissao
(BRASIL, 2009). Recentemente foi sugerida a possibilidade de ocorrer infeccédo por relacéo
sexual, entretanto ha poucos relatos na literatura (ALMEIDA et al., 2019; ARAUJO et al.,
2017; GOMES et al., 2019).

Mudancas no padréo epidemioldgico de transmissdo da DC no Brasil sdo resultantes das
acOes de controle empregadas desde 1950, com a campanha de profilaxia visando o controle
quimico dos vetores em 74 municipios, acompanhadas por mudancas ambientais,
demogréficas, econdmicas e sociais (OMS, 2002; SCHOFIELD; DIAS, 1999). Deste modo,
mecanismos como a transmissao transfusional, congénita e oral passaram a ter relevancia e

serem consideras, juntamente com a transmissdo vetorial, como principais modos de
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transmissdo de T. cruzi (MESSENGER; MILES; BERN, 2015; SILVEIRA, 2011,
SILVEIRA; DIAS, 2011).

2.3.1 Transmissao vetorial

Também conhecida como mecanismo natural, a infec¢do pelo T. cruzi pode ser transmitida
ao homem e outros mamiferos domésticos (cdes, gatos, porcos, ratos) e silvestres (tatus,
gambas, primatas) atraves do contato com as fezes contaminadas do inseto vetor. Trata-se de
triatomineos pertencentes a ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia Triatominae
(DIAS, 1999), os quais sdo popularmente conhecidos como barbeiros, procotds, chupancas,
chupdes ou bicudos pelo habito de picarem a face de pessoas adormecidas (DIAS, 2011;
NEVES et al, 2005). Séo insetos de habitos noturnos, hemimetabdlicos, hematofagistas quase
restritos, consomem qualquer tipo de sangue, sdo fotofébicos, termotrdpicos positivos, e na
saliva ha substancias anticoagulantes e anestésicas (LAZZARI; PEREIRA; LORENZO, 2013;
SCHOFIELD, 1979; TARTAROTTI; AZEREDO-OLIVEIRA; CERON, 2004). Os
triatomineos habitam locais como copas de palmeiras, tocas, troncos de arvores, fendas de
casas (Figura 3) e outros refugios (CLAYTON, 2010; MENDES, 2013). A destruicdo e a
reducdo da fauna, juntamente com o aparecimento de habita¢fes inadequadas, contribuiram
para a domiciliacdo dos triatomineos, pois nestes locais eles encontram abrigo e se alimentam
dos animais domésticos e do ser humano, adaptando-se ao novo ambiente e estabelecendo o
ciclo domiciliar e peridomiciliar independente do silvestre (BARRETO; RIBEIRO, 1979).

Figura 3: Refugios dos triatomineos em &reas rurais no estado da Paraiba.
Legenda: A: Casa pau-a-pique e taipa; B e C: Galinheiros no peridomicilio.
Fonte: MENDES et al. (2013).

Existe cerca de 129 espécies de triatomineos. No Brasil, apds o controle do T. infestans, o
Panstrongylus megistus € considerado o principal e de maior importancia epidemiologica

(SILVA et al., 2018). Além do Brasil, este inseto possui ampla distribuicdo na América do



14

Sul. Outros vetores também possuem grande relevancia na transmissao vetorial do T. cruzi no
Brasil (Figura 4), tais como o T. brasiliensis e o T. pseudomaculata (nordeste do Brasil) e o T.
sordida (Brasil, Paraguai, Argentina e Uruguai) (DIAS; SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002;
MARCILLA et al., 2001; SCHOFIELD, 2000; SILVEIRA, 2011). Em paises endémicos da
América Latina, os principais vetores sdo o T. dimidiata (México, América Central,
Colbmbia, Equador e Peru), o Rhodnius prolixus (partes da América Central, Venezuela e
Colémbia), o P. geniculatus, T. maculata e R. brethesi (Amazonia brasileira) e o T.
phyllosoma e o T. protracta (México). SO no Brasil sdo registradas 44 espécies, algumas sao
consideradas primarias (T. infestans, T. rubrofasciata, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T.
sordida e Panstrongylus megistus) e outras de importancia secundaria (Rhodnius neglectus, R.
nasutus, Triatoma rubrovaria e T. vitticeps (DIAS; SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002,
SILVEIRA; REZENDE, 1994)

Figura 4: Principais espécies de triatomineos que transmitem a DC.

Legenda: (A) Triatoma infestans; (B) Panstrongylus megistus; (C) Triatoma brasiliensis; (D)
Triatoma pseudomaculata; (E) Triatoma sordida.

Fonte: REPOLES, (2014).

A transmissdo vetorial € o mecanismo primario e de maior importancia para a
disseminacdo da DC, chegando a representar 80% dos casos no Brasil (DIAS, 2000). Dos
trezes estados considerados endémicos na década de 70, seis apresentavam focos de T.
infestans até 1999. Entretanto, em 2003, apenas quatro ainda possuiam focos ativos (Figura
5). Esta reducdo deveu-se as a¢des sistematicas e intensas de combate ao vetor iniciadas na
década de 70. Tais acOGes tornaram-se mais intensas nos anos 80 em virtude de um acordo
governamental dos paises do Cone Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai)
para a erradicacdo do T. infestans. Como consequéncia, o Brasil recebeu a Certificagdo da
Interrupcgéo da Transmisséo da DC pelo Triatoma infestans em 2006 pela OPAS/OMS (DIAS,
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2007; DIAS; SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002; BRASIL, 2014a; OPAS, 2006; SILVEIRA,
2011).

1989/92

Figura 5: Evolugéo do controle da DC no Brasil entre 1989 e 1999.

Nota: Areas em vermelho representa focos ativos de transmissdo do T. cruzi pelo
T. infestans

Fonte: MS/Secretaria de Vigilancia Sanitéria, 2006.

Para ocorrer a transmissao vetorial é necessario que o triatomineo esteja infectado pelo
parasita (Figura 6). Durante o repasto sanguineo, formas tripomastigotas metaciclicas séo
liberadas juntamente com fezes e/ou urina no local da picada, mucosa ou outra solucdo de
continuidade. Apo6s infeccdo do hospedeiro, as tripomastigotas sao fagocitadas por células do
sistema mononuclear fagocitario (SMF) e sofrem diferenciagdo para amastigotas
intracelulares. Estas ultimas multiplicam-se intensamente por divisdo binaria simples e se
diferenciam em tripomastigotas. As células repletas de tripomastigotas se rompem liberando o
parasita na circulagdo sanguinea. Desta forma, novas células sdo infectadas dando
continuidade ao ciclo. Quando circulantes no sangue periférico, as formas tripomastigotas
poderdo ser ingeridas por novos insetos vetores dando inicio a um novo ciclo (LIDANI et al.,
2017).
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Figura 6: Ciclo de vida do T. cruzi.

Nota: A transmissdo € iniciada por insetos vetores que defecam apOs um repasto sanguineo, liberando
tripomastigotas metaciclicas préximo ao local da picada. Este estagio é caracterizado pela invasdo de
células hospedeiras por tripomastigotas formando o vacuolo parasitoforo, do qual eles
subsequentemente escapam, se diferenciam em amastigotas e se replicam no citosol. As amastigotas se
dividem, diferenciam-se em tripomastigotas e, ap0s a ruptura da célula, disseminam a infec¢do para 0s
tecidos. As tripomastigotas atingem a corrente sanguinea, onde sdo eventualmente absorvidas pelo
inseto vetor ou infectam novas células. Nos triatomineos, as tripomastigotas se diferenciam em
epimastigotas e migram para o intestino do inseto. Apds intensa replicacdo, transformam-se em
tripomastigotas metaciclicas, completando o ciclo de vida do parasita.

Fonte: Modificado de LIDANI et al., 2017.

2.3.2 Transmissao transfusional

A transmissdo por esta via € a segunda de maior relevancia epidemiologica. Um dos
fatores que contribuiu para 0 aumento do numero de casos por transmissao transfusional foi a
“urbanizagdo da doenga”, visto que a DC era predominantemente rural e se urbanizou em
virtude do éxodo rural ocorrido no Brasil entre as décadas de 1960 e 1980 (SOUZA;
RAMIREZ; BORDIN, 1997; DIAS, 1998; BRASIL, 2009). Outro fator para a elevacdo do
nimero de casos por esta via baseia-se no aumento do fluxo migratério de individuos
infectados de areas endémicas para paises indenes, tais como os Estados Unidos, Canada,
Australia, Japdo e diversos outros da Europa, em especial a Espanha (SCHMUNIS, 1991;
GUERRI-GUTTENBERG et al., 2008). Como a DC néo era endémica nestas localidades, ndo
havia regulamentacdo da triagem soroldgica em bancos de sangue e consequentemente muitos

individuos adquiriram a infeccdo ao receberem sangue ou derivados contendo formas
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tripomastigotas. Por este motivo, a transmissdo transfusional € considerada a mais importante
em paises ndo endémicos.

O risco de um individuo se infectar através de hemoderivados contaminados é variavel. Em
regides com alto indice de transmisséo vetorial, como a Bolivia, a probabilidade chega a 49%.
Entretanto, em paises com baixos indices de infeccdo vetorial, como Brasil, Argentina,
Uruguai e Chile, o risco varia entre 12% a 18% (BLOOD PRODUCTS ADVISORY
COMMITTEE et al., 2002; LEIBY, D. A. et al., 1999).

2.3.3 Transmissdo congénita

Assim como a transmissao transfusional, a congénita consiste em um sério problema de
salde publica tanto em areas endémicas quanto ndo-endémicas (SCHENONE et al., 1987).
Esta forma de transmissdo ja foi bem documentada por diversos autores e recebeu maior
notoriedade apo6s a reducdo do nimero de casos pelas transmissdes vetorial e transfusional
(AZOGUE; FUENTE; DARRAS, 1985; BITTENCOURT, 1975; BITTENCOURT, 1992). O
seu risco pode variar de 1,1 a 18,5%, dependendo da regido, metodologia empregada,
parasitemia materna, existéncia de lesdes placentarias e da cepa infectante (AZOGUE,
DARRAS, 1992; AZOGUE, FUENTE, DARRAS, 1995; NISIDA, AMANTO-NETO, 1998).

Nesta via, 0 mecanismo de transmissdo € transplacentario e sua ocorréncia é facilitada
guando ha ninhos de amastigotas na placenta, os quais liberam as tripomastigotas que
atravessam o epitélio trofoblastico e atingem a circulacdo fetal através do estroma das
vilosidades (BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000; NEVES, 2002). O diagndstico
é confirmado pela presenca do T. cruzi na placenta ou no recém-nascido, ou através da
pesquisa de anticorpos IgM no soro do recém-nascido pelos métodos soroldgicos (NEVES,
2002; UMEZAWA et al., 1996). A persisténcia de anticorpos da classe G (IgG) por mais de 6
a 9 meses em filhos de mées portadoras da DC ¢é indicativa de infeccdo congénita (NISIDA,
AMANTO NETO, 1998; CARLIER et al., 2015)

2.4 ASPECTOS CLINICOS

De acordo com seus aspectos clinicos, a doenca apresenta dois estagios: a fase aguda e a
crénica. A primeira delas é de curta duracdo, até 3 meses, ocorre logo apos a infeccdo. Ja a
segunda é persistente, caracterizada por baixa parasitemia e insidiosa, desenvolvendo-se ao

longo dos anos. Nesta fase, os infectados podem permanecer assintomaticos, sendo este
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periodo denominado fase crbnica indeterminada. Entretanto, 30% a 40% dos infectados
evoluem para a forma sintomética, destacando-se as formas cardiaca, digestiva ou mista
(cardiodigestiva) (MARIN-NETO et al., 2002; RIBEIRO; ROCHA, 1998). As manifestacdes
clinicas relacionadas a estas formas clinicas sd@o consequentes de mecanismos multifatoriais
referentes tanto ao parasito (variabilidade das cepas, o tropismo e antigenicidade) quanto ao
hospedeiro (faixa etéria, estado nutricional e estado imunolégico (ANDRADE, 2000; DIAS,
1999). Todavia, inexiste um consenso sobre as causas definitivas que levam o individuo a
desenvolver alguma forma clinica, ou permanecer assintomatico. A figura 7 representa a

evolucéo natural da doenga.
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Figura 7: Evolug&o natural da DC em humanos.

Nota: A transmissao do T. cruzi pode ocorrer por (1) transfusdo sanguinea vetorial (2) ou transplante de
o6rgdos, (3) vias orais ou (4) congénitas. O periodo de incubagdo dura de 5 a 10 dias p6s-infecgdo, o qual
é seguido pela fase aguda com duracgdo de 4 a 12 semanas. Esta fase é caracterizada por tripomastigotas
circulantes, que podem ser visualizados no sangue e IgM anti-T. cruzi. Os anticorpos anti-T. cruzi
podem ser detectados ap6s 10 dias de infeccdo. A maioria dos individuos apresenta sintomas
inespecificos, como febre e anorexia, ou é assintomatica, podendo desenvolver inflamagédo e inchaco no
local de inoculacdo na pele ou conjuntiva, caracterizando o chagoma de inoculacdo e o sinal de Romania,
respectivamente. A fase crénica comega quando a parasitemia cai abaixo dos niveis detectaveis pela
microscopia, geralmente 4 a 8 semanas pés-infeccdo. Desta forma, o diagnostico é baseado na deteccao
de anticorpos 1gG anti-T. cruzi ou através de testes moleculares. Nesta fase, a maioria dos infectados
adentra uma forma assintomética prolongada, conhecida como forma indeterminada, e nunca
desenvolvera sintomas relacionados a DC. No entanto, 10 a 30 anos ap6s a infeccdo, 30 a 40% das
pessoas desenvolvem manifestacdes clinicas, podendo ser relacionadas a queixas cardiacas, digestivas
ou cardiodigestivas.

Fonte: Modificado de LIDANI et al., 2017.
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2.4.1 Fase Aguda

Esta fase é caracterizada por ser de curta duragdo, variando de um a trés meses (Figura 7).
Na maioria dos casos, os individuos sdo assintomaticos. Entretanto, quando sintomatica, as
manifestacdes sdo inespecificas como mal-estar geral, linfadenopatia, edema localizado ou
generalizado e febre. Tais manifestacdes ocorrem nos primeiros dias ou meses apo6s a infeccao
e duram de quatro a doze semanas (BARRET, 2003; COURA, 2003).

Quando o local de entrada do parasita € a mucosa ocular, pode ocorrer um edema
bipalpebral e unilateral, denominado sinal de Romafia (Figura 8A) (MUNOZ-SARAVIA et
al., 2012). Quando a entrada ocorre em outros sitios da superficie corporal, a lesdo
inflamatdria na pele recebe o nome de chagoma de inoculacdo (Figura 8B) (SANGENIS et
al.,2015). Manifestacbes sisttmicas como alteracbes nervosas, linfadenopatia,
hepatoesplenomegalia e erupcdo cutdnea podem estar presentes, assim como febre
prolongada, dor de cabeca, dor muscular e palidez. Apesar da infeccdo aguda passar
despercebida na maioria dos infectados, em 5-10% dos casos pode evoluir para o ébito
causado por quadros meningeos graves (meningoencefalite), insuficiéncia cardiaca,
miocardite e efusdo pericardial, isto dependera do estado imunoldgico do hospedeiro (DIAS et
al., 2000; BERN et al., 2011; NUNES et al., 2013; SCHOFIELD; JANIN; SALVATELLA,
2006; OLIVEIRA et al., 2010). Durante a fase aguda, o parasita pode ser facilmente detectado
no sangue periférico (OMS, 2002; BARRETT et al., 2003). Seu término ocorre quando 0
sistema imunoldgico reduz o numero de parasitas circulantes tornando o diagnostico

parasitolégico negativo.

Figura 8: Locais de entrada do Trypanosoma cruzi.

Legenda: (A) Sinal de Romafia (unilateral e bipalpebral). (B) Chagoma
de inoculagdo em punho esquerdo.

Fonte: MUNOZ-SARAVIA et al., 2012; SANGENIS et al., 2015.
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2.4.2 Fase Cronica

A transicdo para a fase crbnica ocorre 2 a 12 meses apos a infeccdo, com reducdo da
parasitemia até niveis indetectaveis e deteccdo de imunoglobulinas da classe G, por meio de
testes soroldgicos (RIBEIRO; ROCHA, 1998; MARIN-NETO et al., 2002). Esta nova
condicdo é conhecida como forma cronica indeterminada (Figura 7), caracterizada pela
auséncia de alteracGes no eletrocardiograma e estudo radiolégico de coracao, eséfago e colon,
podendo durar de 10 a 30 anos. Os individuos nesta condicao apresentam bom progndstico e
possuem expectativa de vida similar aquela observada para os ndo infectados (DIAS, 1989;
MARIN-NETO et al., 2002; GASCON, 2007; COURA; BORGES-PEREIRA, 2012).

Contudo, 30 a 40% dos portadores desenvolvem manifestacdes clinicas relacionadas com o
envolvimento patologico de drgdos especificos, notavelmente esdfago, coracdo e colon.
Presume-se que a progressao para 0 estagio cronico sintoméatico dependera do estado
imunolégico e da cepa do T. cruzi. A depender do 6rgdo acometido pode-se agrupar a forma
clinica sintomatica em digestiva, cardiaca e cardiodigestiva ou mista (DULTRA et al., 2009;
SABINO et al., 2010; RASSI et al., 2012; COURA; BORGES-PEREIRA, 2012).

Recentemente, O Ministério da Sadde incluiu a DC aguda e cronica na Lista Nacional de
Notificacdo Compulséria de doencas, agravos e eventos de salude publica nos servigos de
salde publicos e privados em todo o territorio nacional, através da Portaria N° 264, DE 17 DE
FEVEREIRO DE 2020. Para a DC aguda a notificacdo € imediata (até 24h) para Secretaria
Estadual de Saude ou Secretaria Municipal de Saude. J& para a DC crénica, a notificacdo é
semanal (BRASIL, 2020).

2.4.2.1 Forma cardiaca

A forma cardiaca é a manifestacdo mais grave e frequente da doenca cronica. Geralmente
acomete 20% dos portadores e tipicamente leva a anormalidades do sistema de condugéo,
arritmias, aneurisma apical, insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo e morte subita. No
eletrocardiograma (ECG), o blogueio do ramo direito, o blogueio fascicular anterior esquerdo
(BFAE), batimentos ventriculares anormais, alteragbes ST-T, ondas Q anormais e baixa
voltagem dos QRS sdo as anormalidades mais comumente relatadas. A combinacdo do
bloqueio de ramo direito e do bloqueio fascicular anterior esquerdo é muito tipica na
cardiopatia chagéasica. Batimentos ventriculares anormais, incluindo episédios de taquicardia,

sdo achados frequentes no Holter e no teste de esforgo (RASSI et al., 2012).
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A insuficiéncia cardiaca consiste na manifestacdo tardia mais frequente da cardiopatia
chagaésica, a qual é biventricular com predominio de insuficiéncia do lado direito, com edema
periférico, congestdo hepatica e ascite. A insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica esta
associada a maior mortalidade do que a insuficiéncia cardiaca por outras causas (FREITAS et
al., 2005). Embolias sistémicas e pulmonares decorrentes de trombos no coragédo sdo achados
comuns (MONTANARO et al., 2019). A morte subita cardiaca € responsavel por quase dois
tercos de todas as mortes na cardiopatia chagasica, seguidas por insuficiéncia cardiaca
refrataria (25% a 30%) e tromboembolismo (10% a 15%) (RASSI; RASSI; RASSI, 2001).

A morte sUbita pode ocorrer mesmo em individuos previamente assintomaticos, e
geralmente esta associada a taquicardia e fibrilagdo ventricular ou, mais raramente, com
bloqueio atrioventricular total ou disfuncdo sinusal. Na doenca cardiaca avancada 0S
portadores desenvolvem quadros com aumento do coracdo, 0s quais sdo denominados de
cardiomegalia. A figura 9 resume os achados comuns associados a cardiopatia chagésica

cronica.
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Figura 9: Achados comuns da forma cardiaca da DC crénica.
Legenda: (A) Forma segmentar cardiaca. (B) Forma cardiaca dilatada.
Fonte: RASSI; RASSI; MARCONDES, 2012.
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2.4.2.2 Forma digestiva

A forma digestiva é caracterizada por alteracdes nas funcbes motoras, secretoras e
absortivas do esdfago e do trato gastrointestinal. As lesdes do sistema nervoso entérico sao
fundamentais na patogénese das megasindromes digestivas. A estrutura mais frequentemente
afetada é o plexo mioentérico de Auerbach, localizado entre as camadas musculares
longitudinal e circular do trato digestivo. Embora a maioria dos danos aos neurdnios deste
plexo e das fibras nervosas ocorra durante a infec¢do aguda, perda neuronal adicional ocorre
lentamente durante toda a fase crbnica. A denervagdo ocorre em graus variaveis, sendo
irregular e ndo continua. O esdfago e o colon distal, devido a sua fisiologia, sdo 0s segmentos
mais afetados. A denervacdo leva a perda da coordenacdo motora e acustica dos esfincteres,
evitando que esses segmentos esvaziem o material semissdlido, causando dilatacdo; este é o
mecanismo fisiopatoldgico subjacente ao megaesdfago e ao megacdlon. O megaeséfago causa
disfagia, regurgitacdo e dor esofagica. Outros sintomas menos frequentes consistem em
solugos, pirose e hipersalivacdo acompanhada de hipertrofia parotidea (RASSI et al., 2012).

