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RESUMO

A triagem soroldgica para doenca de Chagas em bancos de sangue, obrigatéria no Brasil
desde 1969, aliada ao desenvolvimento de métodos para detec¢do de anticorpos anti-T.cruzi
cada vez mais sensiveis, permitiram a diminuicdo da transmissdo transfusional desta doenca.
No entanto, os resultados ndo negativos (positivos ou indeterminados/inconclusivos) e a
discordancia entre testes aumentaram consideravelmente, passando a representar um grande
desafio para os hemocentros. Outro desafio estd relacionado a reincluséo de individuos nédo
negativos em triagens prévias como potenciais doadores. Resultados falso-positivos e
inconclusivos promovem o descarte desnecessario de bolsas de sangue, alem de rotular
pessoas saudaveis como portadoras de uma doenca grave. Assim, verifica-se a necessidade de
desenvolver métodos capazes de distinguir com seguranca resultados positivos verdadeiros
dos falsos, além de resolver os resultados indeterminados. Neste contexto, 0 FC-TRIPLEX-
IgG1 se apresenta como um método confirmatorio inovador para o diagndstico diferencial da
doenca de Chagas, leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar em plataforma Unica,
utilizando citometria de fluxo. O objetivo deste estudo foi verificar o desempenho desta nova
metodologia para o esclarecimento diagndstico de amostras ndo negativas (n=91) e para o
monitoramento soroldgico de individuos com antecedente de ndo negatividade (n=100) na
triagem para doenca de Chagas realizada em trés grandes hemocentros brasileiros. Para isto,
as amostras foram triadas com os métodos ELISA (I e IlI) e RIFI e, em seguida, foram
realizados os métodos confirmatérios recELISA e FC-TRIPLEX-IgG1l. Os resultados
mostraram alta discordancia entre os testes de triagem (78,0%), além de grande nimero de
reacOes indeterminadas. Nas amostras positivas em todos os testes de triagem, o FC-
TRIPLEX-1gG1 e o recELISA apresentaram desempenho semelhante na confirmacdo dos
resultados. Porém, o desempenho dos métodos no esclarecimento diagnéstico das amostras
discordantes foi diferente (p=0,001). O FC-TRIPLEX-IgG1 foi positivo em muitas amostras
positivas no ELISA-I e indeterminadas na RIFI, sugerindo sua aplicabilidade na confirmacéo
de resultados e no esclarecimento diagndstico de amostras ndo negativas. Ja o recELISA foi
positivo em muitas amostras negativas nos outros testes, o que mostrou sua baixa
especificidade neste estudo. O teste de maior concordancia com o FC-TRIPLEX-IgG1 foi a
RIFI (k=0,5), seguida do ELISA-I (k=0,5), recELISA (k=0,2) e ELISA-II (k=0,2). O FC-
TRIPLEX-1gG1 foi capaz de realizar o diagnostico diferencial e também se mostrou atil na
monitoragdo soroldgica de individuos com antecedente de ndo negatividade na triagem para
doenca de Chagas, com 98,0% de concordancia em amostras ELISA-RIFI- e 94,0% de

concordancia em amostras ELISA+RIFI+. Os resultados deste estudo sugerem que o FC-
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TRIPLEX-1gG1 é uma ferramenta promissora, de alta especificidade e desempenho, que pode
ser aplicada em hemocentros para auxiliar no esclarecimento diagnostico de resultados
indeterminados/inconclusivos na triagem sorolégica para doenga de Chagas e na monitoracdo
soroldgica periddica de individuos com precedente de ndo negatividade, visando sua exclusdo

ou reinclusdo como possivel doador.
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ABSTRACT