A maioria dos casos de megacdlon esta associada aos de megaesdfago. Os sintomas mais
comuns sdo constipacdo, meteorismo, distirbio da atividade motora (discinesia) e, menos
frequentemente, célica abdominal. A constipacdo pode ocorrer em 25-30% dos individuos que
apresentam dilatacdo radioldgica do colon. Ao exame fisico, observa-se aumento do volume
abdominal. Como o colon distal é o segmento mais acometido, o sigmoide distendido ocupa
grande parte da cavidade abdominal e pode ser localizado por palpacdo e percussdo fora da
sua topografia normal. A retencdo prolongada de fezes no célon distal leva a formacéo de
fecaloma, que pode ser diagnosticado por simples palpagdo abdominal como um tumor
elastico que pode ser moldado por pressdo. O exame retal detecta um fecaloma na ampola
retal. Outros segmentos e 6rgdos do aparelho digestivo podem estar comprometidos, causando
alteracbes funcionais e morfoldgicas que podem ser detectadas por diferentes métodos
investigativos, mas com prevaléncia e impacto muito menor que as lesdes envolvendo eséfago
e cOlon (RASSI et al., 2010).

Aproximadamente 20% dos individuos com megaes6fago apresentam envolvimento
gastrico. As principais mudancas consistem no rapido esvaziamento gastrico para liquidos e o
retardo no esvaziamento para solidos, relaxamento adaptativo reduzido do estbmago em
resposta a distensdo, ritmo elétrico gastrico alterado, gastrite cronica e hipertrofia do masculo

pilorico (piloro-oclusdo). No exame radioldgico, o volume géstrico é extremamente variavel,
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e os individuos com megaesdfago avancado geralmente ndo tém ar no estbmago (RASSI et
al., 2010).

O duodeno, apos o esdfago e o colon, € o segmento mais afetado. O megaduodeno esta
quase sempre associado a outras visceromegalias. A dilatacdo pode ser localizada, apenas no
bulbo (megabulbo) ou no segundo e terceiro segmentos, ou ainda pode afetar toda a arcada
duodenal. Mesmo quando ndo ha dilatacdo, a discinesia e a hiper-reatividade aos estimulos
colinérgicos sdo comuns devido a denervacdo entérica. Os sintomas causados pelo
megaduodeno podem ser confundidos com dispepsia de origem géstrica, do tipo dismotilidade
(RASSI et al., 2010). As manifestacdes gastrintestinais da DC cronica sdo mostradas na figura
10.

Figura 10: ManifestacGes gastrintestinais da cronica. DC

Legenda: (A) Megaesdfago (grupos I, I1, 111 e 1V). (B) Hipertrofia da
par6tida em individuo com megaesdfago. (C) Megaestdbmago
associado com megaeséfago grupo IV. (D) Colecistomegalia. (E)
Megaduodeno. (F) Megajejuno. (G) Megaileo. (H) Megareto. (1)
Megasigmoide. (J) Megaretosigméide. (K) Megacolon total. (L)
Fecaloma. (C), (D), (E), (F) e (G) consistem em manifestacdes raras.
Fonte: RASSI; RASSI; MARCONDES, 2012.
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2.5 EPIDEMIOLOGIA

O perfil epidemiologico da DC mudou nas ultimas décadas, pois era uma doenca
negligenciada que afetava, principalmente, os mais pobres e de ambiente rural. Em virtude do
aumento do fluxo migratério de individuos de areas endémicas para paises indenes, a DC
tornou-se um problema de satde publica mundial. Estimativas da OMS indicam que 6 a 7
milhGes de individuos sejam portadores do T. cruzi (Figura 11), sendo que 30% a 40%
desenvolverdo a forma sintomatica da DC (OMS, 2015). Na América Latina, 21 paises sao
considerados endémicos, 65 milhGes de individuos correm o risco de contrair a infecgdo e 12
mil novos casos sdo estimados a cada ano (OMS, 2019; OPAS, 2006). Segundo a OPAS
(2016), os programas de combate aos insetos vetores, ocorridos nos paises endémicos da
América Latina, reduziram significativamente o nimero de individuos infectados. De fato,
houve uma reducgéo de 30 milhdes em 1990 para 6-7 milhdes em 2010. Reducdo semelhante
foi observada para a incidéncia anual de 700 mil novos casos em 1990 para 28 mil em 2010 e
12 mil em 2019. A despeito desta reducdo, a DC continua representando um sério problema
de salde publica, dada a sua expressiva morbimortalidade (OPAS, 2016; BRASIL, 2019a).

Estimativa dos casos cronicos da doencga de Chagas

| <900 900-89.999 90.000-899.999 M >90.000 Sem casos reportados |

Trends in Parasitology

Figura 11: Distribuicdo global de casos da DC crbnica com base em
estimativas oficiais, 2006-2010.
Fonte: PEREZ; LYMBERY; THOMPSON, 2015 (traducdo nossa).

A emigracdo da populacdo rural para as zonas urbanas tambem teve um papel relevante na
distribuicdo da doenca. Estima-se que, nos anos 1990, 60% dos 16 a 18 milhdes de portadores

migraram para os grandes centros urbanos em busca de melhores condigdes de vida. Apesar
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da reducdo do risco de transmisséo vetorial, a probabilidade de infecgdo através de outras vias
aumentou, como a transfusdo de hemoderivados e a transmissao vertical (SCHMUNIS, 1991,
MONCAYO, 1992). No Brasil, o fluxo populacional, aliado ao crescente numero de
transfusdes sanguineas a partir dos anos 1940, foi responsavel por 20 mil novos casos da
doenca na década de 1970 (FITARELLI; HORN, 2009; WESTPHALEN, 2012). Neste
mesmo periodo, um inquérito epidemioldgico revelou prevaléncia de 4,28% da DC na
populacéo brasileira e estimou que 6,5 milhdes de individuos estavam sob risco de contrair a
infeccdo (SCHMUNIS, 1991; SILVEIRA; VINHAES, 1999). Ainda neste periodo, um
inquérito entomologico definiu que 36% do territorio nacional consistia em area endémica
para a DC, com triatomineos localizados no intradomicilio de 2.493 municipios distribuidos
em 18 estados brasileiros (SILVEIRA, VINHAES, 1999; SILVEIRA, REZENDE, 1994).

No Brasil, as acbes de controle da transmissédo vetorial e transfusional, desenvolvidas em
1975 e 1991, respectivamente, levaram a reducéo significativa da incidéncia da doenca. Desde
a comprovacdo da transmissdo transfusional, o nimero de individuos infectados caiu de 16
para 7,6 milhGes, e a soroprevaléncia de 8,3% em 1970 para 6,9% entre 1989 e 1990. Dados
mais atuais mostram uma prevaléncia de 0,1-0,2% para a populacéo brasileira (SCHMUNIS,
CRUZ, 2005; OPAS, 2006; OSTERMAYER, 2008). Estudos realizados em varios estados do
Brasil corroboram com estes dados. Em Pernambuco, na década de 70, a soroprevaléncia de
doadores era de 4,4%, 30 anos depois um estudo realizado na Fundagdo HEMOPE encontrou
uma prevaléncia de 0,17% (MELO et al., 2009). No Rio Grande do Sul, em 1979, a
soroprevaléncia era de 3,3% (BARUFFA, 1979) e em 2008 foi de 0,5% (ARAUJO,
VIANNA, BERNE, 2008). Em S&o Paulo, na década de 80, foi encontrada uma prevaléncia
de 2,9% (SCHMUNIS,1991), no entanto, em 2003, este valou diminuiu para 0,2% (SALLES
et al., 2003). Dois estudos foram realizados no Hemocentro Regional de Uberaba, o primeiro
foi realizado na década de 60 e mostrou que 16,6% de doadores eram portadores da DC
(MORAES-SOUZA, 1985). No segundo, em 2005, apenas 0,3 % foram positivos para DC
(MORAES-SOUZZA, 2006). Na Bahia, atraves de um estudo de corte transversal realizado
entre os anos de 2008 e 2018, foram identificadas 3.084 amostras ndo negativas para o T.
cruzi em 415 municipios do estado, demonstrando uma prevaléncia de 0,62% (MIRANDA et
al., 2019).

No contexto dos paises ndo endémicos, varios grupos se dedicam a avaliar a prevaléncia da
DC em doadores de sangue. De fato, um estudo conduzido por Kerndt et al. (1991) avaliou
doadores de 11 hemocentros dos Estados Unidos. Entre os 988 doadores inscritos no estudo,

houve uma prevaléncia de 1,1% e relato de dois casos de DC transfusional (GEISELER et al.,
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1987; GRANT, 1989). Dados recentes estimam que aproximadamente 7,5% dos 300 mil
portadores da DC, residentes nos EUA, tenham adquirido a infeccdo em 14 hemocentros
distribuidos em diferentes locais do pais, em especial California, Florida e Texas (SANCHES,
2018).

Diversos registros de doadores positivos para a DC j& foram realizados em varios paises do
mundo, como no Canada (NICKERSON et al. 1989; KICHKOFF, 1989; FEARON, 2013),
Espanha (VILALBA et al., 1992; PELLEGRINO, 2004; FLORES-CHAVEZ et al., 2008;
MUNOZ et al., 2009), Australia (AUSTRALIAN BUREAU OF STATISTICS, 2006) e Jap&o
(NISHIMURA et al., 1997; UENO et al., 1995; IMMIGRATION BUREAU, 2006;
SAYAMA et al., 2019). Atualmente, quatro paises europeus aplicam medidas de prevencédo
para a transmissdo do T. cruzi através de transfusdo: Espanha, Franca, Reino Unido e Suica.
Desde o0 ano de 2006 existe politica para triagem de dadores de sangue e 6rgaos sob risco para
a infeccdo considerando o seu historico epidemioldgico (Comissdo das Comunidades
Europeias, 2006; FERRAO et al., 2013). Devido a este quadro os gastos globais para a DC
atinge cerca de US$ 8 bilhdes por ano (LEE et al., 2013).

No Brasil, predominam os casos crénicos decorrentes da infeccdo por via vetorial em
décadas passadas (BRASIL, 2015). Este fato € decorrente do sucesso das agdes de controle na
eliminacdo do T. infestans, bem como a reducgéo da infestacdo e densidade intradomiciliar das
demais espécies capazes de transmitir o parasita. Em &reas endémicas, os indices de
transmissdo vetorial diminuiram em mais de 95% (SCHMUNIS, 1997; DIAS, 2007).
Contudo, ainda nédo foi alcancado o controle efetivo da doenca, uma vez que 4 milhdes de
brasileiros estdo cronicamente infectados pelo T. cruzi (BRASIL, 2019a). Apesar do
progressivo declinio da incidéncia geral entre os candidatos a doacéo, estima-se em 55 mil o
namero de doadores com sorologia positiva para T. cruzi, € uma ocorréncia anual em torno de
0,6% (AMANTO, 1993; MORAES-SOUZA et al., 2006). De um modo geral, as acdes de
controle adotadas no Brasil apresentaram resultados efetivos para a diminuigédo da prevaléncia
e incidéncia da doenca, todavia estas medidas devem ser de carater continuo para detectar e

controlar surtos esporéadicos, como tem ocorrido no estado do Para (JUNIOR et al., 2017).
2.6 DIAGNOSTICO LABORATORIAL
O diagndstico da infeccdo causada pelo T. cruzi depende da fase da doenca e baseia-se no

historico epidemioldgico, na clinica do individuo e em resultados laboratoriais. Na fase aguda,

a presenca do parasita no sangue periférico, sinais clinicos como febre prolongada, fraqueza
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intensa, inchaco no rosto e pernas, e investigacdo epidemiolégica considerando migracdo ou
exposicao do individuo a locais de risco definem a positividade para a infeccdo. Ja na fase
crbnica, a suspeita de infeccdo baseia-se em achados clinicos, historico epidemioldgico e
pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi. No entanto, a maioria dos casos sdo assintomaticos, nao
havendo sinais e sintomas da doenga. Assim, o diagnostico deve considerar historico
epidemioldgico, como por exemplo ter contato com o triatomineo, residir ou possuir historico
de viagens para regides endémicas, ter familiares ou pessoas proximas com diagndstico de
DC e ter sido receptor de hemoderivados antes de 1992 (BRASIL, 2013a). No contexto do
diagndstico laboratorial, a escolha da metodologia adequada depende da fase da infeccéo. De
fato, na aguda os exames parasitolégicos sdo os mais adequados. J& na fase cronica, prioriza-
se 0 uso de testes soroldgicos, por meio da deteccdo dos anticorpos contra o parasito
(BRENER, ANDRADE, BARRAL-NETTO, 2000). Nos hemocentros, em especial, é
obrigatorio o uso de um teste soroldgico de alta sensibilidade, podendo ser utilizados os
métodos imunoenzimaticos ou quimiluminescentes (BRASIL, 2017).

2.6.1 Diagnostico parasitolégico

O diagnéstico parasitolégico € o mais indicado e empregado na fase aguda ou para
avaliacdo de reativacdo (reagudizacdo) da doenca, independente da forma de transmisséo.
Para esta finalidade, investiga-se a presenca do T. cruzi no sangue periférico atraves do exame
a fresco, que consiste na andlise de 200 campos do material bioldgico disposto entre lamina e
laminula com o aumento de 400x (Figura 12). Também é recomendado o uso simultaneo de
diferentes métodos parasitolégicos diretos como, por exemplo, um método de concentracdo e
gota espessa ou esfregaco sanguineo corados. Os métodos de concentracdo mais comumente
usados sdo o de Strout, micro-hematocrito e creme leucocitéario, todos eles com elevada
sensibilidade na fase aguda (LUQUETTI; SCHMUNIS, 2010). J4 os métodos de gota espessa
e esfregaco sanguineo corados apresentam variagdo da sensibilidade a depender do nivel de
parasitemia (RASSI et al., 1992; MINISTERIO DA SAUDE, 2005; LUQUETTI; RASSI,
2000). Quanto ao resultado, se o exame a fresco e de concentracdo forem negativos é
recomendada uma nova coleta até a confirmacdo ou desaparecimento dos sintomas, ou até
mesmo a realizacdo de outras metodologias (CERISOLA et al., 1972; BRASIL, 2005;
BRASIL, 2013b; BRASIL, 2014b). O diagndstico parasitologico indireto também pode ser
utilizado na fase aguda atraves do xenodiagnostico, hemocultivo ou inoculagdo em animais de

laboratorio. Todavia apresentam limitagdes consideraveis e, atualmente, a utilidade destas



28

técnicas limita-se ao isolamento de cepas para estudos especificos (KIPNIS et al., 1983;
LUQUETTI; RASSI, 2000). Uma outra possibilidade de diagnostico na fase aguda é a
amplificacdo de fragmentos de KDNA do T. cruzi, através da reacdo em cadeia da polimerase,
conhecida como PCR (GONZALEZ et al., 1984; ASHALL et al., 1988). E uma técnica de
alta sensibilidade na fase aguda e possibilita utilizar amostras de sangue do paciente
(BRENIERE et al. 1995; RUSSOMANDO et al., 1996).

Figura 12: Esfregago sanguineo para teste parasitologico
direto com sangue a fresco.

Legenda: Forma tripomastigota do Trypanosoma cruzi.
Fonte: Fred Santos, acervo pessoal.

2.6.2 Diagnostico Soroldgico

Dada a historia natural da DC, a fase cronica é marcada por uma intensa diminuicdo da
parasitemia e producdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi (Figura 7). Por conta destas
caracteristicas, 0os imunoensaios indiretos sdo amplamente empregados no diagndstico e na
triagem sorologica em bancos de sangue (LUQUETTI; RASSI, 2000). Entretanto, 0s
parametros de desempenho dos imunoensaios sdao variaveis e dependem de uma série de
fatores, como a variabilidade genética das cepas circulantes e matriz antigénica empregada
para a captura de anticorpos anti-T. cruzi (ZINGALES, 2018). O Quadro 1 apresenta 0s
parametros de desempenho de imunoensaios utilizados para triagem sorolégica em bancos de
sangue. Diversas metodologias ja foram descritas para o diagnéstico da DC na fase cronica,

todavia o ELISA (enzyme linked-immunosorbent assay), a imunofluorescéncia indireta (IFI),
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a hemaglutinacdo indireta (HAI) e, mais recentemente, a quimiluminescéncia sdo as mais
utilizadas (BRASIL, 1998; BRASIL, 2005; OMS, 2002).

Quadro 1 — Sensibilidade e especificidade dos testes sorologicos empregados em bancos de

sangue para a triagem sorolégica da DC cronica.

METODO AUTORES FABRICANTE SEN (%) ESP (%)
Carvalho et al., 1993 * 100 99
Brashear et al., 1995 * * 99

Abbott 100 95
Hamerschlak, 1997 Biolab-Merieux 100 87
Gull Laboratories 100 97
Gomes et al., 2001 Ch';é';?ﬁf”,&g‘:gﬂfshos 100 100
ELISA IMT 100 98
Chagas 111 100 99
ELISAcruzi 100 97
Caballero et al., 2007

Chagastek 100 98
Chagastest Rec v3.0 100 100
Pathozyme Chagas 100 100
Tabler et al., 2007 ELISA 98 100
Gorlin et al., 2008 ELISA 100 98
Chagatek 99 99
Remesar et al., 2009 - leoschlle o4 %
Biozima Chagas 97 99
Chagatest rec 95 98
401 Hen?o?)ilé Chagas 100 100
Chagas ELISA 98 98
ELISA Chagatek 99 99
Teste Premier Chagas 1gG 94 100
ELISA para Chagas 99 100
Gomez et al., 2019 Bioelisacruzi 98 99
Anticorpos Abbott Chagas 99 98
Teste de Chagas 1ICS 97 99
ELISA para Chagas 99 100
Bioelisa Chagas 100 99
Chagas Hemagen 100 97
Praast et al., 2011 bioMérieux ELISA cruzi 98 99
* 100 77
Pharmatest 88 82
Afiez et al., 2010 Chagastest 88 68
Chagastes{/ Il?;%ombmante 92 82
Chagas 11 85 82
CL-ELISA (EpEX) 99 86
De Marchi et al., 2011 CL-ELISA (tGPI mucin) 100 100
Teste comercial 100 100
Peverengo et al., 2018 * 100 100
. Chagatest 98 99

Pirard et al., 2005 -
BIOSChile 99 95
LA Praast et al., 2011 éﬁfg';s'z'sﬁ; 99 99
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e Zuna; De-Muynck, 1979 * 93 100
Andrade et al., 1992 * 100 *
Zuna; De-Muynck, 1979 * 98 100
Andrade et al., 1992 * 50 *
Wendel, 1993 * 99 99
Pirard et al., 2005 HAI RBB 96 87
Remesar et al., 2009 HAI LC 65 96
HAI Ir(rirnal?:és:ﬁ:n % °
Teste Chagas-HAI 88 60
Gomez et al., 2019 Imuno-HAI Chagas 100 96
Chagas Hemagen 92 89
Hemacruzi 99 97
De Marchi et al., 2011 * 98 100
Peverengo et al., 2018 * 92,5 100
1B Gomez et al., 2019 * 98 100
Zuna; De-Muynck, 1979 * 99 100
Lorca et al., 1992 * 64 93
- Hamerschlak, 1997 * 100 56
Gomez et al., 2019 * 98 98
Afiez et al., 2010 * 100 77
De Marchi et al., 2011 * 99 100
P Lorca et al., 1992 * 97 100
LIA Saez-alquezar et al., 2000 INNO-aLSIQyChagas 99 98
PA Remesar et al., 2009 Chagas Serodia 90 97
RIPA Gomez et al., 2019 * 100 100
RPHA Hamerschlak, 1997 * 91 89
TAD Afiez et al., 2010 * 77 89
TIA Remesar et al., 2009 * 83 100
Luquetti et al., 2003 Chagas StatPak 100 98,6
Serodia-Chagas 100 98
) Teste de anticorpo ID- 97 100
TR Gomez et al., 2019 Chagas
Testes rapidos 94 96
Chagas Stat-Pak 100 100
Afiez et al., 2010 Stat Pak Assay 85 82
. TSSA VI 100 100
TSSA De Marchi et al., 2011
TSSA | 99 94
WB Gomez et al., 2019 * 98 100

Nota: * Sem informag&o disponivel.