The serological screening for Chagas' disease in blood banks, mandatory in Brazil since 1969,
together with the development of methods for detection of anti-Trypanosoma cruzi antibodies
increasingly sensitive, allowed the reduction of transfusion transmission of this disease.
However, non-negative results (positive or indeterminate) and the discrepancy between tests
increased considerably, and now represent a big challenge for blood banks. Another challenge
is related to the re-inclusion of non-negative individuals in previous trials as potential donors.
False-positive and inconclusive results further unnecessary disposal of blood bags, and label
healthy people as having a serious illness. Thus, there is a need to develop methods capable of
reliably distinguish true and false positive results, solving indeterminate results too. In this
context, the FC-TRIPLEX-1gG1 presents itself as an innovative confirmatory method for the
differential diagnosis of Chagas disease, visceral leishmaniasis and cutaneous leishmaniasis in
a single platform, using flow cytometry. The aim of this study was to verify the performance
of this new method to clarify the diagnosis of non-negative (n = 91) samples and to
serological monitoring of individuals with a history of non-negativity (n = 100) in screening
for disease testing Chagas performed in three major Brazilian blood centers. The samples
were screened by the methods ELISA (I and I1) and IFI and then the confirmatory methods
recELISA and FC-TRIPLEX-1gG1 were performed. The results showed high discordance
between screening tests (78.0%) and large number of indeterminate reactions. In positive
samples in all screening tests, the FC-TRIPLEX-IgG1 and recELISA showed similar
performance in confirmation of the results. However, the performance of the methods in
diagnostic clarification of discordant samples was different (p=0.001). The FC-TRIPLEX-
IgG1 was positive in many samples positive in ELISA-1 and indeterminate in IFI, suggesting
its applicability in confirmation of results and in clarifying the diagnosis of non-negative
samples. Already recELISA was positive in many negative samples in all other tests, which
showed a low specificity in this study. The test for a greater agreement with the FC-
TRIPLEX-1gG1 was IFI (k=0.5), then the I-ELISA (k=0.5), recELISA (k=0.2) and ELISA-II
(k=0.2). The FC-TRIPLEX-IgG1 was able to perform the differential diagnosis and also
proved useful in the serological monitoring of individuals with a history of non-negativity in
screening for Chagas disease, with 98.0% agreement in RIFI-ELISA- samples and 94.0% of
agreement in ELISA+IFI+ samples. The results of this study suggest that FC-TRIPLEX-1gG1
Is a promising tool, that has high specificity and performance, which can be applied to blood

banks to assist in diagnosis clarifying indeterminate results in serological screening for
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Chagas disease and in periodic serological monitoring individuals with precedent of non-

negativity, for their re-inclusion or exclusion as a possible donor.
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Introducéo

1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é uma enfermidade fatal e
silenciosa. Foi descrita pela primeira vez por Carlos Chagas em 1909 (Chagas, 1909) e tem
como agente etioldgico o parasito Trypanosoma cruzi, que apresenta ciclo evolutivo do tipo
heteroxénico, com estagios em hospedeiros vertebrados e invertebrados.

Esta doenca constitui um grande desafio para a salde publica, com prevaléncia de
infeccdo humana em 21 paises do continente americano. Segundo dados da Organizagédo
Mundial de Saude (OMS), estima-se que cerca de 65 milhGes de pessoas corram o risco de
serem infectadas pelo T. cruzi por viverem em areas endémicas e que cerca de 6 a 8 milhdes
estejam infectadas, principalmente na América Latina (OPAS, 2014). No Brasil, a doenga
humana ocorre em uma populagdo de aproximadamente quatro milhdes de individuos e mais
de 28 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de contaminacao (Massad, 2008).

Por se tratar de uma doenca crbnica capaz de acarretar incapacidade e debilidade, a
doenca de Chagas constitui um problema médico-social, com grande impacto socio-
econdmico-cultural, responsavel por elevado nimero de aposentadorias precoces (Oliveira et
al., 2011; Gomes et al., 2012). Alem disso, a taxa de mortalidade dos pacientes acometidos é
bastante significativa, constituindo a terceira principal causa de ébitos (13,5%) entre as
doencas infecciosas e parasitarias. Na década de 1980, aproximadamente 6.000 6bitos por ano
foram relacionados a doenca de Chagas (Silveira e Rezende, 1994; MS, 1999) e em 2003 esta
quantidade se manteve praticamente a mesma, com 5.938 ¢bitos (Santo, 2007).