Legenda: CL-ELISA (chemiluminescent Enzyme-Linked Immunosorbent Assay); CLIA
(Quimiluminescéncia); ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay); FC (fixacdo de
complemento); HAI (hemaglutinacdo indireta); IB (immunoblot); IFI (imunofluorescéncia indireta);
IP (teste de imunoperoxidase); LIA (lise de lipossomas); PA (Passive Particle Agglutination); RIPA
(ensaio de radioimunoprecipitacdo); RPHA (hemaglutinacdo passiva reversa); TAD (aglutinacdo
direta); TIA (trans-sialidase inhibition assay); TR (teste rapido); TSSA (termed trypomastigote small
surface antigen); WB (Western blot).

Fonte: A autora
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2.6.2.1 ELISA (enzyme linked-immunosorbent assay)

Trata-se de um ensaio imunoenzimatico baseado na interacdo antigeno-anticorpo. Os
antigenos sdo adsorvidos na fase sélida das placas de microtitulacdo (Figura 13). Em seguida,
0 material bioldgico (soro ou plasma) é adicionado as cavidades e a placa incubada a 37°C,
favorecendo a interacdo antigeno-anticorpo. Posteriormente adiciona-se uma anti-
imunoglobulina conjugada a uma enzima, a qual interage com o anticorpo da amostra. Na
etapa seguinte, o revelador (substrato) € adicionado e provoca a alteragdo da cor do meio, a

qual serd mensurada por um espectrofotdmetro, ap6s adi¢do da solucéo de parada.

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

o0lod éé éé

Figura 13 - Esquema do teste de ELISA.

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

Fonte: SANTOS et al., 2016.

E - Leitura automatizada

|

Os testes de ELISA séo classificados de acordo com a preparacdo antigénica usada para
sensibilizacdo das microplacas. Os ensaios convencionais utilizam extratos brutos ou
antigenos semipurificados de cepas do T. cruzi que, em virtude de sua complexidade
antigénica, resultam em problemas de padronizagéo, baixa confiabilidade e possibilidade de
reatividade cruzada com outros microrganismos, principalmente com espécies do género
Leishmania spp. (CORDERO et al., 2009; PAN et al., 1992; SANTOS et al., 2012). Tais
deficiéncias podem ser corrigidas com o0s testes ndo convencionais, 0sS quais empregam
antigenos especificos, identificados e purificados através de técnicas de biotecnologia. Estes
antigenos podem ser de dois tipos: recombinantes ou recombinantes quiméricos.

Diversos antigenos recombinantes ja foram sintetizados através de técnicas de engenharia
genética e avaliados tanto em testes diagnosticos (Silveira et al., 2001; GOMES et al., 2009;
DA COSTA et al., 2012) quanto em ensaios de vacinagdo (ARCE-FONSECA et al., 2013;
GUPTA et al., 2013; PEREIRA et al., 2005). A avaliacdo de seu uso em sorodiagnostico foi
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realizada por diferentes estudos, revelando elevados valores de sensibilidade e especificidade
diagndsticas, sobretudo auséncia de reagdo cruzada com outras patologias, uma vez que
podem ser sintetizados a partir de sequéncias de DNA onde as regides responsaveis por estas
reacOes sejam identificadas e removidas (SILVEIRA et al., 2001; GOMES et al., 2009; DA
COSTA et al., 2012). Assim sendo, uma série de peptideos recombinantes ja foram utilizados
para o diagndstico soroldgico, alguns dos quais possuem em sua constitui¢cdo sequéncias de
aminoacidos conservados e dispostos em tandem, aumentando, portanto, 0 seu
reconhecimento pelos anticorpos presentes no soro dos individuos portadores da DC, quando
comparados aos extratos brutos do parasito. Todavia, a despeito dos avancos alcancados,
resultados falso-negativos continuaram a ser obtidos indicando que a utilizagdo de um Unico
antigeno recombinante ndo é capaz de diagnosticar todos os individuos portadores da DC
(VERGARA et al., 1991). Tal limitacdo deve-se a propria natureza do antigeno recombinante,
ou seja, a variedade limitada de epitopos presentes em um Unico antigeno isolado. Uma
alternativa para ultrapassar este obstdculo baseia-se na combinacdo de dois antigenos
recombinantes em um unico teste, verificando um aumento significativo da sensibilidade sem
perda de especificidade (VERGARA et al., 1991).

Desde entdo, combinacdes de diferentes antigenos recombinantes e peptideos sintéticos
foram testadas utilizando diferentes formatos e plataformas diagnésticas (CAMUSSONE et
al., 2009; VERGARA et al., 1991; ALMEIDA et al., 1990; MONCAYO; LUQUETTI, 1990).
Em geral, as misturas apresentam alta sensibilidade e especificidade confirmando o potencial
dos antigenos recombinantes do T. cruzi no sorodiagnostico da DC. Apesar do alto
desempenho dos testes diagndsticos utilizando uma mistura de antigenos recombinantes, dada
a heterogeneidade antigénica do parasita, diferentes resultados de sensibilidade e
especificidade foram relatados (ZINGALES, 2018). Uma forma de aperfeicoar os testes
diagnosticos, reduzindo a possibilidade de reacfes falso-negativas e de reacGes cruzadas,
consiste na utilizacdo de proteinas sintéticas formadas por epitopos conservados e repetitivos
de diferentes proteinas em uma Unica molécula recombinante gerando um antigeno
recombinante quimérico, poliantigeno ou antigeno multi-epitopo (CAMUSSONE et al., 2009;
SANTOS et al., 2017a).

2.6.2.2 Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

O teste de imunofluorescéncia indireta é amplamente utilizado e ja foi considerado

referéncia na sorologia da DC. Foi desenvolvido em 1960 e, naquela época, foi relatada
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sensibilidade e especificidade de 98% (CAMARGO, 1966; HABERLAND et al., 2013). Sua
realizacdo baseia-se na incubacdo de formas epimastigotas fixadas em laminas de vidro com
anticorpos presentes no soro diluido em tampdo (Figura 14). Apos sucessivas lavagens, a
lamina é incubada com anticorpo anti-imunoglobulina humana conjugado a fluoresceina.
Resultados positivos apresentam fluorescéncia, que pode ser visualizada em um microscopio
de fluorescéncia (LUQUETTI; RASSI, 2000). Apesar de ser um método de alta sensibilidade,
existem limitac6es, como por exemplo a necessidade de equipamento adequado, profissionais
capacitados e uma padronizacdo rigorosa (FERREIRA; AVILA, 2001). Além disso, por
utilizar o parasita inteiro, € uma metodologia susceptivel a resultados falso-positivos, em
especial em area de co-endemicidade entre o T. cruzi e espécies do género Leishmania spp.
(DALTRO et al., 2019).

A ,
anticorpo —p p—
onjugadc \r/
/~ - ‘\’
G/
antigenc //-Y\‘::'
s A Al A
L | | |

Figura 14: Representacdo esquematica da IFI positiva.

Legenda: (A) Desenho esquematico da reacdo de IFI; (B) Reacgdo
positiva; (C) Reagéo negativa.

Nota: T. cruzi fixado numa lamina de vidro com regides
demarcadas (etapa 1). Posteriormente é adicionada a amostra
diluida que, sendo reagente, contém anticorpos especificos que se
ligam ao antigeno (etapa 2) e adiciona-se o conjugado composto de
uma antiimunoglobulina humana ligada ao isotiocianato de
fluoresceina (etapa 3). Por fim, interacdo antigeno/anticorpo é
evidenciada por meio da fluorescéncia do parasita (etapa 4).

Fonte: Ministério da Saude, 1998.



2.6.2.3 Hemaglutinacdo Indireta (HAI)

Esta técnica baseia-se na aglutinacdo de hemacias sensibilizadas com proteinas do T. cruzi

na presenca de anticorpos presentes no soro dos individuos. Apds a reacdo é possivel

visualizar a formacgéo de aglutinagdo no fundo da placa d
metodologia foi padronizada em 1962 e ainda € utilizada no

54 a 100%. Muitos resultados falso-negativos foram re

desencorajando 0 seu uso na triagem soroldgica (FERREIRA; AVILA, 2001; OMS, 2002;

GADELHA et al., 2003)
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e microtitulagdo (Figura 15). A
diagndstico da DC (CERISOLA,;
CHABEN; LAZZARI, 1962). Apesar de simples, de baixo custo e possibilitar leitura visual, o
desempenho do teste é bastante variavel, com sensibilidade de 82 a 100% e especificidade de

lacionados a esta metodologia,
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Figura 15: Representacdo esquematica de
hemaglutinacéo indireta (HAI) positiva

uma reacdo de

Nota: (A) Desenho esquemético da reacdo de HAI; (B)

Interpretacéo do teste.
Fonte: Ministério da Salde, 1998.
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2.6.2.3 Quimiluminescéncia (CLIA)

O primeiro prototipo de um imunoensaio quimioluminescente foi desenvolvido em 1983,
por Anthony Campbell e Ashok Patel, sua utilidade cresceu bastante, primeiro na area de
quimica e atualmente para o diagnostico das doengas infecciosas (MAHLER et al., 2016).
Este ensaio se baseia na emissdo de luz e calor devido a uma reacdo quimica, gerando energia
luminosa (WANG, 2016). Durante o imunoensaio, 0s reagentes se transformam em estados
intermediarios eletronicamente excitados, e ao passarem para um estado de menos excitacao,
liberam a energia absorvida na forma de luz. A reacdo quimiluminescente, detectada pelo
instrumento (luminémetro), € desencadeada pela adi¢do de peroxido e luminol. Além de sua
alta sensibilidade, a CLIA tem como vantagens uma execu¢do simples, segura e rapida
(ALMEIDA; RODRIGUES; TRAVOSSOS, 1994). Sua capacidade discriminatéria tem sido
relatada, amostras com resultados duvidosos séo, geralmente, classificadas corretamente por
esta técnica, apesar do elevado custo (CHANG et al., 2006; PEREZ-AYALA et al., 2018;
PRAAST et al., 2011). A CLIA possui uma alta sensibilidade devido ao baixo background e a
amplitude da faixa dinamica ( LAKOS et al., 2014).

2.7 BANCOS DE SANGUE

Na maioria dos paises endémicos, o perfil classico da transmissdo da DC mudou em
virtude do éxodo rural, industrializacdo, aumento da migracdo populacional e sucesso das
campanhas de combate ao inseto vetor. Vias de transmissdo anteriormente consideradas
secundérias ganharam maior visibilidade, tais como a transfusional (MORAES-SOUZA,
FERREIRA-SILVA, 2011; DIAS, SCHOFIELD, 1998). O primeiro relato de transmissao
sanguinea do T. cruzi foi na Argentina, em 1936 (MAZZA et al., 1936). No Brasil, os
primeiros relatos datam do ano de 1949 (PELLEGRINO, 1949), sendo sugerida a triagem
soroldgica dos doadores para prevenir a transmissdao da DC por transfusdo. Quatro anos antes,
em 1945, recomendou-se a exclusdo da doagédo de portadores da DC (DIAS, 1945). No ano de
1969, a triagem soroldgica tornou-se obrigatéria em todo o territorio nacional segundo a
Portaria n. 4, de 1969 (BRASIL, 1970). Em alguns paises, tal obrigatoriedade ocorreu antes
do Brasil, como na Argentina, que instituiu politicas sobre o assunto em 1967. Por outro lado,
a Coldémbia sé tornou a triagem obrigat6ria em seus bancos de sangue em 1995 (OTANI,
2003). Em virtude da auséncia de um teste de referéncia capaz de diagnosticar a DC com

seguranca na fase crbnica, o Brasil adotou, em 1988, em seus bancos de sangue as
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recomendacdes preconizadas pela OMS, tornando obrigatoria a realizagdo de dois
imunoensaios com principios metodologicos diferentes para a triagem soroldgica da DC,
segundo a Lei n. 7.649, de 1988 (BRASIL, 1988).

Com o tempo a DC mostrou-se de extrema importancia em toda a América Latina, com
grande impacto devido a sua elevada prevaléncia, incidéncia, morbimortalidade e danos a
salde (BRASIL, 2014a; DIAS et al., 2016). O grande volume de casos fatais demandou
esforcos e articulacBes para acOes de vigilancia em saude. Desta forma, foi criado, em 1991,
pelos Ministérios da Saude dos paises do Cone Sul, a Comissdo Intergovernamental para a
Eliminacdo do T. infestans e a Interrupgdo da Tripanossomiase Americana Transfusional na
Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai. Nesta ocasido, ndo se reconheceu
somente a importancia da DC transfusional, mas admitiu-se a necessidade de politicas
publicas efetivas no controle da transmissdo por esta via (DEL CONO SUR, 1993; DIAS,
SCHOFIELD, 1998).

Tendo em vista a importancia da DC transfusional para a sadde publica, outras medidas
legais foram tomadas para garantir a biosseguranca das bolsas transfundidas, como por
exemplo a Lei N° 10.205 que proibe a remuneracdo ao doador pela doacdo de sangue, sendo
apenas para a utilizacdo exclusiva da doacdo voluntaria, levando em consideracdo que até os
anos 70 e 80 era comum a doacdo remunerada (BRASIL 2001; DIAS, SCHOFIELD, 1998).
Atualmente, a resolucdo que regulamenta todos os procedimentos para doagdo de sangue é a
RDC n. 343, de 2002, que retirou a obrigatoriedade da realizacdo de dois testes. A triagem
soroldgica deve ser feita por um teste de alta sensibilidade (ANVISA, 2002).

Requisitos da Portaria n.° 158 de 2016 (BRASIL, 2016) estabelecem os impedimentos para
a doacdo de sangue, 0s quais visam garantir a seguranca e protecdo tanto de doadores quanto
receptores; sdo eles: pesar mais de 50 kg, possuir boa salde e ser maior de idade. Alguns
requisitos estabelecem impedimentos temporarios, tais como sinais e sintomas de gripe ou
resfriado, po6s-gravidez, periodo de amamentacdo, realizacdo de tatuagens ou colocacdo de
piercings nos ultimos 12 meses, ter realizado endoscopia nos altimos 6 meses e ter se
colocado em risco de adquirir infeccBes sexualmente transmissiveis no periodo de 12 meses.
Por fim, a Portaria n.° 158 também define impedimentos definitivos, como a infeccdo pelos
virus da hepatite B (HBV) e C (HBC), da imunodeficiéncia adquirida (HIV-1/2) e pelo virus
linfotropico de células T do adulto (HTLV-1/2), além de individuos com diagnostico positivo
da sifilis e da DC. Adicionalmente, usuarios de drogas injetaveis sdo impedidos de doar

sangue. Tais critérios sdo relevantes para evitar a transmissdo de doengas, visto que hd um
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periodo conhecido como “janela imunoldgica”, espaco de tempo entre a infeccdo e a
positividade dos testes (BRASIL, 2018).

O risco de um receptor ser infectado pelo T. cruzi depende de alguns fatores, como a
presenca do parasito no sangue ou componente sanguineo transfundido, o seu estado
imunolégico e o desempenho diagndstico dos ensaios empregados (SCHOFIELD; JANIN;
SALVATELLA, 2006). Este ultimo fator consiste em um grande desafio dada a auséncia de
testes de referéncia para o diagnoéstico sorologico da DC. Além deste fato, sabe-se que a DC
estd entre as 10 causas de inaptiddo para doacdo de sangue, justificando a busca por
marcadores soroldgicos capazes de fornecer resultados seguros. De fato, dados da ANVISA
revelaram inaptiddo em 0,34% (~90.000 bolsas) das 2.505.158 bolsas coletadas no ano de
2013. A DC ficou atras somente da triagem para HBV, sifilis e HIV com 0,57%, 0,76% e
0,36%, respectivamente (ANVISA, 2015).

Diferente do preconizado anteriormente, a triagem sorolégica no Brasil deve ser realizada
por apenas um Unico teste de elevada sensibilidade. Além disso, a metodologia de escolha
deve ser rapida, de baixo custo e facil execucdo (BRASIL, 2004). De fato, este procedimento
melhora a operacionalizacdo dos Hemocentros, visto que a realizacdo concomitante de dois
testes impacta negativamente na rotina laboratorial, aumentando tempo de analise das
amostras, bem como o custo da triagem. Assim, a maioria dos Hemocentros do pais, incluindo
a Fundacdo HEMOBA, utilizam métodos quimiluminescentes em sua rotina. Por este motivo,
a busca de marcadores sorologicos de elevada acuracia diagndstica torna-se extremamente
necessaria.

A Fundacdo HEMOBA segue as recomendacfes do Ministério da Saude (BRASIL, 2004)
para a triagem soroldgica da DC. O fluxograma da figura 16 ilustra as etapas para a testagem
e liberacdo das bolsas. O individuo é considerado apto a doa¢do caso o seu resultado ndo seja
reagente (negativo). Todavia, se o resultado for reagente (positivo ou inconclusivo) o teste de
CLIA deve ser repetido em duplicata utilizando a mesma amostra. Apds repeticdo, caso 0
resultado permaneca reagente (positivo ou inconclusivo) o candidato a doacéo é convocado
para uma segunda coleta. Contudo, se o resultado da repeti¢do ndo for reagente, o candidato €
considerado apto para doacdo e sua bolsa € liberada para doagdo. Com a confirmacdo do
resultado falso positivo, a equipe responsavel pelo setor de sorologia do hemocentro deve

investigar as possiveis causas que levaram ao erro na triagem inicial.
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Triagem para Chagas
(Metodologia: CMIA)

REAGENTE
(positivo ou inconclusivo)

- N
Repita o teste inical ]
em duplicata

[

REAGENTE
em uma ou ambas as
duplicatas

Convoque o doador
para coleta de 2 amostra

Avalie a necessidade
de investigar as possiveis
causas de falso-positivo
na triagem inicial

Figura 16 - Fluxograma para a testagem e liberacdo de bolsas de sangue na triagem
soroldgica para DC na Fundacdo HEMOBA.
Fonte: Imagem cedida pela Funda¢do HEMOBA.

2.8 ANTIGENOS IBMP

Conforme mencionado anteriormente, a utilizagdo de proteinas recombinantes quiméricas
do T. cruzi nos testes diagnosticos possui uma série de vantagens, tais como a elevacdo da
sensibilidade e especificidade, reducdo de reatividade cruzada e maior reprodutibilidade entre
0s ensaios (SANTOS et al., 2016b; SANTOS et al., 2017a). Recentemente, quatro antigenos
recombinantes quiméricos foram sintetizados e seu potencial diagnostico avaliado (SANTOS
et al., 2016b; SANTOS et al., 2017a; DALTRO et al., 2019; DEL-REI et al., 2019). As
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quatro proteinas foram obtidas através de técnicas de engenharia genética e utilizadas para a
realizacdo do presente estudo. Os antigenos, denominados IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e
IBMP-8.4 (acronimos para o Instituto de Biologia Molecular do Parana), foram padronizados
para diagnostico sorolégico em humanos, por meio do estudo de fase | e 1l (SANTOS et al.,
2016b; SANTOS et al., 2017a) e, mais recentemente, foram avaliados para deteccdo de
anticorpos anti-T. cruzi (IgG) em soros de cdes (LEONY et al., 2019). Trata-se de quatro
antigenos recombinantes quiméricos formados por sequéncias imunodominantes preservadas
e repetitivas de diversas proteinas do T. cruzi (Quadro 2). As sequéncias que compdem cada
antigeno quimérico foram escolhidas na literatura com base em avaliagbes prévias do

potencial diagnostico das proteinas nativas (SANTOS et al., 2016b).

Quadro 2 - Composicao 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).

O estudo de fase | consistiu na primeira avaliacdo usando os quatro antigenos, e objetivou
analisar o potencial diagnostico das moléculas em diferenciar individuos negativos de
positivos para a DC cronica utilizando o ELISA e o microarranjo liquido (Luminex) como
plataformas diagnosticas. Para esta finalidade, foi utilizado um painel sorologico contendo
280 amostras positivas e 20 negativas para a DC. Adicionalmente, foram realizadas
avaliagOes estruturais das moléculas através das técnicas de dicroismo circular e espalhamento
dindmico da luz. Os resultados demostraram alta capacidade discriminatéria das quatro

proteinas, visto que os valores de AUC (Area abaixo da curva) foram superiores a 98%



40

(SANTOS et al., 2016b). Com base nos resultados obtidos, os quatro antigenos foram
submetidos ao estudo de fase II.