A forma de transmissdo de maior importancia epidemioldgica esta relacionada com a
picada e o contato com as fezes do inseto vetor, triatomineos dos géneros Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius, que apresentam distribuicdo heterogénea nos estados brasileiros. A
transmissao vetorial esta basicamente relacionada as relages socio-econémicas, onde falta de
higiene, pobreza, precariedade de moradia, subemprego, analfabetismo e uma extrema
fragilidade politica sdo elementos fundamentais desse contexto. Entretanto, a infeccao pelo T.
cruzi tambeém pode ser adquirida através da transmissao congénita, oral, por doacao de 6rgaos
e transfuséo sanguinea (OMS, 2014).

A transmissao direta do T. cruzi através da transfusdo sanguinea ocorre em parcela
menor, mas nao pouco significativa, e esta relacionada a qualidade do sistema de salde e aos
fatores de migracdo interna, que progressivamente carreiam doadores infectados para 0s
centros urbanos, onde ocorrem as transfusdes de sangue (Moraes-Souza e Ferreira-Silva,

2011). Essa situacdo merece atencdo especial, uma vez que individuos infectados na infancia
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e adolescéncia podem permanecer na forma cronica indeterminada (assintomatica) pelo resto
de suas vidas e serem doadores de sangue em potencial até os 60 anos de idade (Ribeiro e
Rocha, 2000).

No inicio da década de 1980, a prevaléncia de sorologia positiva para a doenca de
Chagas na populacdo brasileira era de 7% (Moraes-Souza, 1999; Schmunis e Cruz, 2005),
sendo de 4,2% na década anterior (Prata, 2001). Esse aumento preocupante na
soroprevaléncia incentivou os 6rgdos de saude a criarem uma campanha nacional de combate
a doenca de Chagas que incluia, entre seus objetivos, a erradicacdo do principal vetor,
Triatoma infestans, e a criacdo do Programa Nacional do Sangue (PNS) pelo Ministério da
Saulde, através da portaria n°® 07/80. Entre outras medidas de grande importancia, o programa
tornou compulsoria, em centros credenciados de hemoterapia, a realizacdo de pelo menos dois
testes sorologicos com principios diferentes na triagem para doenga de Chagas (MS, 2011).

O esfor¢o conjunto foi extremamente efetivo e as acOes de combate sistémico ao vetor
fizeram com que a transfusdo sanguinea se tornasse o principal mecanismo de transmissao na
maioria dos paises endémicos. Contudo, a cobertura sorolégica dos doadores, aliada ao maior
controle da doenca de Chagas, resultou na queda dos indices de prevaléncia soroldgica de
3,2% no inicio da década de 1990 (Schmunis e Cruz, 2005) para 0,2% em 2005 no Brasil
(OPAS, 2006) e o indice de transmissdo anual, via transfusdo de sangue, de 20.000 para 13
em quatro décadas (Moraes-Souza e Ferreira-Silva, 2011).

Desde entdo, tem-se observado uma melhora evidente na qualidade dos testes
empregados em triagem soroldgica, atravées da utilizacdo de técnicas cada vez mais sensiveis
(Wanderley et al., 1993; Séaez-Alquezar et al., 1998). Entretanto, paralela a diminuicdo da
transmissdo transfusional, surgiu um novo problema, decorrente do aumento do nimero de
pacientes com resultados sorolégicos inconclusivos ou ndo negativos (Carrasco et al., 1985).

Os métodos laboratoriais empregados no diagnéstico da doenca de Chagas possuem
sensibilidade e especificidade diferentes dependendo da fase da doenca, se aguda ou crénica.
Na fase aguda, com uma parasitemia elevada, a deteccdo direta do parasito no sangue é a
forma mais simples e usual de diagndstico, apresentando sensibilidade de 90% a 100%. Nessa
fase, métodos de pesquisa indireta como o xenodiagnostico e a hemocultura também s&o
altamente recomendados, alcancando indices de sensibilidade de 100% (OMS, 2002).

J& na fase cronica da doenga o nivel de parasitemia diminui significativamente e,
portanto, os métodos de pesquisa direta do parasito possuem menos de 10% de sensibilidade e

0s métodos indiretos de 20% a 50%. Nessa fase, os métodos soroldgicos sdo 0s mais
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empregados, dentre eles: hemaglutinacdo indireta (HAI), reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI) e os imunoensaios enzimaticos (ELISA) (MS, 2010b).