O estudo de fase IlI, por sua vez, teve como objetivo determinar os parametros de
desempenho das quatro moléculas utilizando um quantitativo amostral bem caracterizado e
estatisticamente calculado. Assim, foram incluidas 857 amostras positivas para a DC crénica
e 689 negativas, bem como 1.079 amostras positivas para outras doencas infecto-parasitarias
objetivando investigar a incidéncia de reatividade cruzada. As moléculas IBMP-8.1, IBMP-
8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 apresentaram sensibilidade de 97,4%, 94,3%, 97,9% e 99,3%, e
especificidade de 99,4%, 99,6%, 99,9% e 100%, respectivamente. Neste estudo, observou-se
que o desempenho diagndstico foi superior ao de testes comerciais disponiveis no Brasil. Foi
demonstrado também um baixo indice de reatividade cruzada e elevada reprodutibilidade
intra-teste, inter-teste e inter-laboratorial. (SANTOS et al., 2017a). Estas avaliacbes foram
realizadas utilizando o ELISA indireto como plataforma diagnostica. Em seguida, o
desempenho das moléculas foi também avaliado utilizando outras metodologias, como o
microarranjo liquido (LMA) e a imunocromatografia de duplo percurso. Na anélise por LMA,
as moléculas foram investigadas usando um painel sérico de 1.333 soros positivos e negativos
para a DC, além de 851 amostras positivas para outras doencas infecto-parasitéarias. Os
resultados foram semelhantes aos encontrados anteriormente no ELISA (SANTOS et al.,
2017b). Resultados semelhantes foram obtidos nos ensaios imunocromatogréficos (SILVA,
2016; SILVA et al., 2020).

Apesar das quatro moléculas apresentarem altos valores de sensibilidade e especificidade,
os antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4 foram os de maior acuracia, sendo, portanto, eleitos para
avaliacdo diagndstica de individuos infetados com outras DTUs do T. cruzi residentes tanto
em areas endémicas quanto nao endémicas. Em areas endémicas, a avaliacdo do desempenho
diagnostico foi realizada utilizando amostras positivas e negativas de individuos provenientes
de diversas provincias da Argentina, Bolivia e Paraguai, locais de circulacdo de distintas
cepas do T. cruzi (DEL-REI et al., 2019). Ja a avaliacdo realizada em areas ndo endémicas,
foram usadas amostras séricas de imigrantes latino-americanos residentes em Barcelona-
Espanha (DOPICO et al., 2019). Em ambos os estudos, os valores de desempenho foram
semelhantes aos encontrados anteriormente, corroborando a hipOtese de que os antigenos
quiméricos IBMP séo capazes de diagnosticar a infeccdo causada pelo T. cruzi independente
da cepa infectante, apesar da grande variabilidade genética descrita para a espécie
(BRENIERE; WALECKX; BARNABE, 2016).
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Os estudos de fase I e Il, por defini¢do, utilizam amostras positivas e negativas para o
agravo em estudo. O perfil soroldgico das amostras precisa ser bem estabelecido. Sendo
assim, as amostras que participaram das investigacdes acima foram classificadas como
negativas ou positivas conforme o preconizado pela OMS, ou seja, 0s resultados foram
definidos com base na concordancia de dois testes comerciais com preparacfes antigénicas
e/ou principios metodoldgicos distintos. Como ndo ha um teste de referéncia (padrdo-ouro)
para a DC crénica, qualquer teste comercial usado para esta finalidade pode fornecer
resultados imperfeitos. Por este motivo, no ano de 2018, foi realizado um estudo no qual a
andlise de classe latente (LCA) foi empregada como teste de referéncia para classificar as
amostras como positivas ou negativas para a DC (SANTOS et al., 2018). A LCA consiste em
uma ferramenta estatistica utilizada para avaliar novos testes na auséncia de testes de
referéncia, embora o verdadeiro status da doenca permaneca desconhecido, os métodos de
avaliacdo disponiveis oferecem uma aproximacdo do estado real da doenca.
Consequentemente, a probabilidade de uma dada combinacéo de resultados de testes produz
um status de classe latente, isto é, status de doenca. Neste estudo, as amostras foram
submetidas individualmente ao diagnostico utilizando os antigenos IBMP e a anélise
combinada dos resultados foi usada para definir cada amostra como negativa ou positiva para
a DC. De acordo com a figura 17, uma amostra foi definida como positiva caso apresentasse
reatividade em no minimo duas moléculas, com probabilidade a posteriori superior a 87%
para todas as combinagfes possiveis. Por outro lado, caso as amostras apresentassem
reatividade para somente uma das moléculas ou para nenhuma delas o status sorolégico foi

definido como negativo, com probabilidade a posteriori inferior ou igual a 0,8%.
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IBMP 8.1 8.2 8.3 84|| N |[|PP(%)|| LCS |

0.0  NEG
1 03  NEG
1 0.1 NEG
1 03  NEG
1 08  NEG
0 89.5 POS
0 969 POS
0 99.0 POS
0 879  POS
0 957  POS
2 990 POS |
2 100  POS
6 100 POS |
19 100 POS |
3 100  POS

253 100 POS |

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

Nota: As amostras foram agrupadas nas categorias P1
— P5 de acordo com o padréo de resposta do ensaio.
Legenda: LCS (status da classe latente). N (nimero de
amostras). NEG (negativo). POS (positivo). PP
(probabilidade a posteriori).

Fonte: SANTOS et al., 2018.

Com base na classificacdo das amostras utilizando a LCA como teste de referéncia, foi
realizado um estudo para avaliar a reatividade cruzada dos antigenos IBMP em 629 amostras
de leishmaniose tegumentar e 200 de leishmaniose visceral (DALTRO et al., 2019). Neste
modelo, a LCA classificou 82 (9,9%) amostras como co-infectadas pelo T. cruzi, sendo
excluidas do estudo. Contudo, caso dois testes comerciais fossem utilizados para classificagao
do status sorol6gico das amostras, 533 (64,3%) seriam excluidas das andlises, impactando
negativamente com casuistica da investigacdo. Quanto ao indice de reatividade cruzada, foi
demonstrado que os antigenos IBMP apresentam valores inferiores aqueles encontrados para
diversos testes comerciais. Por este motivo, no presente estudo, a LCA serd utilizada para
classificar as amostras provenientes da Fundacdo HEMOBA como negativas ou positivas para
aDC.



Por fim, levando em consideracdo o desempenho diagndstico destes antigenos em
ensaios humanos, a importancia veterindria da DC canina, o papel do cdo como
reservatorio e/ou sentinela biologico e a auséncia historica de testes comercialmente
disponiveis para DC em cdes, um estudo foi desenvolvido recentemente com o
objetivo de avaliar a eficiéncia destas proteinas em detectar anticorpos anti-T. cruzi em
caes cronicamente infectados. Nesta avaliagdo foram usadas amostras positivas de
animais experimentalmente infectados com cepas conhecidas do parasita e de caes
naturalmente infectados, além de amostras negativas para a DC e positivas para outras
doencas infecto-parasitarias. Os resultados encontrados mostraram que as quatro
moléculas possuem elevada capacidade em diferenciar o grupo de animais negativos
do grupo de animais positivos (AUC superior a 96%). Das quatro moléculas, a IBMP-
8.3 e IBMP-8.4 mostraram-se mais promissoras para o diagndstico em cées (LEONY
et al., 2019). Um estudo de fase Il encontra-se em curso neste momento com o
objetivo de validar esta hipotese.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar os antigenos quiméricos IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 do
Trypanosoma cruzi na triagem soroldgica da DC em bancos de sangue.

3.2 Objetivos especificos

Classificar o perfil sorologico das amostras inscritas no estudo atraves da analise de
classe latente (LCA);

Avaliar o desempenho individual dos antigenos para a triagem da DC (estudo de fase
HI);

Avaliar a reatividade cruzada e coinfeccdo utilizando amostras séricas de doadores de

sangue positivos para doencas infecto-parasitarias;

Avaliar a utilizacdo conjunta dos antigenos quiméricos para a triagem soroldgica para

a DC em banco de sangue.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTQOS DO ESTUDO

Trata-se de um estudo prospectivo de validagdo de métodos, no qual objetiva determinar o
desempenho de testes utilizando amostras de individuos da populagdo com condicao
soroldgica desconhecida para a doenga alvo (estudo de fase I11). Este tipo de estudo tem como
vantagem a possibilidade de determinar dois parametros de desempenho: os valores preditivos
positivo e negativo. Os resultados serdo analisados conjuntamente através da analise de classe
latente.

4.1.1 Locais do estudo

A producao e purificacdo dos antigenos recombinantes IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e
IBMP-8.4 foram realizadas no Laboratério de Gendmica e de Proteinas do Instituto Carlos
Chagas - ICC/FIOCRUZ-PR. A caracterizacao do painel soroldgico e a avaliacdo do potencial
diagnostico confirmatério dos antigenos IBMP foram realizadas no Laboratério Avancado de
Saude Publica (LASP), do Instituto Gongalo Moniz - IGM/FIOCRUZ-BA.

4.1.2 Consideracdes éticas

Este estudo possui aprovacdo junto ao Comité de Etica do IGM/ FIOCRUZ/BA sob o
namero 2.657.979 (CAAE 67809417.0.0000.0040, Apéndice A). Nao existiram riscos fisicos
para a salde dos participantes, pois somente amostras previamente coletadas foram utilizadas.
Os dados que identifiqguem os participantes da pesquisa foram mantidos em absoluto sigilo e,
ao invés do nome, o material bioldgico recebeu um codigo numérico, mantendo, desta forma,

a sua confidencialidade.

4.2 OBTENCAO E PURIFICACAO DOS ANTIGENOS RECOMBINANTES

Os antigenos quimericos IBMP (Quadro 3) foram obtidos a partir da tecnologia do DNA
recombinante no ICC/FIOCRUZ-PR. Apés purificacdo e quantificacdo foram enviados para o
LASP (IGM/Fiocruz-BA) para a realizacdo deste estudo. Detalhes da obtencdo dos antigenos

podem ser verificados em Santos et al. 2017a.
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Quadro 3 - Lotes de producdo e concentracdo dos antigenos

IBMP
Cadigo Lote Concentracdo (mg/mL)

IBMP 8-1 150613.1 0,5
270613.1 0,7

IBMP 8-2
180613 2,0
IBMP 8-3 020913.1 1,0
080813.1 1,8

IBMP 8-4
080813.1 4,2

Fonte: A autora

4.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Apbs a chegada dos antigenos ao LASP, a integridade dos mesmos foi avaliada por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE) (LAEMMLI, 1970). Os antigenos
IBMP foram preparados e o volume total contendo 1 pg de cada proteina foi aplicado nos géis
com 0,75 mm de espessura e submetido a eletroforese com 20 mA de corrente por 1h. Os géis
foram corados com azul de Coomassie (Bio-Rad, EUA) e descorados em metanol e acido

aceético.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

4.3.1 Dimensionamento amostral

O célculo amostral foi obtido com auxilio do programa estatistico R (The R Project for
Statistical Computing, Viena, Austria) para estimar as propor¢des, supondo-se sensibilidade
de 99% e adotando-se um erro absoluto (semi-amplitude do intervalo de confianga) de 2%,
nivel de confianga em 95% e prevaléncia da doenga de 0,02% na populagdo brasileira
(MARTINS-MELO et al., 2014).



4.3.2 Obtencao e caracterizagdo do painel sorolégico

As amostras séricas foram provenientes de potenciais doadores que compareceram
voluntariamente a Fundacdo Hematologia e Hemoterapia do Estado da Bahia (Fundacéo
HEMOBA) (Figura 18) no periodo de dezembro de 2018 a agosto de 2019. As coletas foram
realizadas uma ou duas vezes por més. Apds enviadas ao nosso laboratério, as amostras foram
armazenadas em tubos criogénicos, identificadas por etiquetas e armazenadas em freezer a -
20° C no LASP (IGM/FIOCRUZ-BA) até a realizacdo dos testes sorologicos. Informacdes
sobre os resultados dos testes soroldgicos realizados pelo HEMOBA, sexo, idade e local de

residéncia dos doadores inclusos no estudo foram cedidos para o estudo somente apos a

finalizacdo dos ensaios.

Fundacado HEMOBA

LASP / Fiocruz-BA

A

1" e

S

Amostras de soro

Realizagao dos imunoensaios

Triagem sorolégica

HIV-1/2, HTLV-1/2, HBV, HCV,
sifilis e doenga de Chagas

Coletas realizadas uma ou duas vez ao més IBMP-8.1 IBMP-8.2
entre dezembro de 2018 a agosto de 2019 IBMP-8.3 IBMP-8.4

-> Analise dos resultados

Figura 18: Fluxograma para a obtencdo e caracterizagdo amostral.

Nota: Obtencdo do painel amostral pela Fundagdo HEMOBA,; realizacdo do ELISA indireto

utilizando os antigenos IBMP.
Fonte: A autora.
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4.3.4 Critérios de inclusao

Foram incluidas neste estudo todas as amostras séricas de individuos que doaram sangue,
voluntariamente, para a Fundacdo HEMOBA, no periodo de dezembro de 2018 a agosto de
2019.

4.3.5 Critérios de exclusao

Né&o foram incluidas neste estudo as amostras séricas que apresentaram volumes inferiores

a 50 pl, hemolise ou lipemia intensa.

4.4 ELISA INDIRETO

4.4.1 Sensibilizacdo das microplacas com os antigenos IBMP

Os ensaios imunoenzimaticos indiretos no formato ELISA foram padronizados em um
estudo anterior, no qual foram descritas as condicGes ideais dos componentes das reacgoes
(SANTOS et al., 2017a). Resumidamente, em microplacas de poliestireno de 96 cavidades de
fundo plano (UV-Star® Microplate, Greiner Bio-One, Kremsminster, Austria), foram
distribuidos, em cada cavidade, 100 ul da solucdo tampéo carbonato/bicarbonato (50 mM pH
9,6) contendo 25 ng dos antigenos IBMP-8.1, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 e 12,5 ng da molécula
IBMP-8.2. Cada um dos antigenos IBMP foi utilizado separadamente como antigeno de
captura. Em seguida, foram adicionados 100 ul da solugdo WellChampion™ (Ken-Em-Tec
Diagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca; lote 130703) por cavidade, para sensibilizacéo,
bloqueio das microplacas e estabilizacdo dos antigenos. Apds incubacdo de 15 minutos a
temperatura ambiente, as microplacas foram esvaziadas por inversdo e colocadas em estufa a
37° C por 20 minutos para secagem (Marconi® MAO032, Sdo Paulo, Brasil). Apds estes

procedimentos as microplacas encontravam-se prontas para uso.
4.4.2 Obtencéo do pool sérico
Para a realizacdo dos imunoensaios foi necesséria a utilizagdo de cinco controles negativos

e cinco positivos. Estas amostras foram utilizadas para a constru¢cdo da curva ROC e

determinacdo do ponto de corte (cut-off). Cada pool foi constituido por 3 amostras positivas
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ou negativas. Dois dos cinco controles positivos referem-se aos padrdes bioldgicos da
Organizacdo Mundial da Sadde (1% WHO anti-Trypanosoma cruzi | and Il Antibody
Reference Panel,Version 6.0, NIBSC). Estas amostras sdo representativas de um doador de
sangue proveniente da Cidade do México (Tcl) e a outra de dois doadores de sangue
provenientes de S&o Paulo e do Chile (Tcll). Estes padrdes foram constituidos pela OMS com
0 objetivo de uniformizar as avaliagdes de desempenho diagnéstico dos testes comerciais
disponiveis no mundo. As aliquotas chegaram ao nosso laboratério na forma liofilizada e

foram reconstituidas segundo as orienta¢fes contidas na bula do fabricante (NIBSC, 2004).

4.4.3 ELISA indireto

A presenca de anticorpos anti-T. cruzi nas amostras séricas foi avaliada utilizando o ELISA
indireto. Para esta finalidade, as amostras foram diluidas 100 vezes em tampédo PBS pH 7.4
(fosfato de sodio 10 mM - NasPOs e cloreto de sodio 150 mM - NaCl) e adicionadas as
cavidades das microplacas previamente sensibilizadas com os antigenos IBMP. Os ensaios
foram planejados de modo que duas cavidades fossem utilizadas como controle negativo da
placa (“branco da reagdo”), cinco para os pools das amostras positivas e cinco das amostras
negativas, diluidos na mesma propor¢do (1:100). Em seguida, 100 pL das amostras séricas
diluidas foram adicionadas a cada cavidade. As microplacas foram seladas e incubadas em
estufa (Marconi® MA032, Sdo Paulo, Brasil) a 37° C por 60 min. Ao final desta etapa, as
microplacas foram lavadas cinco vezes com a adicdo de 250 pl da solucdo de lavagem
(tampdo PBS-Tween-20 a 0,05%, PBS-T) para retirada do material ndo adsorvido. Em
seguida, foram adicionados a cada cavidade, 100 pl do anticorpo secundario diluido 40.000
vezes em PBS. Trata-se de uma anti-globulina humana (anti-lgG) conjugada a peroxidase.
Este anticorpo (lote 167EXCJHPCC6Z) foi gentilmente cedido pelo Laboratério de
Tecnologia Diagnostica (LATED, Bio-Manguinhos, FIOCRUZ-RJ) para a realizacdo deste
estudo. As microplacas foram novamente seladas e incubadas em estufa a 37° C por 30 min.
Ao final da incubagdo, as microplacas foram novamente lavadas, conforme descrito
anteriormente. Ao final do segundo ciclo de lavagem, foram adicionados a cada pogo 100 pl
da solucdo reveladora TMB Plus (Ken-Em-TecDiagnostics A/S, Taastrup, Dinamarca; lote
111011). Posteriormente, as microplacas foram incubadas a temperatura ambiente por 10 min
na auséncia de luz. Apés a incubacdo, adicionou-se 50 pL da solucdo de parada (H2SOs a
0,2M) e a leitura das densidades dpticas (DO) foi realizada em um espectrofotbmetro de

microplacas (VersaMax, Molecular Devices, San Jose, EUA) a 450 nm.
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4.5 EXPRESSAO E ANALISE DOS RESULTADOS

4.5.1 Definicéo do cut-off (CO)

Os pontos de corte foram calculados individualmente para cada microplaca utilizando
cinco pools de amostras positivas e cinco negativas. Os valores das densidades Opticas obtidos
foram exportados para o software GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., EUA). A partir
disso, foi calculada a area abaixo da curva ROC (AUC — area under ROC) utilizando um

intervalo de confianca de 95% (IC 95%) para obtencdo dos valores dos pontos de corte.

4.5.2 Normalizacao dos dados

A normalizagcdo dos dados foi realizada para evitar a variabilidade inerente a cada
microplaca. Para isso, foi calculado o indice de reatividade (IR) para cada amostra, como

descrito abaixo:

DO da Amostra

Indice de reatividade (IR) = Valor do CO

Foi considerada negativa toda amostra com IR inferior a 1,00 e positiva todas aquelas com
IR igual ou superior a 1,00. Com o objetivo de evitar erros sistematicos, foi estabelecido
como critério de repeticdo todas as amostras com IR entre 0,80 e 1,20. A partir da obtengéo
dos valores do IR de cada amostra, os resultados foram representados em graficos pelo
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software Inc., EUA).

4.5.3 Determinagéo dos parametros de desempenho

A avaliacdo do potencial diagnostico dos antigenos IBMP foi realizada através da
utilizacdo de parametros que descrevem o desempenho de um teste diagnéstico, como
sensibilidade, especificidade, exatiddo, valores preditivos, razdes de verossimilhanca, odds
ratio diagnéstico e probabilidades pré e pds-teste, juntamente com seus intervalos de
confianga a 95% (OUCHCHANE; RABILLOUD; BOIRE, 2009). Para isto, foram utilizadas
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tabelas de dupla entrada (2x2) relacionando os resultados da analise de classe latente com o
ELISA in house (figura 19).

Padrao Ouro
[ : )
Com doenga Sem doenca
. Verdadeiro Falso VP
Positivo . ‘ . +
Positivos | vp ' Fp | Positivos
£ FP
= )
L]
"~ | Negativo Falso | FN | VN |Verdadeiro FP
Negativos Negativos VN
| VP +FN FP + VN VPHFP
+
FN+VN

Figura 19: Combinagdo binaria entre os provaveis resultados
obtidos em um determinado teste e o diagndstico verdadeiro da
doenca.

Fonte: Santos (2016).

Legenda: FN (falso negativo); FP (falso positivo); VN (verdadeiro
negativo); VP (verdadeiro positivo).

A partir desta tabela alguns conceitos podem ser adotados e o parametros de desempenho

determinados, a saber:

¢ Resultados verdadeiro-positivos (VP): amostras com resultado positivo no teste dentro

do grupo amostral previamente diagnosticado como positivo para a DC crénica;

e Resultados verdadeiro-negativos (VN): amostras com resultado negativo no teste
dentro do grupo amostral previamente diagnosticado como negativo para a DC
cronica;

e Resultados falso-positivos (FP): amostras com resultado positivo no teste dentro do
grupo amostral previamente diagnosticado como negativo para a DC cronica;

¢ Resultados falso-negativos (FN): amostras com resultado negativo no teste dentro do

grupo amostral previamente diagnosticado como positivo para a DC cronica.