Os métodos soroldgicos utilizados atualmente na triagem para doenca de Chagas em
bancos de sangue e no diagnéstico em laboratorios baseiam-se na formacdo de
imunocomplexos antigeno-anticorpo. Eles tém como vantagens a facilidade de execucao, bem
como a obtencdo e padronizacdo dos reagentes. Contudo, apresentam protocolos distintos e
desempenhos varidveis, decorrentes principalmente da oscilante especificidade (Luquetti e
Rassi, 2000), que pode resultar em resultados falso-positivos ou inconclusivos.

A baixa especificidade dos testes estd associada, na maioria dos casos, a reatividade
cruzada dos anticorpos com antigenos ubiquos encontrados em parasitos pertencentes a
mesma familia Tripanosomatidae, como é o caso do T. cruzi e da Leishmania spp. (Vexenat et
al., 1996). Este problema, que assume propor¢des ainda maiores quando projetado na
realidade de regides co-endémicas para doenca de Chagas e leishmanioses, evidencia-se nos
resultados discordantes observados por Luquetti e Rassi (2000) nos laudos emitidos por
diferentes laboratorios utilizando os mesmos métodos soroldgicos.

Assim, diante da percepgdo da necessidade de aprimorar o desempenho dos testes
soroldgicos para doenca de Chagas, visando o diagndstico correto e principalmente a triagem
segura em hemocentros para a prevencao da transmissdo transfusional da infeccdo pelo T.
cruzi, surgiu a “Metodologia Triplex” (FC-TRIPLEX-IgG1). Ela foi desenvolvida, otimizada
e padronizada pela equipe do Laboratério de Biomarcadores de Diagndstico e Monitoracao
(LBDM) do Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR/FIOCRUZ), sendo uma nova
ferramenta em sorologia ndo convencional que utiliza a citometria de fluxo para a pesquisa
simultanea de anticorpos IgG1 anti-T. cruzi, anti-L. braziliensis e anti- L. chagasi.

Embora os parasitos fixados utilizados no FC-TRIPLEX-IgG1 possuam caracteristicas
morfométricas semelhantes, eles apresentam aspectos fluorogénicos distintos, pois séo
marcados com diferentes concentracdes de fluorocromo. Apds marcacdo, os parasitos sdo
combinados em plataforma Unica, possibilitando a analise simultanea de diferentes anticorpos
anti-tripanosomatideos em um unico teste de imunofluorescéncia.

Na etapa de leitura, a citometria de fluxo é empregada como metodo de segregacéo
dos parasitos e amplificacdo dos sinais de fluorescéncia. Esta ferramenta, que h4d muito é
utilizada em analises hematoldgicas, inclusive em bancos de sangue, e também no diagnostico
de diversas doengas, trouxe uma nova perspectiva para o diagnostico da doenca de Chagas
(Cordeiro et al., 2001).

Laura Cotta Repolés 24



Justificativa

2 JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas é um problema de saude publica na América Latina. Com a
implementacdo das medidas de controle dos insetos vetores, as formas de transmissdo com
menor importancia epidemioldgica ganharam maior notoriedade, dentre elas a transfuséo
sanguinea (Dias, 2009).

A aplicacdo de dois testes de principios distintos para triagem soroldgica da doenca de
Chagas em doadores de sangue, conforme preconizado pelo Ministério da Satde (MS, 2004a),
permitiu a elevacdo da sensibilidade de deteccdo do parasito e a almejada diminuicdo da
transmissdo da doenca de Chagas por transfusdo sanguinea. Por outro lado, surgiu um novo
problema relacionado a discordancia entre os resultados e a baixa especificidade destes testes,
com consideravel aumento do nidmero de amostras ndo negativas, que englobam tanto as
verdadeiramente positivas quanto as falso-positivas e as inconclusivas. Isso faz com que
muitos individuos sadios sejam rotulados como portadores de uma doenca grave, além de
promover um significativo descarte desnecessario de unidades de sangue nos hemocentros e
importantes perdas financeiras para o Sistema Unico de Satde (SUS) (Moraes-Souza et al.,
2006b; de Marchi et al., 2007).