Quanto aos parametros de desempenho, os conceitos e formulas para obtencdo dos valores

estdo descritos abaixo:
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e Sensibilidade (Sen). Definida como a probabilidade que um individuo seja positivo no
teste sabendo que ele tem a doenca. Quanto mais proxima de 1 (ou 100%) estiver a

sensibilidade, melhor sera o desempenho de teste.

VP
VP + FN

Sen =
e Especificidade (Esp). Definida como a probabilidade que um individuo seja negativo
no teste sabendo que ele ndo tem a doenca. De forma similar a sensibilidade, quanto

mais proxima de 1 estiver a especificidade, melhor sera o desempenho do teste.

VN
VN + FP

Esp =
Os valores dos intervalos de confiangca a 95% (IC95%) para a sensibilidade e

especificidade foram calculados conforme as formulas abaixo:

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

NDo = nimero de doentes

NSa = nlimero de sadios

e Acurécia (Acu). Representa a propor¢do de diagndsticos corretos, ou seja, Sao 0S
resultados corretamente classificados (VP e VN) no universo de amostras analisadas.
Também é conheciuda como exatiddo ou precisdo diagndstica. O seu valor varia de 0 a
1, sendo que 1 (ou 100%) corresponde auséncia de resultados falso positivos e falso

negativos.

VP +VN
VP+FP+VN+FN

Acu =

e Valor preditivo positivo (VPP). Definido como a probabilidade que um individuo seja

realmente portador da DC crénica sabendo que seu resultado foi positivo no teste. E a



53

capacidade do teste de predizer a presenga da infeccdo. Quanto mais proxima de 1
estiver o VPP, melhor serd o desempenho do teste.

VP
VP + FP

VPP =
Valor predito negativo (VPN). Definido como a probabilidade que um individuo
possui de ndo ser portador da DC cronica sabendo que seu resultado foi negativo no
teste. E a capacidade do teste de predizer a auséncia da infeccdo. Quanto mais proxima

de 1 estiver o VPN, melhor ser& o desempenho do teste.

VN
VN + FN

VPN =
Razbes de verossimilhanca (RV). Tambeém conhecidos como coeficientes de
probabilidade ou Likelihood Ratios, em inglés. Estes pardmetros permitem mensurar
informacgdes precisas de um novo teste, 0s quais reinem em um Unico estimador o0s
valores de Sen e Esp, constituindo uma medida global de poder discriminatorio de um
teste diagnostico. No presente estudo, as RV foram determinadas com o objetivo de
verificar se os resultados obtidos com a utilizacdo dos antigenos IBMP aumentam ou
diminuem a probabilidade de diagnosticar laboratorialmente a DC (OLIVEIRA et al.,
2010). Possuem um significado semelhante ao de risco relativo, indicando quantas
vezes aumenta a probabilidade de encontrar um determinado resultado no teste em
uma amostra que tenha ou ndo determinada caracteristica. Portanto, um novo teste
diagnostico ndo sera util se RV=1 (ou se o 1C95% inclui-lo), ja que ndo discrimina
entre 0s positivos e 0s negativos. A prova é melhor, mais util, discrimina mais, quando
os valores de RV diferem de 1. Conforme o Quadro 4, valores de RV acima de 1
indicam aumento da probabilidade de que a doenca esteja presente; valores abaixo de

1 indicam que o0 novo teste ndo agrega valor diagnostico.
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Quadro 4. Interpretacédo dos valores das razdes de verossimilhanga

Resultados possiveis Interpretagdo
RV > 10 Aumento significativo da probabilidade
5<RV<10 Aumento moderado da probabilidade
2<RV <5 Aumento pequeno da probabilidade
1<RV<2 Aumento insignificante da probabilidade
Rv=1 Sem significado estatistico
05<RV<l1 Diminuicdo insignificante da probabilidade
0,2<RV<05 Diminuicdo pequena da probabilidade
0,1<RV<0,2 Diminuicdo moderada da probabilidade
RV <0,1 Diminuicdo significativa da probabilidade

Fonte: Modificado de Ouchchane; Rabilloud; Boire (2009).

Legenda: RV (razéo de verossimilhanca).

Assim, os testes diagnosticos com resultado dicotdmico possuem dois coeficientes de
probabilidade possiveis: o0 positivo e o negativo. A RV positiva (RV+) corresponde quantas
vezes aumenta a probabilidade de encontrar um resultado positivo em uma amostra que seja
positiva (sensibilidade) do que em uma amostra negativa (complemento da especificidade). A
RV negativa (RV-) indica quantas vezes aumenta a probabilidade de encontrar um resultado
negativo em uma amostra positiva (complemento da sensibilidade) do que em uma amostra
negativa (especificidade). Ambos os parametros foram calculados como segue abaixo
(OUCHCHANE; RABILLOUD; BOIRE, 2009):

RV 4 = Sen RV— = 1—Sen
 1—Esp "~ Esp

e Odds ratio diagnostico (ORD). Este parametro é tambem conhecido como razdo de
chances de diagnéstico. E definido como a razdo entre a probabilidade do teste ser
positivo se o sujeito é portador da DC cronica em relacdo a probabilidades do teste ser
positivo se o0 sujeito ndo for portador. Os valore de ORD variam de zero a infinito.
Todavia, os testes s6 sdo uteis se os valores forem maiores que 1. Quanto mais

elevados os valores de ORD, melhor o desempenho do teste.
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Probabilidades pré e pds-teste. A probabilidade pré-teste € definida como a
probabilidade estimada do individuo ser portador da DC crdnica antes da realizacdo do
teste. A probabilidade pré-teste é igual a prevaléncia da doenga na populacdo
estudada. Ja a probabilidade pos-teste € a probabilidade do individuo ser portador da
DC cronica apdés da realizacdo do teste. Esta Gltima pode ser estratificada em
probabilidade pds-teste positiva ou negativa. A probabilidade pds-teste positiva €
definida como a probabilidade do individuo ser portador da DC cronica caso o
resultado do teste for positivo. Por outro lado, a probabilidade pds-teste negativa é
definida como a probabilidade do individuo ser portador da DC crénica caso o
resultado do teste seja negativo. Quanto mais proxima de 1 estiver a probabilidade
pos-teste positiva e mais proxima de zero estiver a probabilidade pds-teste negativa,
melhor sera o desempenho do teste. As probabilidades pos-teste positiva e negativa
foram determinadas com auxilio do nomograma de Fagan, enquanto a probabilidade

pré-teste foi calculada conforme a formula abaixo (AKOBENG, 2007):

VP + FN
VP + FP+FN+VN

Probabilidade pré — teste =

Area abaixo da curva ROC (AUC). Este parametro é estimado ap6s a construcio de
curvas ROC (Receiver Operating Characteristic Curve), a qual € tracada utilizando a
taxa de resultados verdadeiro-positivos contra a taxa dos resultados falso-positivos. A
partir desta determinacdo grafica, a area abaixo da curva é calculada, podendo o seu
valor variar de 0 a 1. Os testes diagndsticos apresentam utilidade quando os valores
sdo acima de 0,50. Valores de AUC abaixo de 0,50 indicam que o teste ndo tem
capacidade discriminatoria entre os individuos positivos ou negativos para a DC
crénica. A construcdo das curvas ROC e determinacdo dos valores de AUC foram
realizados utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 8 (GraphPad Software
Inc., EUA). A interpretacdo dos valores de AUC estdo descritos no Quadro 5
(SWETS, 1988).
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Quadro 5. Interpretagédo dos valores de AUC

Resultados possiveis Interpretagdo

AUC<0,50 Teste sem valor diagnostico

0,51 <AUC<0,61 Poder discriminatério baixo

0,62 <AUC<0,81 Poder discriminatério moderado

0,82 <AUC<0,99 | Poder discriminatorio elevado

AUC =1,00 Poder discriminatorio perfeito

Legenda: AUC (area abaixo da curva ROC).
Fonte: Modificado de Swets (1988).

4.5.4 Testes estatisticos

A apresentacdo das varidveis mensuradas foi realizada através de medidas descritivas
como: média geométrica, desvio padrdo e coeficiente de variacdo. As médias geométricas
foram calculadas com os seus respectivos intervalos de confianga (IC95%). Para testar a
normalidade dos dados foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk. Quando da rejeicdo da hipotese
nula, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. No caso de confirmacdo da normalidade dos
dados foi utilizado o teste T de Student. Todas as conclusdes foram tomadas ao nivel de
significancia de p < 0,05. A auséncia de sobreposicdo dos valores dos 1C95% foi considerada
significancia estatistica. Foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 8 (GraphPad
Software Inc., EUA) para realizacdo dos testes estatisticos.

4.5.5 Analise de classe latente

Na auséncia de um teste padrdo-ouro, a analise de classe latente (LCA) é sugerida como
um método para a obtencdo dos parametros de desempenho de um teste diagnostico
(SANTOS et al., 2018). A LCA pressupbe que, embora a presenga da doenga permaneca
desconhecida, os métodos de avaliacdo disponiveis oferecem uma aproximacao do estado real
da doenca sendo, desta forma, capaz de fornecer uma estimativa da presenca ou auséncia da
doenca. Uma vez que inexiste um teste de referéncia para diagnosticar a DC crénica, a OMS
recomenda a realizacdo de dois testes comerciais em paralelo. A concordéncia entre eles
define o estado sorologico do paciente. No entanto, falhas na precisdo diagnostica destes
testes podem levar a resultados erroneos (os testes comerciais ndo séo perfeitos!). Por este

motivo, adotamos a LCA como teste de referéncia em nosso estudo (figura 20). Através desta
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ferramenta, as amostras foram classificadas como negativas ou positivas. Este modelo de

andlise ja foi validado em estudos anteriores (SANTOS et al., 2018; DALTRO et al., 2019).

Realizagao dos imunoensaios
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Figura 20: Analise de classe latente (LCA) utilizado para
caracterizacdo do perfil soroldgico do painel amostral

inscrito no estudo.

Legenda: N (negativo), P (padrdo), PP (probabilidade a
posteriori), LCS (padrédo de classe latente), POS (positivo).

Fonte: Modificado de Santos et al., 2018.

4.5.6 Mapas tematicos

Métodos de analise espacial e técnicas de sistema de informacdo geografica foram usados

para avaliar a origem geografica dos doadores da Bahia e do Brasil. Os mapas digitais foram

obtidos a partir da base cartografica do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)

no formato shape file (.shp), o qual é compativel com o Software Terra View, versdo 5.5.1,



58

desenvolvido pela Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais (INPE). Este pacote de software
foi usado para o processamento, analise e apresentacdo de dados cartogréaficos.
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5 RESULTADOS
5.1 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ANTIGENOS

A andlise eletroforética dos antigenos IBMP mostrou a presenca de bandas distintas e bem

conservadas para as quatro moléculas, bem como auséncia de contaminantes (Figura 21).
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Figura 21: SDS-PAGE dos antigenos IBMP
corados pelo azul de Coomassie.

Legenda: PM = peso molecular em
quilodaltons (kDA)

(aprotinina — 6,1; lisozima — 15,7; inibidor de
tripsina da

soja — 30,1; anidrase carbonica — 38,3; BSA —
80,8; Pgalactosidase — 117,6; miosina —
204,3).

Nota: Adicionado 1 pg de antigeno/poco.
Fonte: A autora.

5.2 DIMENSIONAMENTO AMOSTRAL

Segundo o célculo de dimensionamento amostral, o programa R estimou um total de 4.754
amostras a serem utilizadas neste estudo. As coletas foram realizadas uma ou duas vezes ao
més entre dezembro de 2018 e agosto de 2019. O quantitativo de coletas a0 més dependeu da
disponibilidade do setor de sorologia do HEMOBA em separar o material para ser
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encaminhado ao LASP. Considerando o critério de exclusdo definido anteriormente e
possiveis perdas, foi estimado um quantitativo de 5% a mais de amostras a serem inscritas no
estudo. Desta forma, 5.014 amostras foram coletadas, aliquotadas e armazenadas a -20° C no
LASP até a realizacdo dos testes soroldgicos. Do total de amostras coletadas, 2.144 (42,76%)
foram provenientes de doadores do sexo feminino e 2.844 (56,72%) do sexo masculino.
Quanto a origem dos doadores, foi observado que 4.909 foram oriundos de 232 municipios da
Bahia. Ressalta-se que todas as microrregides baianas se encontram representadas neste

universo amostral com, ao menos, 1 doador (Figura 22).

(N = 4.909)

LEGENDA

(NUmero de doadores)

[] Sem doadores

[] < 6 doadores

["] 6 @ 20 doadores

[T] 21 a 40 doadores
[T 41 a 60 doadores
[ 61 a 80 doadores
B 81 a 100 doadores
M 101 a 200 doadores
M 201 a 600 doadores
M 401 a 1.500 doadores
M > 1.500 doadores

Figura 22: Distribuicdo geogréfica, segundo municipio e microrregido, dos doadores
oriundos do estado da Bahia (n = 4.909).
Fonte: A autora.

Todavia, 79 doadores foram oriundos de outros estados brasileiros ou do Distrito Federal, a
saber: Alagoas (n = 1), Distrito Federal (n = 2), Espirito Santo (n = 2), Goias (n = 2), Minas
Gerais (n = 5), Pernambuco (n = 57), Parana (n = 1), Rio de Janeiro (n = 1), Rio Grande do
Norte (n = 1), Rio Grande do Sul (n = 3) e Séo Paulo (n = 4). A distribui¢do dos doadores por
cidades encontra-se descrita na figura 23. Dados sobre sexo e origem de 26 doadores ndo
foram disponibilizados pelo HEMOBA.
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Figura 23: Distribuicdo geogréfica, segundo municipio, dos doadores oriundos de outros estados
brasileiros (n = 79), exceto a Bahia.
Fonte: A autora.

O perfil soroldgico dos 5.014 doadores também foi considerado neste estudo. A figura 24
demonstra que, sorologicamente, 4.483 (89,41%) amostras foram classificadas pelo
HEMOBA como negativas para os marcadores anti-Hbc, DC, HBsAg, HBV, HCV, HIV,
HTLV e sifilis. Contudo, 234 (4,67%) bolsas foram descartadas por apresentarem
positividade para anti-Hbc, 157 (3,13%) para sifilis, 40 (0,80%) para HTLV, 38 (0,76%) para
DC, 20 (0,40%) para HIV, 16 (0,32%) para HCV e 12 (0,24%) para HBsAg. Nenhuma
amostra apresentou reatividade isolada ao HBV. Coinfecgdo foi relatada em 14 (0,28%)
amostras, sendo mais frequente a positividade para anti-Hbc combinada a sifilis (n = 4).
Outras coinfeccOes foram verificadas para anti-Hbc e HBsAg (n = 2), anti-Hbc e HBV (n =
2), HBsAg e HBV (n = 1), HCV e sifilis (n = 1), HTLV e sifilis (n = 1), anti-Hbc e HTLV (n
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= 1), HIV e sifilis (n = 1) e, por fim, a tripla positividade para anti-Hbc, HTLV e sifilis (n =
1). N&o foi observada coinfeccdo pelo T. cruzi e outros agentes infecciosos.
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Figura 24: Perfil sorol6gico das amostras inscritas neste estudo (n =
5.014) coletadas no periodo de dezembro de 2018 a agosto de 2019.
Triagem realizada no setor de sorologia da Fundacdo HEMOBA.
Nota: Circulos em cinza representam resultados ndo positivos,
enguanto os circulos pretos representam ndo negatividade na triagem
sorolégica.

Fonte: A autora.

A tabela 1 mostra as caracteristicas sociodemogréaficas dos doadores classificados como
positivos para DC pelo HEMOBA. Das 38 amostras positivas para DC, 6 apresentam indice
de reatividade inferior a 1,00 no teste de triagem (LIAISON® XL Murex Chagas, DiaSorin,
Saluggia-VC, Italia). O HEMOBA considera como ponto de corte para descarte de bolsa,
amostras com indice de reatividade igual ou superior a 0,75. Este fato visa a seguranca do
material bioldgico, visto que a reducdo do ponto de corte elimina possiveis bolsas com

resultado falso-negativo no teste de triagem.
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Tabela 1 — Caracteristicas sociodemograficas e indices de reatividade no teste de triagem

dos doadores com resultado positivo para a DC triados no HEMOBA entre dezembro de

2018 e agosto de 2019.

Identificacéo Sexo Idade Municipio de origem IR RES
HMB-4096  Masculino 34 Salvador 0,92 Pos
HMB-4097  Masculino 27 Vitdria da Conquista 1,40 Pos
HMB-4101  Masculino 42 Salvador 1,10 Pos
HMB-4159  Masculino 43 Serra Dourada 1,20 Pos
HMB-4160 Masculino 49 Barreiras 12,0 Pos
HMB-4465 Feminino 40 Canarana 13,0 Pos
HMB-5223  Masculino 20 Salvador 1,40 Pos
HMB-5240  Masculino 41 Sitio do Quinto 1,70 Pos
HMB-5250 Feminino 32 Teixeira de Freitas 1,10 Pos
HMB-5608  Masculino 46 Barreiras 0,95 Pos
HMB-5618  Masculino 39 Sao Desidério 6,10 Pos
HMB-5619 Feminino 41 Barreiras 1,40 Pos
HMB-5620  Masculino 45 Sao Desidério 8,10 Pos
HMB-5892  Masculino 22 Salvador 1,10 Pos
HMB-5900  Masculino 29 Salvador 14,00 Pos
HMB-5901  Masculino 50 Séo Felipe 16,00 Pos
HMB-5917  Masculino 41 Cotegipe 12,00 Pos
HMB-5918 Feminino 43 Feira de Santana 8,00 Pos
HMB-5924 Feminino 28 Santo Anténio de Jesus 1,60 Pos
HMB-6797 Feminino 30 Cruz das Almas 14,00 Pos
HMB-6802  Masculino 37 Cristdpolis 13,00 Pos
HMB-6812 Feminino 22 Jacobina 1,10 Pos
HMB-6827  Masculino 41 Salvador 13,00 Pos
HMB-6840  Masculino 51 Salvador 17,00 Pos
HMB-6856  Masculino 51 Barreiras 13,00 Pos
HMB-6872 Feminino 44 Porto Seguro 1,40 Pos
HMB-6920 Feminino 63 Santa Terezinha 10,00 Pos
HMB-6979 Feminino 33 Simoes Filho 1,20 Pos
HMB-6995  Masculino 30 Salvador 1,00 Pos
HMB-7013  Masculino 30 Salvador 5,60 Pos
HMB-7017 Feminino 42 Salvador 4,00 Pos
HMB-7032 Feminino 58 Simoes Filho 0,94 Pos
HMB-7046 Feminino 27 Salvador 0,98 Pos
HMB-7053 Masculino 46 Jacobina 0,85 Pos
HMB-7076 Feminino 22 Salvador 1,00 Pos
HMB-7086  Masculino 22 Guanambi 2,40 Pos
HMB-7087 Feminino 59 Brumado 16,00 Pos
HMB-7105  Masculino 54 Luis Eduardo Magalhaes 0,97 Pos

Nota: Células em laranja indicam as amostras consideradas positivas para a DC (IR > 1,00).
Células em verde indicam bolsas descartadas por critério adotados pelo HEMOBA (0,75 < IR <

1,00).

Legenda: HMB (HEMOBA); IR (indice de reatividade); RES (Resultado).

Fonte: A autora.
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5.3 ANALISE DE CLASSE LATENTE (LCA)

As amostras foram processadas pelo método do ELISA indireto in-house utilizando os
quatro antigenos quimeéricos. Apos este procedimento, a LCA foi aplicada para defini¢do do
perfil sorolégico das amostras. Das 5.014 amostras, 21 (0,42%) foram classificadas como
positivas para a DC. Deste quantitativo, 18 amostras (85,7%) foram positivas para todas as
moléculas IBMP, com probabilidade a posteriori de 100% do resultado estar correto. As trés
amostras restantes (14,3%) apresentaram reatividade para duas moléculas, duas delas para as
moléculas IBMP-8.3 e IBMP-8.4 e uma para as moléculas IBMP-8.2 e IBMP-8.4, com
probabilidade a posteriori de 99% e 95,7%, respectivamente. Os dados epidemioldgicos e
indices de reatividade destas 21 amostras estdo representados na tabela 2. Das 32 amostras
com IR igual ou superior a 1,00 no teste de triagem do HEMOBA (CLIA; LIAISON® XL
Murex Chagas, DiaSorin, Saluggia-VC, Italia), 16 foram classificadas como positivas na
analise de classe latente e 16 apresentaram resultado negativo. Destas Gltimas, somente uma
amostra apresentou positividade isolada para a molécula IBMP-8.3, com probabilidade de
0,3% desta amostra ser realmente positiva na LCA. As seis bolsas com 0,75 < IR < 1,00 no
teste de triagem do HEMOBA (Tabela 1) foram classificadas como negativas pela LCA, sem
reatividade para nenhuma das moléculas IBMP. Interessantemente, cinco amostras
classificadas como negativas pelo HEMOBA foram positivas pela LCA, sendo quatro delas
reativas para todas as moléculas IBMP e uma delas para as moléculas IBMP-8.3 e IBMP-8.4

(99% de probabilidade a posteriori).
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Tabela 2 — Classificagdo das amostras como positivas para a DC utilizando a analise de classe

latente como teste de referéncia.

I Municipio indice de reatividade LCA
HMB- Sexo ldade _ (IR) IR
de origem 81 82 83 84
3028 Mas 52 Iraquara 061 058 212 142 Pos Neg
3295 Fem 23 Jaguaquara 146 138 122 193 Pos Neg
4097 Mas 27 Vitoriada Conquista 0,32 0,29 199 260 Pos Pos
4160 Mas 49 Barreiras 1,74 184 133 1,44 Pos Pos
4465 Fem 40 Canarana 234 2,75 268 286 Pos Pos
5231 Mas 47 Barreiras 156 282 269 238 Pos Neg
5617 Fem 28 Salvador 159 2,78 221 220 Pos Neg
5618 Mas 39 Sao Desidério 044 114 0,79 1,15 Pos Pos
5900 Mas 29 Salvador 222 232 241 191 Pos Pos
5901 Mas 50 Sé&o Felipe 255 265 293 246 Pos Pos
5917 Mas 41 Cotegipe 197 236 210 161 Pos Pos
5918 Fem 43 Feira de Santana 188 191 159 198 Pos Pos
5936 Fem NR Barroso 169 129 114 181 Pos Neg
6797 Fem 30 Cruz das Almas 2,67 287 258 220 Pos Pos
6802 Mas 37 Cristopolis 154 141 200 1,31 Pos Pos
6827 Mas 41 Salvador 240 221 252 231 Pos Pos
6840 Mas 51 Salvador 33 371 280 268 Pos Pos
6856 Mas 51 Barreiras 2,73 248 202 2,33 Pos Pos
6920 Fem 63 Santa Terezinha 289 193 324 267 Pos Pos
7013 Mas 30 Salvador 192 183 1,70 195 Pos Pos
7087 Fem 59 Brumado 228 221 158 2,07 Pos Pos

Nota: Células em laranja indicam as amostras positivas para a DC; Células em verde indicam amostras
negativas para a DC.

Legenda: CLIA (Quimiluminescéncia; teste de triagem do HEMONA); Fem (Feminino); HMB
(HEMOBA); Id (Identificacfo); IR (indice de reatividade); Mas (Masculino); Neg (Negativo); NR (N&o
reportado); Pos (Positivo).

Fonte: A autora.

5.4 PARAMETROS DIAGNOSTICOS COM ANTIGENOS ISOLADOS

Apos definicdo do perfil soroldgico para a DC utilizando a LCA como teste de referéncia,
0s parametros de desempenho dos antigenos quiméricos foram calculados para cada um deles.
Inicialmente foram geradas curvas ROC para determinacdo dos valores de AUC (figura 25),
sendo encontrados os valores de 99,31%, 98,68%, 99,99% e 100% para 0s antigenos IBMP-
8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4, respectivamente.
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Figura 25: Gréficos das curvas ROC e valores de AUC dos antigenos IBMP utilizando a

andlise de classe latente como teste de referéncia.

Fonte: A autora.

A andlise dos indices de reatividade mostrou que o IR médio das amostras positivas

difere significativamente daquele obtido para as amostras negativas (figura 26) para todos os

antigenos (p < 0,0001). Para as amostras positivas, os sinais variaram de 1,68 a 2,00, ndo

havendo diferenca significativa entre eles. Quanto as amostras negativas, os valores foram de

0,16 para as moleculas IBMP-8.1 e IBMP-8.3, 0,19 para o antigeno IBMP-8.4 e 0,21 para a
molécula IBMP-8.3.
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Figura 26: Andlise gréfica dos indices de reatividade dos antigenos IBMP na fase 111 do estudo.
Nota: Os pontos de corte estdo representados pelas linhas pontilhadas e as areas sombreadas
representam a zona cinza (IR * 10%). Os valores expressos nas barras correspondem as
significancias estatisticas calculadas pelo método de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Legenda: Neg (amostras negativas); Pos (amostras positivas).

Fonte: A autora.

Os parédmetros de desempenho foram obtidos individualmente para cada antigeno e
encontram-se descritos na Tabela 3. A sensibilidade exibiu valores de 85,71%, 90,48%,
95,24% e 100% para o IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4, respectivamente. No
entanto, no que diz respeito a especificidade os antigenos apresentaram valores de 99,98%
(IBMP-8.3 e IBMP-8.4) e 100% (IBMP-8.1 e IBMP-8.2). As moléculas IBMP-8.1, IBMP-8.2
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e IBMP-8.3 apresentaram trés, duas e uma amostra falso-negativa, respectivamente (Figura
26). Os valores de acuracia foram similares a todos os antigenos (> 99,9%), ndo havendo

diferenca entre eles.

Tabela 3. Parametros de desempenho dos antigenos IBMP estratificados na fase |11 do estudo.

Parametros de

5 IBMP-8.1 IBMP-8.2 IBMP-8.3 IBMP-8.4
esempenho
sen (9% 85,71 90,48 95,24 100
(6536.9502)  (71,09-97,35)  (77,33-99,15) (84,54-100)
£op ) 100 100 99,98 99,98
(99,92-100) (99,92-100) (99,89-100) (99,89-100)
Acs () 99,94 99,96 99,96 99,98
(99,82-99.08)  (99.85-09.99)  (99,85-99,99) (99,89-100)
100 100 95,24 95,45
VPP (%) (82,41-100) (83,18-100) (77,33-99,15) (78,20-99,19)
VPN %) 99,94 99,96 99,98 100
(99,82-99,.08)  (99,85-09,99) (99,89-100) (99,92-100)
RV+ 427,803 451557 4755 4.941
RV- 0.1432 0,0960 0,0480 0,0005
Odds Ratio diagndstico 2.987.511 4.722.244 99.840 10.483.200
PPT (%) 0,42 0,42 0.42 0,42
99.94 99.95 95.24 95.45
PPT + (%) (82,34-100) (83,11-100) (77,34-99,16) (78,20-99,19)
oPT - (%) 0,0006 0,0004 0,0002 0,00001
(0,0002-0,0018)  (0,0001-0,0015) (0-0,0011) (0-0,0008)

Fonte: A autora.

Legenda: Acc (acurécia); Esp (especificidade); Exa (exatiddo); PFN (proporgdo de falso-negativos);
PFP (proporcdo de falso-positivos); PPT (Probabilidade pré-teste); PPT+ (Probabilidade Pos-Teste
Positiva), PPT- (Probabilidade Pos-Teste Negativa); RV+ (Razdo de verossimilhanca positiva); RV-
(Razdo de verossimilhanga negativa); Sen (sensibilidade); VPP (Valor Preditivo Positivo); VPN
(\Valor Preditivo Negativo).

Por se tratar de um estudo prospectivo (fase I1), foi possivel determinar dois parametros
de desempenho, os valores preditivos positivos (VPP) e negativos (VPN). O VPP foi de 100%
para os antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.2, 95,24% para o IBMP-8.3 e 95,45% para o IBMP-
8.4. Enquanto o VPN superior a 99,94% para todos os antigenos, sendo de 100% para 0
IBMP-8.4.

Para uma melhor compreensdo da probabilidade dos antigenos IBMP em diagnosticar a
DC, as razbes de verossimilhanga positiva (RV+) e negativa (RV-) foram calculadas. Os
antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.2 apresentaram as maiores probabilidades em diagnosticar a
DC, com RV+ estimada de 427.803 e 451.557, respectivamente. Em contrapartida, as
moléculas IBMP-8.3 e IBMP-8.4 apresentaram RV+ de 4.755 e 4.941. Em relacdo as bolsas
negativas, a RV- do antigeno IBMP-8.4 foi de 0,0005, seguida pelo IBMP-8.3 (RV- =
0,0480), IBMP-8.2 (RV- = 0,0960) e IBMP-8.1 (RV- = 0,1432). Os valores de Odds Ratio
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diagndstico foram determinados através da relacdo RV+/RV-. Desta forma, o Odds Ratio
diagnostico dos antigenos IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4 corresponderam a
2.9875.511, 4.722.2440, 99.840 e 10.483.200, respectivamente.

A probabilidade pré-teste foi de 0,42% para todas as quatro moléculas. Este resultado
indica a prevaléncia da DC crénica na populagdo estudada. Quanto a probabilidade pds-teste,
os valores foram determinados tanto para as bolsas classificadas como negativas quanto
aquelas classificadas como positivas pela analise de classe latente. Desta forma, a
probabilidade pds-teste positiva apresentou valores de 99,94% para a molécula IBMP-8.1,
99,95% para a IBMP-8.2, 95,45% para a IBMP-8.4 e 95,24% para a IBMP-8.3. Quanto a
probabilidade pés-teste negativa, os valores foram de 0,0006 para o antigeno IBMP-8.1,
0,0004 para o IBMP-8.2, 0,0002 para o IBMP-8.3 e 0,00001 para o IBMP-8.4. Para melhor
visualizacdo os resultados, os valores das probabilidades pré e pos-teste estdo ilustrados no

nomograma de Fagan (figura 27).
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Figura 27: Anélise grafica dos valores das probabilidades pré e pds-teste através de

nomogramas de Fagan.

Legenda: Linhas em azul representam a razdo de verossimilhanga positiva; Linhas

em vermelho representam a razéo de verossimilhanca negativa.

Fonte: A autora.
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5.5 ANALISE DE COINFECCAO E REATIVIDADE CRUZADA

Do total de amostras positivas para a DC utilizando a LCA como teste de referéncia, seis
(28,6%) foram classificadas como ndo negativas para outras infecgdes nos testes de triagem
realizados no HEMOBA: duas foram nédo negativas para HTLV, duas para sifilis, uma para
anti-Hbc e uma para HCV + sifilis (Tabela 4). Conforme descrito na Tabela 2, todas estas

amostras apresentaram sinal de IR acima de 1,00 para os quatro antigenos IBMP.

Tabela 4 — Coinfeccdo entre DC e outras doencas
infecciosas triadas no HEMOBA como néo negativas.

LCA Marcadores soroldgicos
para DC Triagem HEMOBA

Identificagéo

HMB-5900 Pos HTLV
HMB-5936 Pos HTLV
HMB-5231 Pos Sifilis
HMB-5617 Pos Sifilis
HMB-6856 Pos Anti-Hbc
HMB-5918 Pos HCV + Sifilis

Nota: A positividade para a DC foi definida pela anélise de
classe latente.

Legenda: DC (DC); HMB (HEMOBA); LCA (Anélise de
Classe Latente).

Fonte: A autora.

Para a analise da reatividade cruzada, as amostras positivas para DC pela LCA foram
desconsideradas. Desta forma, dentre as amostras negativas (n = 4.993), a triagem realizada
pela Fundagdo HEMOBA classificou 233 como ndo negativas para o anti-Hbc, 150 para
sifilis, 37 para HTLV, 20 para HIV, 15 para HCV, 12 para HBsAg e 13 para infec¢des mistas
(4 anti-Hbc/sifilis; 2 amostras anti-Hbc/HBsAg; 2 anti-Hbc/HBV; 1 HBsAg/ HBV; 1
HTLV/sifilis; 1 anti-Hbc/HTLV; 1 HIV/sifilis; 1 HCV/sifilis; e 1 HTLV/anti-Hbc/sifilis).
Conforme descrito na figura 28, nenhuma amostra apresentou reatividade cruzada (IR > 1,00)
para nenhum dos quatro antigenos IBMP. Foi observado que somente duas amostras néo
negativas para anti-Hbc foram consideradas inconclusivas quando analisadas pelas moléculas
IBMP-8.2 (IR = 0,92) e IBMP-8.4 (IR = 0,95). Contudo, estas amostras foram oriundas de
doadores distintos.
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Figura 28: Andlise grafica da reatividade cruzada aos antigenos IBMP utilizando amostras ndo
negativas triadas pela Fundagdo HEMOBA.

Legenda: 1C95% (Intervalo de Confianca a 95%); IR (indice de reatividade)
Fonte: A autora.

5.6 ANALISE DO USO DOS ANTIGENOS IBMP NA TRIAGEM SOROLOGICA PARA A
DC

Um fator importante analisado neste estudo foi o descarte indevido de bolsas e o risco da
transmissdo sanguinea do T. cruzi simulando a utilizacdo dos antigenos IBMP na triagem
soroldgica para a DC. Para esta finalidade, foram adotados os mesmos critérios utilizados pelo
HEMOBA para descarte das bolsas (inaptas para doagédo), ou seja, amostras inconclusivas
com indice de reatividade entre 0,75 e 1,00 (0,75 > IR < 1,00) e amostras positivas com indice
de reatividade igual ou superior a 1,00 (IR > 1,00). Conforme descrito na figura 29, apés a
verificacdo do perfil sorolégico utilizando a andlise de classe latente como teste de referéncia,

4.993 amostras foram consideradas negativas para a DC. Deste quantitativo, 4 amostras foram
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consideradas inaptas para doagdo pelo antigeno IBMP-8.1 por apresentarem indice de
reatividade entre 0,75 e 1,00. Similarmente, 6 amostras foram inaptas para o antigeno IBMP-
8.2, 7 para o antigeno IBMP-8.3 e 9 para o antigeno IBMP-8.4. Amostras negativas com
indice de reatividade igual ou superior a 1,00 (falso-positivas) foram observadas para os
antigenos IBMP-8.3 (n = 1) e IBMP-8.4 (n = 1). Do total de amostras inaptas para doagéo, 0
antigeno IBMP-8.4 foi 0 que apresentou 0 maior quantitativo de bolsas que poderiam ser
descartadas indevidamente (n= 10 ;0,20%), seguido pela molécula IBMP-8.3 (n = 8; 0,16%),
IBMP-8.2 (n = 6; 0,12%) e IBMP-8.1 (n = 4; 0,08%).

Quanto as amostras positivas, 3 (14,3%) amostras foram classificadas como negativas
(falso-negativas) pelo antigeno IBMP-8.1 e 2 (9,5%) pelo antigeno IBMP-8.2, chamando
atencdo para o risco de transmissdo do T. cruzi aos individuos que se beneficiarem dos
hemoderivados provenientes destas bolsas. Uma amostra, por ter o resultado inconclusivo
(0,75 <1R < 1,00), foi considerada inapta para doacdo quando analisada pelo antigeno IBMP-
8.3. Este fato acende o sinal de alerta, visto que esta amostra apresentou indice de reatividade
de 0,79, ficando proxima da zona de negatividade do ensaio (IR < 0,75). Por outro lado, o
antigeno IBMP-8.4 classificou todas as amostras positivas corretamente, ndo havendo sinal de

alerta ou de perigo.
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Figura 29 — Anélise do uso dos antigenos IBMP na triagem soroldgica para a

DC cronica.
Fonte: A autora.
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6 DISCUSSAO

A inexisténcia de um teste laboratorial de referéncia para a identificacdo da DC cronica
tem contribuido negativamente tanto no diagndstico soroldgico quanto na triagem em bancos
de sangue (GOMES; LORENA; LUQUETTI, 2009). No caso do diagnostico soroldgico,
preconiza-se a utilizacdo de dois testes de principios metodoldgicos diferentes (OMS, 2002)
ou do mesmo principio, desde que sejam produzidos com matrizes antigénicas distintas
(DIAS et al., 2016). A concordancia entre eles define o perfil soroldgico do individuo como
positivo ou negativo para a DC. Nos casos de discordancia, um terceiro teste deve ser
realizado. Devido ao grande quantitativo amostral analisado diariamente, esta estratégia torna-
se inviavel para a triagem soroldgica de doadores em bancos de sangue. Por esta razdo, a
RDC n. 343, de 2002, retirou a obrigatoriedade da realizacdo de dois testes no Brasil. Desta
maneira, a triagem soroldgica deve ser feita por um Unico teste de alta sensibilidade
(ANVISA, 2002). Atualmente, os métodos quimiluminescentes (CLIA) consistem na
metodologia de escolha nos hemocentros, pois sdo técnicas automatizadas e de elevada
sensibilidade (ABRAS et al., 2016; ABRAS et al., 2020). No entanto, apresentam elevado
custo de execucdo e, a depender da matriz antigénica usada para identificacdo de anticorpos
anti-T. cruzi, podem fornecer resultados indesejados. De fato, em virtude da elevada
sensibilidade, resultados falso-positivos sdo relatados (ABRAS et al., 2016), elevando os
custos para a confirmacdo diagnostica da infeccdo, além de gerarem desgaste psicologico aos
doadores que se encaixam nesta situacdo. De modo semelhante, resultados falso-negativos
também podem ocorrer devido a matriz antigénica usada na fase solida, incapaz de detectar a
totalidade de cepas circulantes do T. cuzi (ABRAS et al., 2020). Este fato deve-se a elevada
variabilidade genética do parasito (BRENIERE et al., 2016; ZINGALES et al., 2018),
necessitando de misturas complexas de antigenos para a sua deteccdo (ABRAS et al., 2016).
Apesar de serem altamente sensiveis, estas metodologias ndo sdao 100% sensiveis, indicando
que uma parcela da populagéo triada podera ser diagnosticada como negativa. Nesta situagéo,
0S principais impactos negativos consistem na transmissao transfusional do T. cruzi e na
impossibilidade de proporcionar assisténcia clinica adequada ao doador portador da DC
cronica néo identificado na triagem soroldgica.

Uma forma de contornar esta situacdo, consiste na utilizacdo de antigenos recombinantes
guiméricos do T. cruzi como matriz antigénica dos testes de triagem. Nos ultimos anos, quatro
moléculas quiméricas do parasito (IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4) foram

sintetizadas por técnicas de engenharia genetica, e seu potencial diagndstico avaliado na
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identificacdo da DC cronica utilizando amostras de individuos provenientes de paises
endémicos e ndo endémicos (SANTOS et al., 2016b; SANTOS et al., 2017a; SANTOS et al.,
2017b; DEL-REI et al., 2019; SANTOS et al., 2018). Trata-se de antigenos linearizados e
formados por epitopos repetitivos de diferentes proteinas do protozoario. Foi verificado que
esta estratégia permite identificar anticorpos anti-T. cruzi independente da cepa do parasita,
elevando a sensibilidade dos ensaios sem, contudo, reduzir a especificidade (SANTOS et al.,
2017a; DOPICO et al., 2019; DEL-REI et al., 2019). Importante mencionar que as sequéncias
que possuiam similaridade com espécies do género Leishmania spp. foram desconsideradas
na construcdo dos antigenos quiméricos, tornando estas moléculas habeis em diagnosticar a
DC cronica em regides de co-endemicidade tanto com a leishmaniose tegumentar quanto a
visceral (DALTRO et al., 2019). No presente estudo, nds avaliamos individualmente a
capacidade das quatro moléculas na triagem soroldgica da DC cronica utilizando 5.014
amostras provenientes da Fundacdo HEMOBA. Para este objetivo, a analise de classe latente
foi empregada como padrdo-ouro para definicdo do perfil soroldégico dos doadores. Os
resultados soroldgicos do teste de triagem utilizado pelo HEMOBA (CLIA) nao foram
considerados nesta avaliacdo e foram disponibilizados somente ap06s a conclusdo das analises.
Os resultados das avaliagdes propostas em nosso estudo serdo discutidos mais detalhadamente

a sequir.

6.1 DIMENSIONAMENTO AMOSTRAL

Com base em parametros pré-estabelecidos, 4.754 amostras foram estimadas para a realizacéo
deste estudo. Para esta finalidade, foi adotada sensibilidade de 99%, erro absoluto (semi-
amplitude do intervalo de confianca) de 2%, nivel de confianca em 95% e prevaléncia de
0,02%. O valor de sensibilidade de 99% deveu-se a estudos prévios que mostraram
sensibilidade média de 99% para a molécula IBMP-8.4 (SANTOS et al., 2018; SANTOS et
al., 2016b; SANTOS et al., 2017a). O valor de prevaléncia adotado para 0 dimensionamento
amostral teve como base um estudo de meta-analise publicado em 2014, o qual estimou que
cerca de 4,6 milhdes de individuos sejam portadores da DC cronica no Brasil (MARTINS-
MELO et al., 2014). Considerando os critérios de exclusdo previamente estabelecidos e
estimando possiveis perdas durante a realizacdo do estudo, foi previsto um acrescimo de 5%
no nimero de soros, totalizando pouco mais de 5 mil amostras (n = 5.014), sendo este
quantitativo representativo das 85.372 doacgGes realizadas entre dezembro de 2018 e agosto de

2019. As aquisicdes das amostras foram realizadas na frequéncia de uma (segunda semana do



77

més) ou duas vezes a0 més (segunda e quarta semanas do més), a qual estava condicionada a
disponibilidade dos funcionarios do Setor de Imunologia do HEMOBA em separar as
aliquotas. Com objetivo de minimizar viés de selecdo, a aquisicdo das amostras contemplou
todos os dias Uteis da semana, ou seja, a primeira coleta foi realizada na segunda-feira, a
segunda na terca-feira, a terceira na quarta-feira, a quarta na quinta-feira e, finalmente, a
quinta na sexta-feira. Esta foi a forma encontrada para contemplar todos as regifes do Estado,
visto que as remessas de alguns municipios do interior ndo eram diarias. O tamanho amostral
de nosso estudo foi superior ao de muitos trabalhos disponiveis na literatura cientifica. De
fato, diversos estudos, que tiveram como objetivo avaliar o desempenho de novos testes ou de
testes comerciais na triagem soroldgica da DC em bancos de sangue, apresentaram
guantitativo amostral inferior ao nosso: n = 315 (ABRAS et al., 2016), n = 800
(WHITMAN et al., 2019), n = 851 (VERANI et al., 2009), n = 1.062 (OELEMAN et al.,
1999), n = 1.200 (PIRARD et al., 2005), n = 1.309 (UMEZAWA et al., 2003), n = 1. 604
(SAEZ-ALQUEZAR et al, 2000), n = 1.951 (LANGHI et al., 2002), n = 2.038
(BERRIZBEITIA et al., 2006), n = 2.484 (CHIPPAUX et al., 2009), n = 3.400 (PONCE et

al., 2005). Por outro lado, quando a metodologia avaliada foi a quimiluminescéncia alguns

estudos apresentaram quantitativos amostrais superiores ao nosso: n = 7.911 (CHANG et al.,
2006) e n = 16.185 (FLORES-CHAVEZ et al., 2018). Somente um Unico estudo que avaliou
um ELISA comercial (Ortho-Clinical Diagnostics) em bancos de sangue apresentou nimero
amostral superior ao nosso: n = 10.372 (TOBLER et al., 2007).

6.2 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DO ESTUDO

A populacdo amostral utilizada no presente estudo foi de 5.014 doadores, sendo 2.144
(42,76%) do sexo feminino e 2.844 (56,72%) do sexo masculino. Estes dados estédo de acordo
com um estudo transversal descritivo realizado em 2019 em parceria com a Fundacdo
HEMOBA, no qual foi demonstrado que a maioria dos doadores sd&o do sexo masculino
(MIRANDA et al., 2019). Das amostras classificadas como positivas pela LCA, a maioria (n
= 13; 61,9%) foi proveniente de doadores do sexo masculino. De modo similar, o Boletim
Epidemiologico de DC N° 01 — 2019, utilizando dados disponibilizados pelo HEMOBA no
periodo de 22 de fevereiro de 2008 a 21 de fevereiro de 2018, mostrou que, dentre os 3.084
doadores ndo negativos para a DC, 61,9% foram do sexo masculino (SECRETARIA DO
ESTADO, 2020). Segundo Cutrim et al. (2010), este fato ocorre possivelmente devido a



78

maior exposi¢do e contato do género masculino com o meio ambiente em razdo de suas
atividades laborais, que exigem adentrar e estabelecer moradia em regides que sdo habitat
natural dos vetores da DC (CUTRIM et al., 2010). Ainda segundo o Boletim Epidemioldgico
de DC N° 01 — 2019, foi observado que 35,9% dos doadores ndo negativos para a DC foram
provenientes de Salvador. Outros municipios também apresentaram valores significativos, tais
como Barreiras (8,5%), Feira de Santana (3,2%), Juazeiro (2,7%), Lauro de Freitas (1,7%),
Camagari (1,7%), Vitoria da Conquista (1,6%) e Jequié (1,4%). Os demais doadores (42%)
foram provenientes de varios outros municipios baianos. Em nosso estudo, os resultados
foram semelhantes. De fato, Salvador e Barreiras apresentaram 0s maiores quantitativos de
amostras positivas para a DC, com 23,82% e 14,30% dos casos, respectivamente. Os demais
foram representados por apenas um doador por municipio (4,75% por municipio), a saber:
Barroso, Brumado, Canarana, Cotegipe, Cristopolis, Cruz das Almas, Feira de Santana,
Iraquara, Jaguaquara, Santa Terezinha, Sdo Desidério, Sdo Felipe e Vitoria da Conquista. A
maior taxa de positividade encontrada para o municipio de Salvador foi provavelmente devido
a confluéncia de individuos infectados de diversas localidades da Bahia, apresentando um alto
indice demogréfico.

No que diz respeito & faixa etéria, foi verificado que a média da idade dos doadores
positivos para a DC foi de 41,5 anos, com variagdo de 23 a 63 anos. Nossos dados estdo de
acordo com o reportado pelo Boletim Epidemioldgico de DC N° 01 — 2019 (SECRETARIA
DO ESTADO, 2020). Segundo o Boletim, 92,8% dos 3.084 doadores ndo negativos para a
DC apresentavam idade entre 20 e 59 anos de idade. Estes dados refletem a faixa etaria de
doadores no Brasil, ndo havendo correlagdo com a epidemiologia da DC crénica, que,
atualmente, no Brasil, apresenta maior prevaléncia em populacdes com idade mais avancgada
(Costa et al., 2001).

Os dados dos doadores (sexo, idade e municipio de origem) e das amostras utilizadas neste
estudo (resultados soroldgicos para os testes de triagem) s6 foram disponibilizados pela
Fundagdo Hemoba apos a finalizagdo dos ensaios em nosso laboratorio. Assim, apés a analise
dos dados, foi verificado que 79 doadores foram provenientes de outros estados brasileiros
(AL, ES, GO, MG, PE, PR, RJ, RN, RS e SP) ou do Distrito Federal. Um outro fator
observado foi a auséncia de informacdes para 26 doadores. A permanéncia destas amostras
em nosso estudo ndo impactou negativamente nossas analises, visto que nenhuma delas
apresentou reatividade para os antigenos IBMP. Sendo assim, a exclusdo destes

doadores/amostras foi desnecessaria.
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6.3 ANALISE DE CLASSE LATENTE (LCA)

A andlise de classe latente (LCA) foi utilizada como teste de referéncia para a classificacdo
das amostras como positivas ou negativas para a DC cronica, conforme modelo validado
previamente (SANTOS et al., 2018). Refere-se a uma abordagem estatistica multivariada com
base em indicadores que expressam um construto categérico, também chamado de variavel
latente. Para definir a variavel latente, capaz de identificar com precisdo a infeccao pelo T.
cruzi, foram estabelecidos quatro indicadores representados pelos antigenos quimeéricos
IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4. Assim, as amostras foram agrupadas em duas
categorias: "positiva" e "negativa", com base nos resultados obtidos para cada varidvel latente.
As classes latentes foram caracterizadas com base nos padrdes de resposta dos resultados
positivos / negativos dos quatro antigenos quiméricos e nas probabilidades condicionais, ou
seja, na probabilidade de ter um resultado especifico (positivo / negativo) para um antigeno
quimérico em relacdo a um diagnoéstico individual (positivo / negativo). Um total de 16
padrdes de respostas foram identificados, sendo agrupados em cinco categorias: P1 a P5. Do
quantitativo de amostras inscritas no estudo, a LCA classificou 99,58% (4.993/5.014) como
negativas, sendo a maioria (n = 4.991) pertencente a categoria P1 (resultado negativo para os
4 antigenos) e somente duas a categoria P2 (resultado negativo para 3 antigenos). Estes dados
indicam que as amostras da categoria P1 possuem 100% de chance de serem de fato negativas
para a infeccdo. Das duas amostras categorizadas como P2, uma delas reagiu para a molécula
IBMP-8.3 e a outra para a IBMP-8.4, com chances de 0,3% e 0,8%, respectivamente, de
serem positivas para a DC crbnica. Portanto, a LCA classificou 4.993 amostras como
negativas para a DC com probabilidade nula ou substancialmente baixa de erro. As demais
amostras (21/5.014) foram classificadas como positivas, sendo 18 amostras pertencentes a
categoria P5 (resultado positivo para os 4 antigenos) e trés a categoria P3 (resultado positivo
para 2 antigenos). As amostras categorizadas como P5 possuem 100% de chance serem
realmente positivas para a DC. Das amostras do grupo P3, duas foram reativas para as
moléculas IBMP8.3 e IBMP-8.4 e uma delas para os antigenos IBMP-8.2 e IBMP-8.4, com
probabilidade de 99% e 95,7%, respectivamente, do resultado estar correto.
Interessantemente, nenhuma amostra positiva foi classificada no grupo P4 (resultado positivo
para 3 antigenos). Nossos achados estdo de acordo ao relatado anteriormente por Santos e
colaboradores (SANTOS et al., 2018). De fato, a maioria dos resultados encontrados por estes
autores pertenciam aos grupos P1 e P5. Neste mesmo estudo, somente duas amostras foram

classificadas no grupo P3, as quais foram reativas para as moléculas IBMP-8.3 e IBMP-8.4,
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semelhantemente aos nossos achados. Por outro lado, os autores relataram que 2,7%
(30/1.121) das amostras foram reativas para trés moléculas, achado ndo encontrado em nosso
estudo. Apesar de nao ser amplamente utilizada para o diagnéstico da DC crénica, a LCA ¢
uma ferramenta Util para as doencgas que ndo possuem um padrdo-ouro (IBIRONKE et al.,
2012; DA SILVA SOLCA et al., 2014; LANGHI et al., 2002; LIU et al., 2016;
SCHUMACHER et al., 2016). Em nosso estudo, devido aos valores de probabilidade a
posteriori paras as amostras positivas e negativas, a utilizacdo da LCA como teste de
referéncia nos forneceu segurancga na caracterizacdo soroldgica das amostras. Em 2019, um
estudo utilizou a LCA (com os antigenos IBMP) para diagnosticar a DC em 829 amostras
positivas para leishmaniose tegumentar (600) e visceral (229). Foi observado que 25 (4,2%)
amostras positivas para leishmaniose tegumentar e 57 (24,9%) para leishmaniose visceral
foram positivas para a DC crbnica. Os autores afirmam que, se o diagnostico da DC tivesse
seguido as recomendacdes da OMS (dois testes de principios metodoldgicos distintos ou do
mesmo principio, desde que sejam produzidos com matrizes antigénicas distintas), o
quantitativo de resultado positivo para a DC subiria para 420 (70%) no grupo da leishmaniose
tegumentar e 133 (58,1%) para a visceral (DALTRO et al., 2019). Estes resultados
demonstram a robustez da LCA no diagndstico da DC utilizando os antigenos IBMP,
justificando o seu uso neste trabalho. De fato, quando dois testes comerciais s@o utilizados
para identificacdo da DC, um viés diagnostico é inserido nos resultados em virtude das
deficiéncias de precisdo inerentes aos testes comerciais, 0 que eleva a incerteza dos

resultados.

6.4 DESEMPENHO DIAGNOSTICO DOS ANTIGENOS IBMP

Ap0s definicdo do perfil soroldgico através da LCA, 21 amostras foram classificadas como
positivas para a DC cronica e 4.993 amostras negativas. Com base nesta classificacdo, os
parametros de desempenho foram obtidos individualmente para cada uma das moléculas
IBMP. Este é um estudo de fase I11, que tem como objetivo determinar o desempenho do teste
utilizando amostras provenientes de individuos da populacdo, com suspeita ou ndo de serem
portadores do agravo. Trata-se de um estudo prospectivo, diferentemente das fases I e Il, que
sdo retrospectivos e utilizam amostras com perfil sorologico estabelecido. Na fase IlI, a
condicdo soroldgica dos individuos é desconhecida, pois ndo sdo usados previamente testes de
referéncia para estabelecimento do diagndstico. Assim, 0s parametros de desempenho podem

ser comparados com aqueles obtidos a partir de testes comercialmente disponiveis (VRAY,
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2015). Estudos de fase 111 s&o mais onerosos que os anteriores. Além disso, caso a doenca seja
de baixa prevaléncia o numero amostral pode tornar o estudo invidvel. Contudo, uma
vantagem de sua utilizacdo é a possibilidade da determinacdo de dois parametros de
desempenho que até esta fase ndo podiam ser conhecidos: os valores preditivos positivo e
negativo. Estes parametros devem ser determinados somente quando amostras com sorologia
desconhecida séo utilizadas, pois, caso contrario, os seus valores terdo resultados distorcidos e
conclusdes erroneas sobre o desempenho dos testes, pois variam de acordo com a prevaléncia
da doenca (VRAY, 2015; OUCHCHANE; RABILLOUD; BOIRE, 2009). Assim, foi possivel
determinar pela primeira vez os valores preditivos positivos e negativos dos quatro antigenos
IBMP.

Antes da determinacdo dos parametros de desempenho, os resultados foram analisados
graficamente. Através desta analise, foi possivel confirmar a capacidade discriminatoria dos
quatro antigenos em diferenciar amostras positivas das negativas. De fato, as médias
geomeétricas obtidas para as amostras positivas foram, no minimo, 8 vezes superiores aquelas
obtidas para as amostras negativas (10,5 vezes para o IBMP-8.1 e IBMP-8.4; 8,6 vezes para o
IBMP-8.2 e 12,3 vezes para o IBMP-8.3), levando a uma diferenca significativa entre os dois
grupos amostrais (p < 0,0001). Apesar de importante, a determinacdo da capacidade
discriminatoria dos antigenos ndo é objetivo do estudo de fase Ill, sendo objeto de estudo da
avaliagdo de fase I, o qual foi conduzido no ano de 2016 (SANTOS et al., 2016b). Quanto
maior a diferenca de sinal, melhor serd a capacidade discriminatéria do teste. Dentre as
amostras positivas, o IBMP-8.4 foi o antigeno que apresentou a maior média geométrica
(2,00), sequido pelo IBMP-8.3 (1,97), IBMP-8.2 (1,80) e IBMP-8.1 (1,68). Para as amostras
negativas, o0 menor sinal foi observado para os antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.3, seguido pelo
IBMP-8.4 (0,19) e IBMP-8.2 (0,21). Nossos dados sdo similares aqueles encontrados em
estudos anteriores que utilizaram estas moléculas (SANTOS et al., 2017a; DOPICO et al.,
2019; DEL-RElI et al., 2019).

A analise dos parametros de desempenho foi iniciada atraves da determinacgdo dos valores
de AUC, utilizando graficos de curva ROC. Estes valores refletem a capacidade das
moléculas em discriminar amostras positivas para a DC das negativas. Quanto mais proximo
de 100%, maior é a sua capacidade discriminatoria. Em nosso estudo, foram encontrados
valores de 99,31% para o antigeno IBMP-8.1, 98,68% para o IBMP-8.2, 99,99% para o
IBMP-8.3 e 100% para o IBMP-8.4. Estes achados indicam que 0s quatro antigenos possuem
valores de AUC perfeitos, considerando os valores de 1C95% encontrados. N&o houve

diferenga significativa entre eles, dada a sobreposi¢cdo dos valores de 1C95%. Os valores
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relatados aqui estdo de acordo com os estudos de fase | (SANTOS et al., 2016b; SILVA et al.,
2020) e fase Il (SANTOS et al., 2017a; SANTOS et al., 2017b), conduzidos anteriormente.
De fato, no estudo de fase | os valores relatados foram de 99,64%, 99,43%, 98,39% e 99,98%
para os antigenos IBMP-8.1, IBMP-8.2, IBMP-8.3 e IBMP-8.4, respectivamente. Nos estudos
de fase Il, os resultados foram similares, independentemente da plataforma diagndstica
utilizada, se ELISA ou microarranjo liquido. No ELISA, por exemplo, os valores foram de
99,77%, 99,85%, 99,90% e 99,99%, respectivamente (SANTOS et al., 2017a), enquanto que
no microarranjo liquido os valores foram de 99,43%, 99,14%, 99,22% e 99,55%,
respectivamente (SANTOS et al., 2017b). Desta forma, observa-se que ndo ha diferenca entre
0s nossos resultados daqueles citados acima. Todavia, os valores de AUC encontrados para 0s
antigenos IBMP foram superiores aqueles descritos para misturas de diversos epitopos
sintéticos (MUCCI et al., 2017). Resultados semelhantes foram observados quando o0s
antigenos multi-epitopo TSSA-CL e p30-50 foram analisados, os quais obtiveram valores de
AUC de 96,47% e 97,41%, respectivamente (BALOUZ et al., 2015). Valores superiores
também foram observados quando o desempenho dos antigenos IBMP foram comparados a
diversos testes comerciais, a exemplo do Abbott Chagas Elisa com AUC de 97,1% (BRASIL;
CASTRO; CASTRO, 2016). Por outro lado, alguns antigenos multi-epitopo, como o CP1,
CP3 e CP1 + CP3, apresentaram valores de AUC similares aos encontrados para 0s antigenos
IBMP (PEVERENGO et al., 2018). Contudo, os autores utilizaram um painel amostral
contendo somente 67 amostras de doadores, quantitativo amostral expressivamente menor do
gue aquele empregado no presente estudo.

Para a andlise da sensibilidade foram utilizadas as 21 amostras classificadas como positivas
pela LCA. O baixo quantitativo de amostras positivas (0,42%; 21/5.014) impacta
negativamente a determinacao da sensibilidade, caso haja resultados falso-negativos. De fato,
se todas as amostras forem classificadas como positivas por uma das moléculas a
sensibilidade do teste serd de 100%. Contudo, caso uma amostra seja falso-negativa a
sensibilidade sera reduzida para 95,24%; no caso de 2 amostras o valor cai para 90,48%. Isso
significa que a cada resultado falso-negativo h& reducgdo de 4,76% do valor de sensibilidade.
Por outro lado, para a determinacdo da especificidade o tamanho amostral foi
expressivamente superior (n = 4.993). Neste caso, a presenca de um resultado falso-positivo
reduziria somente 0,02% o valor da especificidade (de 100% passaria para 99,98%). Como
este € um estudo de fase Ill, ndo é possivel controlar o quantitativo amostral de cada grupo,
pois o perfil sorolégico das amostras inscritas no estudo é desconhecido. Para ampliar a

populacéo positiva para 500 amostras, por exemplo (com reducdo de apenas 0,2% do valor de
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sensibilidade a cada resultado falso-negativo), o universo de doadores deveria ser de 118.881
amostras, inviabilizando a realizacio do estudo de fase Ill. E importante salientar que a
prevaléncia da DC cronica na populacdo estudada foi de apenas 0,42%. Desta forma,
assumimos o baixo quantitativo de amostras positivas como uma limitacdo na determinacao
da sensibilidade das moléculas IBMP. De fato, o valor de sensibilidade para o antigeno
IBMP-8.1 foi de 85,7%, o menor valor encontrado dentre os quatro antigenos. Este resultado
¢ contraditério ao relatado em outros estudos que utilizaram o IBMP-8.1 como matriz
antigénica. Nos estudos de fase | (SANTOS et al., 2016b) e Il (SANTOS et al., 2017a),
utilizando o ELISA indireto como plataforma diagnoéstica, os valores foram de 98.9% e
97,4%, respectivamente. No microarranjo liquido os valores nas fases | (SANTOS et al.,
2016b) e Il (SANTOS et al., 2017a) foram de 98,6% e 97,7%, respectivamente. Valores
superiores também foram relatados quando o antigeno IBMP-8.1 foi usado para diagnosticar
individuos residentes tanto em areas endémicas (DEL-REI et al., 2019) quanto em n&o
endémicas (DOPICO et al., 2019) para a DC crbnica, com valores de sensibilidade de 95,3%
e 99,4%, respectivamente. O baixo valor de sensibilidade da molécula IBMP-8.1 em nosso
estudo foi devido aos 3 resultados falso-negativos encontrados para esta molécula. Em virtude
do baixo quantitativo amostral, os valores de 1C95% sdo amplos, sugerindo que esta molécula
pode apresentar valores que vao de 65,4% a 95,0%. Apesar do 1C95% atingir a sensibilidade
de 95,0%, ndo foi observada sobreposicdo com os 1C95% dos estudos realizados
anteriormente, indicando que o valor de sensibilidade do IBMP-8.1 encontrado aqui foi
significativamente menor do que aqueles descritos nos estudos supracitados.

Situacdo semelhante foi observada para o antigeno IBMP-8.2, o qual apresentou
sensibilidade de 90,5% devido a presenca de dois resultados falso-negativos. Ao considerar 0s
valores de 1C95% encontrados para esta molécula foi observada sobreposicdo com os valores
reportados no estudo de fase Il utilizando o ELISA indireto como plataforma diagnostica
(SANTOS et al., 2017a). De fato, encontramos em nosso estudo 1C95% que variou de 71,1%
a 97,4%, enquanto no estudo de fase Il esta variacdo foi de 92,5% a 95,7%. Entretanto, a
sensibilidade do IBMP-8.2 foi significativamente inferior aguela encontrada no estudo de fase
Il utilizando o microarranjo liquido (98,3%; 1C95% 97,0-99,2) (SANTOS et al., 2017b). A
diferenca de valores entre as duas metodologias deve-se provavelmente a sensibilidade
analitica inerente a cada sistema. De fato, 0 microarranjo liquido é um sistema capaz de
detectar menores quantidades de anticorpos especificos quando comparado ao sistema
colorimétrico do ELISA indireto (HOARE et al., 2016; KULLER et al., 2005), reduzindo,

desta maneira, o quantitativo de resultados falso-negativos, especialmente para os individuos
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com baixos titulos de anticorpos especificos circulantes. Os antigenos IBMP-8.3 e IBMP-8.4
apresentaram 0s maiores valores de sensibilidade, os quais foram compativeis com a
literatura. Estudos de fase I e Il apontam que os valores de sensibilidade variaram de 95,4% a
99,3% para o antigeno IBMP-8.3 e de 99,1% a 100% para o IBMP-8.4. De fato, os valores
encontrados no presente estudo foram de 95,2% e 100% para o IBMP-8.3 e o IBMP-8.4,
respectivamente. Em todos os estudos conduzidos até o0 momento, o IBMP-8.4 foi o antigeno
que apresentou o maior valor de sensibilidade, independente da populacdo de estudo e da
metodologia aplica. Este fato deve-se a constituicdo da molécula, a qual possui um maior
repertorio de epitopos em comparagdo com as demais, 0 que a torna mais reativa a uma maior
diversidade de anticorpos anti-T. cruzi.

Os valores de acuracia para todos os antigenos foram superiores ou iguais a 99,4%. A
acuracia avalia o quantitativo de resultados diagnosticados corretamente no universo de
amostras analisadas, levando em consideragdo tanto as positivas quanto as negativas. Os altos
valores de acurécia ocorreram por dois motivos: grande quantitativo de amostras negativas e
elevada especificidade encontrada para todas as moléculas (99,98% a 100%). Assim, 0s
resultados falso-negativos relatados para as moléculas IBMP-8.1 e IBMP-8.2, que impactaram
negativamente a sensibilidade dos testes, ndo exerceram influéncia significativa nos valores
da acuracia. Em estudos anteriores, os valores de acurdcia reportados para 0s antigenos
IBMP-8.1, IBMP-8.2 e IBMP-8.3 foram inferiores aos encontrados aqui. Este fato deve-se ao
guantitativo de amostras positivas e negativas destes estudos serem semelhantes. Aqui, 0
guantitativo de amostras de cada grupo foi desigual, sendo utilizadas 4.993 amostras
negativas e apenas 21 positivas. Apesar destas diferencas, o valor de acuracia do IBMP-8.4
encontrado por nés foi similar ao relatado nos estudos anteriores, independentemente do tipo
de estudo (fase | ou Il), da populacdo analisada, se proveniente de areas endémicas ou ndo
endémicas para a DC, e da plataforma diagnostica utilizada (SANTOS et al., 2016b;SANTOS
et al., 2017a; SANTOS et al., 2017b; SANTOS et al., 2018; DOPICO et al., 2019; DEL-REI
etal., 2019; SILVA et al., 2020).

Conforme mencionado anteriormente, as caracteristicas deste estudo (fase IllI) nos
permitiram determinar dois parametros até entdo desconhecidos para os antigenos IBMP: os
valores preditivos positivo e negativo. O valor preditivo positivo (VPP) indica a probabilidade
do individuo com resultado positivo no teste ser realmente portador da DC. Desta forma, os
individuos que apresentarem resultado positivo para as moléculas IBMP-8.1 e IBMP-8.2 terdo

100% de chance de serem realmente portadores da DC, enquanto que cerca de 95% daqueles
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que forem reativos para as moléculas IBMP-8.3 e IBMP-8.4 serdo de fato portadores da DC.
J& o valor preditivo negativo (VPN) estabelece a probabilidade de um individuo com um
resultado negativo no teste ndo ser portador da DC. Os valores de preditivos negativos foram
iguais ou superiores a 99,94% para os antigenos IBMP-8.1, IBMP-8.2 e IBMP-8.3, enquanto
que, para o IBMP-8.4 o valor foi de 100%. Estes dados indicam que praticamente todos 0s
individuos que testarem negativos em qualquer uma das quatro moléculas serdo de fato
negativos para a DC. Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo que avaliou a
capacidade de um ensaio de quimiluminescéncia (Architect Chagas) em ser utilizado como
teste Unico para o diagnostico da DC (ABRAS et al., 2016). Neste estudo, apesar do uso de
amostragem de conveniéncia, os autores relataram valores de 95,58% e 100% para o0 VPP e
VPN, respectivamente. Um estudo mais antigo, publicado em 1993, determinou o VPP e 0
VPN de cinco testes comerciais de ELISA em diagnosticar a DC, sendo relatados valores que
variaram de 97% a 100% e de 94% a 100%, respectivamente (CARVALHO et al., 1993).
Valores mais baixos de VPP e VPN foram atribuidos aos testes que utilizam antigenos brutos
como matriz antigénica. Por outro lado, o teste que utilizou uma mistura de antigenos
recombinantes (CRA + FRA) apresentou valores semelhantes (VPP de 100% e VPN de 99%)
aos encontrados no presente estudo para os antigenos IBMP. Por outro lado, um outro estudo
avaliou o desempenho de trés testes comerciais de ELISA (Hemagen, Ortho, and Wiener) e
um teste rapido (InBios) em diagnosticar a DC em doadores de sangue dos Estados Unidos
(WHITMAN et al., 2019). Os autores observaram valores variados de VPP e VPN, muitos
dos quais foram inferiores ao encontrado pelo nosso grupo, a saber: Hemagen (VPP = 100%;
VPN = 83.33%), Ortho (VPP = 100%; VPN = 88,76%), Wiener (VPP = 99,58%; VPN =
90,85%) e InBios (VPP = 95,49%; VPN = 95,52%).

A avaliacdo de testes diagndsticos usando apenas sensibilidade, especificidade e acurécia,
como parametros de desempenho, é insuficiente para medir sua influéncia em decisfes
clinicas. Um teste diagnostico so sera util se seus resultados modificarem a probabilidade de
ocorréncia da doenca. As razdes de verossimilhanca (RV) definem a relagdo entre a
probabilidade de um dado resultado na populagéo com a doenca alvo e a probabilidade desse
mesmo resultado entre os ndo portadores (SACKETT et al., 1998). Nos casos em que um
teste apresenta especificidade igual a 100%, a determinacdo da RV+ torna-se
matematicamente impossivel, uma vez que 0 denominador da formula contém a equagdo “1-
Esp”, como ocorrido para os antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.2. Nesta situacdo, uma estratégia
baseia-se na estimativa dos valores da RV subtraindo ou adicionando um determinado valor
dos parametros de sensibilidade e especificidade (RODRIGUEZ ARTALEJO et al., 1990;
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SANTOS et al., 2017a). Como utilizamos duas casas decimais para expressar 0S parametros
de desempenho nesta fase do estudo, entdo adicionamos 0,01 de cada um deles. Assim, 0s
antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.2 apresentaram RV+ estimado de 427.803 e 451.557
indicando que um individuo com DC apresenta aproximadamente 427.803 e 451.557 vezes
mais probabilidade de ser diagnosticado com a DC caso seja submetido a um teste usando
estas moléculas, respectivamente. Para 0s demais antigenos esta probabilidade reduz para
4.755 para o IBMP-8.3 e 4.941 para o IBMP-8.4. Para as amostras negativas o raciocinio €
semelhante. O valor de 0,0005 encontrado para a RV- na molécula IBMP-8.4 indica que um
individuo positivo possui probabilidade muito baixa de ser diagnostico como negativo, caso
seja submetido ao teste. Para as moléculas IBMP-8.3, IBMP-8.2 e IBMP-8.1 os valores foram
de 0,0480, 0,0960 e 0,1432, respectivamente. Através da relacdo dos valores de RV+ e RV- €
possivel determinar os valores de odds ratio diagnostico (ORD). Valores de ORD variam de
zero ao infinito e quanto maior for mais confiavel serd o teste para ser aplicado a populacéo
(para diagnoéstico tanto de individuos positivos quantos de negativos para 0 agravo em
estudo). Desta forma, o antigeno IBMP-8.4 foi o que apresentou o maior valor de ORD
(10.483.200), seguido pelo IBMP-8.2 (4.722.244), IBMP-8.1 (2.987.511) e IBMP-8.3
(99.840). Os nossos resultados entdo de acordo ao relatado no estudo que fase Il, que
aprontou a molécula IBMP-8.4 como a mais confidvel dentre os quatro antigenos. Os valores
de ORD encontrados no presente estudo foram superiores aos de testes comerciais usados
para o diagnostico da DC crénica. Para os kits Gold ELISA Chagas (Rem Diagndstica, Sao
Paulo, Brasil) e para o Pathozyme Chagas (Omega Diagnostics, Escocia, Reino Unido), os
valores foram de 30.945 e 1.731, respectivamente (SANTOS et al., 2017a). O primeiro deles
utiliza mistura de antigenos recombinantes e lisado de cepas brasileira como matriz
antigénica, enquanto que o segundo utiliza misturas de antigenos recombinantes. Assim,
independentemente do tipo de antigeno, as moléculas IBMP apresentaram valores de ORD
muito superiores aos encontrados por ambos os testes comerciais. De fato, trés das quatro
moléculas avaliadas apresentaram valores na casa dos milhdes, enquanto os testes comerciais
ndo passaram de 31 mil, indicando a sua superioridade diagndstica.

Para as quatro moléculas a probabilidade pré-teste foi de 0,42%. Este valor indica a
probabilidade do resultado ser positivo antes da realizacdo do teste. Refere-se a prevaléncia da
doenca na localidade de residéncia do individuo (PRINZI, 2020). Ja a probabilidade pos-teste
pode ser positiva ou negativa. O primeiro caso avalia a probabilidade de um individuo ter a
infeccdo caso o resultado do teste seja positivo, enquanto que a probabilidade pos-teste

negativa estabelece a probabilidade do individuo ter a infeccdo caso o resultado do teste seja
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negativo. Desta forma, espera-se resultados proximos de 100% na probabilidade pds-teste
positiva e valores proximos a zero na negativa. As moléculas IBMP-8.1 e IBMP-8.2 atingiram
valores proximos a 100% (> 99,9%) para a probabilidade pos-teste positiva, sendo superiores
aos descritos para os demais antigenos (95,24% para o IBMP-8.3 e 95,45 para o IBMP8.4).
Contudo, devido a sobreposi¢do dos IC 95%, ndo houve diferenga significativa entre eles.
Contrariamente, a probabilidade pos-teste negativa apresentou valores extremamente baixos.
De fato, o antigeno IBMP-8.4 aparentou o valor mais baixo (0,00001) dentre os quatro
antigenos, porém sem significancia estatistica devida a sobreposicdo do IC 95%. A escassez
de literatura cientifica pertinente a este tipo de avaliagdo limita as comparagdes com 0s

resultados obtidos pelo nosso grupo.

6.5 ANALISE DE COINFECCAO E REATIVIDADE CRUZADA

A andlise de coinfeccdo mostrou que, dentre as 21 amostras classificadas como positivas
pela LCA, seis apresentaram coinfeccdo com outras doencas, sendo elas HTLYV, sifilis, anti-
Hbc e HCV. O HTLV e o HCV possuem caracteristicas semelhantes, sdo sexualmente
transmissiveis, endémicos e considerados um problema de saide publica no Brasil, sua forma
de transmissdo facilita a coinfec¢do das doencas, 0 HTLV tem uma prevaléncia de 0,84% na
Bahia, enquanto o HCV tem de 1,3% (PEREIRA, 2019). Assim como o0 HTLV e o HCV,
sifilis também é uma doenca infecciosa sexualmente transmissivel e bastante é prevalente no
Brasil. Trata-se de uma doenca de notificacdo compulsoria e, a cada ano, 0s casos aumentam
exponencialmente (BRASIL, 2019b; SILVA et al., 2020). No Brasil, a taxa de prevaléncia
para 0 HBV é baixa, muito provavelmente devido a imunizacdo por meio da vacina que esta
disponivel ha mais de 20 anos (CARVALHO et al., 2017; BRASIL, 2009), apesar disso ainda
existem individuos ndo vacinados e em situacéo de risco, além do mais, assim como o HCV,
o HBV ¢ transmitido pelo sangue (via parenteral e vertical), via sexual e por
compartilhamento de objetos pessoas contaminadas (BRASIL, 2009). Desta forma, pode-se
dizer que devido a suas formas de transmissdes € comum encontrar coinfec¢do entre 0 HTLV,
HCV, sifilis e HBV.

Em nosso estudo ndo houve reatividade cruzada para nenhum dos quatro antigenos IBMP.
Somente duas amostras foram classificadas dentro da zona de inconclusividade (CO * 10%)
guando analisadas pelos antigenos IBMP-8.2 e IBMP-8.4. Estes resultados corroboram com
estudos anteriores realizados com as moléculas para diversas doengas infecto-parasitarias,

como dengue, HBV, HCV, HIV, HTLV, leishmaniose, esquistossomose, filariose,
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leptospirose, sarampo, rubéola, sifilis (SANTOS et al., 2017a). Neste estudo, foi utilizado um
total de 851 amostras e o descritivo de reatividade cruzada ficou abaixo de 0,59%. De modo
similar, o indice de amostras classificadas na zona de inconclusividade ficou abaixo de
0,47%. Interessantemente, a molécula IBMP-8.4 ndo apresentou resultado inconclusivo em
nenhuma das 851 analisadas. Um estudo mais recente objetivou avaliar a reatividade cruzada
dos quatro antigenos utilizando 829 amostras positivas para leishmaniose, sendo 600 para a
forma tegumentar e 229 para a visceral (DALTRO et al.,2019). Os autores relataram indices
de reatividade bastante baixos (<0,70% para leishmaniose tegumentar e > 3,5 para
leishmaniose visceral). Interessante citar que os valores de reatividade destas mesmas
amostras foram superiores a 19,3% para leishmaniose tegumentar e 18% para leishmaniose
visceral quando testes comerciais foram avaliados. Ainda em 2019, gestantes do servico de
salde publica de Barcelona/Espanha, positivas para a infeccdo causada pelo virus da Zika ou
portadoras de toxoplasmose, foram analisadas pelos antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.4. No
entanto, nenhuma amostra apresentou positividade ou teve indice de reatividade na zona cinza
(DOPICO et al., 2019).

6.6 ANTIGENOS IBMP E CLIA NA TRIAGEM SOROLOGICA

Uma vez que os parametros de desempenho foram estabelecidos para cada um dos
antigenos IBMP, a proxima fase do estudo baseou-se na andlise do seu uso na triagem
soroldgica para a DC. Considerando as amostras classificadas como negativas pela LCA, o
quantitativo de bolsas descartadas por apresentarem resultado falso-positivo seria de duas,
uma delas com resultado falso-positivo para a molécula IBMP-8.3 e a outra para a molécula
IBMP-8.4. Os hemocentros, por critério de seguranca, reduzem o ponto de corte em 20 a 25%
do valor estipulado pelo fabricante, visando reduzir ao maximo a possibilidade de transmissdo
de patdgenos transmitidos pelo sangue. A Fundacdo HEMOBA, por exemplo, reduz 25% o
valor do ponto de corte. Desta forma, amostras com indice de reatividade entre 0,75 e 0,99
sdo consideradas inaptas para transfusdo. Considerando estes valores, 4 bolas foram
consideradas inaptas quando triadas pela molécula IBMP-8.1, 6 pela IBMP-8.2, 7 pela IBMP-
8.3 e 9 pela IBMP-8.4. Assim, a molécula IBMP-8.4 foi aquela que apresentou o maior
quantitativo de bolsas descartadas (n = 10), considerando tanto as amostras falso-positivas
quanto aquelas inaptas por redugdo do ponto de corte. Ela foi acompanhada pela molécula
IBMP-8.3 (n = 8), IBMP-8.2 (n = 6) e pela IBMP-8.1 (n = 4). Diferentemente, a analise das

amostras positivas mostrou que a IBMP-8.4 foi a Gnica molécula que diagnosticou todas as
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amostras com indice de reatividade inferior a 0,75. Para a molécula IBMP-8.3, somente uma
amostra apresentou indice de reatividade entre 0,75 e 0,99. Ao considerar o indice de
reatividade desta amostra em 0,79 um sinal de alerta é emitido, pois, caso esta amostra
apresentasse sinal um pouco mais baixo (<0,75) a amostra seria considerada apta e a bolsa
seria liberada para transfusdo, com possibilidade de infeccdo dos receptores. As moléculas
IBMP-8.1 e IBMP-8.2 apresentaram, respectivamente, 3 e 2 amostras falso-negativas,
sugerindo que o seu uso isolado na triagem sorolégica da DC em bancos de sangue ndo €
aconselhado. No entanto, o uso combinado destas moléculas, entre elas e com as demais
IBMP, é seguro, visto que as amostras com resultado falso-negativo ou na zona de exclusdo
nédo sdo as mesmas quando os quatro ensaios sdo analisados. Das 5.014 amostras analisadas, a
molécula IBMP-8.4 foi a que levou a um maior numero de bolsas descartadas (n = 10),
seguida pela IBMP-8.3 (n = 9), IBMP-8.2 (n = 8) e IBMP-8.1 (n = 7). Apesar do maior
namero de bolsas ser descartada sob uso da molécula IBMP-8.4, esta foi a inica molécula que
apresentou seguranca de ser utilizada isoladamente na triagem sorol6gica em bancos de
sangue. A molécula IBMP-8.3, apesar de ndo ter identificado nenhuma amostra positiva como
negativa, deve ser usada com cautela e necessita da avaliacdo de uma maior quantitativo
amostral para maiores conclusdes.

Quanto ao CLIA, o quantitativo de amostras negativas descartadas é de 29, sendo 5 por
resultado falso-positivo e 24 por apresentar sinal de reatividade na zona de inaptidao. Para as
amostras positivas o sinal de perigo acende prontamente em virtude da possibilidade de
utilizacdo de cinco bolsas triadas como negativas para a DC. Este fato é bastante preocupante
e chama a atencdo de que os antigenos utilizados por este fabricante ndo sdo capazes de
identificar a integralidade de doadores ndo negativos para a DC. Além disso, o descarte de 29
bolsas negativas traz prejuizo ao setor publico de salde, ndo somente pelo verba investida na
captacdo e coleta dos doares e triagem soroldgicas das bolsas, mas também custos indiretos
pela diminui¢do de oferta de bolsas disponiveis para transfusdo. Cada doador tem um custo
estimado de R$ 6,89 para a triagem da DC, considerando que 29 bolsas seriam descartadas se
submetidas a analise do CLIA o prejuizo seria aproximadamente R$ 199,81. Convertendo
estes valores em gasto anual haveria desperdicio significante de recursos financeiros. No
geral, o Brasil tem uma prevaléncia de 0,02% para a DC (MARTINS-MELO et al., 2014),
considerada baixa, como foi mencionado anteriormente nesse estudo. Assim, um ensaio com
especificidade menor que 98,5% levaria a mais resultados falso-positivos do que verdadeiros
positivos (WHITMAN et al., 2019). Tal lacuna poderia ser facilmente preenchida com o uso

dos quatro antigenos, principalmente com o IBMP-8.1 e IBMP-8.2 devido a sua
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especificidade 100%. O uso combinado das moléculas, a por exemplo da IBMP-8.4 na
primeira etapa do diagnostico, eliminaria todos os falso-negativos, em seguida o IBMP-8.1 ou
IBMP-8.2 poderiam ser empregados para descartar os resultados falso-positivos. Desta forma,
teriamos um diagndstico mais eficaz e seguro, levando ao descarte de um menor quantitativo

de bolsas e reduzindo custos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e A molécula IBMP-8.4 apresentou o melhor desempenho e é segura para ser utilizada
isoladamente na triagem soroldgica em bancos de sangue;

e Os antigenos IBMP-8.1 e IBMP-8.2, apresentaram o0s melhores indices de
especificidade, enquanto o IBMP-8.4 apresentou a melhor sensibilidade;

e Na&o foi observado reacdo cruzada para 0s quatro antigenos;

e O uso das moléculas em bancos de sangue reduziria consideravelmente o descarte

indevido de bolsas, bem como aumentaria a seguranca.



8 PERSPECTIVAS

¢ Avaliacdo do desempenho diagndstico dos antigenos IBMP utilizando a
quimiluminescéncia como plataforma diagnostica;

e Avaliacdo das proteinas em um estudo de Fase 1V.
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