Segundo o Relatério Final da XV Reunido Anual de Pesquisa Aplicada em doenca de
Chagas (Yasuda, 2000), estima-se que sejam colhidas cerca de 2.800.000 bolsas de sangue
por ano no Brasil, sendo 60% no setor publico e 40% no setor privado. Do total de doagdes,
cerca de 1% apresenta sorologia ndo negativa para doenca de Chagas. Cerca de 10-15% destas
sdo confirmadamente positivas e 85-90% apresentam resultados inconclusivos em dois testes
com principios diferentes realizados na mesma amostra. Do total de pacientes com resultados
inconclusivos, somente 2% a 3% sdo confirmados como verdadeiros positivos utilizando
métodos convencionais (como ELISA, RIFI e HAI), enquanto a grande maioria, cerca de
20.000, permanece sem diagndstico definitivo. Tal situacdo ndo € particular da triagem
soroldgica em bancos de sangue e encontra-se presente também na realidade dos laboratérios
clinicos que realizam sorologia para doenca de Chagas.

Assim, o elevado numero de reacdes ndo negativas para doencga de Chagas reforca a
necessidade real e urgente de desenvolver testes sorolégicos confirmatorios mais especificos,
praticos e rapidos, passiveis de serem introduzidos nas rotinas dos laboratérios clinicos e nos
servigos de hemoterapia para realizar o esclarecimento diagndstico, reduzindo tanto o descarte
desnecessario de bolsas de sangue quanto a dificuldade na conducgédo de doadores com reacoes

ndo negativas.
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Outro fator importante a ser analisado é que, embora as leishmanioses atualmente ndo
sejam consideradas na pratica rotineira dos servigos de hemoterapia, estudos tém sugerido a
possibilidade de transmissdo da leishmaniose visceral por transfusdo sanguinea e transplante
de o6rgdos, havendo, portanto, expectativa de inser¢do da triagem soroldgica para esta doenca
em bancos de sangue e tecido (de Oliveira Filho, 2013; Monteiro, 2013). Estudo realizado
com doadores e receptores de 6rgaos em area endémica para leishmaniose visceral apontou a
alta prevaléncia de infeccdo assintomatica por L. infantum (Clemente et al., 2014) e, de
acordo com Morales et al. (2001), o aumento da incidéncia de leishmaniose nos doentes com
infeccdo por HIV/SIDA e os surtos entre toxicodependentes de drogas endovenosas
demonstram que a infeccdo pode ser transmitida eficazmente pelo sangue.

Com desenvolvimento da metodologia FC-TRIPLEX-IgG1 e tendo em vista os
resultados prévios que demonstraram sua excelente performance, nos propusemos a avaliar,
neste estudo, o desempenho da nova metodologia frente aos métodos convencionais no
esclarecimento das situacGes diagnosticas nao negativas e na monitoracdo soroldgica de
individuos com antecedente de ndo negatividade na triagem para doenca de Chagas em
bancos de sangue. Os resultados deste estudo serdo utilizados na validacdo da metodologia
FC-TRIPLEX-IgG1, com a qual espera-se minimizar a quantidade de amostras inconclusivas,
além de contribuir para a identificacdo de individuos portadores de leishmaniose visceral e

leishmaniose tegumentar na triagem sorolégica em hemocentros.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o desempenho do método confirmatério FC-TRIPLEX-IgG1 no
esclarecimento diagndstico e na monitoracao sorologica para doenca de Chagas em bancos de

sangue.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o desempenho do FC-TRIPLEX-IgG1 em relacdo aos métodos convencionais
para o esclarecimento diagndstico de amostras ndo negativas na triagem soroldgica para
doenca de Chagas em bancos de sangue;

Avaliar o desempenho do FC-TRIPLEX-IgG1 na monitoracdo de individuos com
antecedente de ndo negatividade na triagem soroldgica para doenca de Chagas realizada ha 10

anos em bancos de sangue.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Doenca de Chagas

4.1.1 Aspectos gerais

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana € uma doenca parasitéria
sisttmica, de natureza endémica e evolugdo cronica, causada pelo protozoéario flagelado
Trypanosoma cruzi (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) (Figura 1). Ela é considerada uma
zoonose e apresenta uma cadeia epidemioldgica complexa, que inclui numerosos vertebrados
reservatorios e insetos triatomineos transmissores, 0 que torna impossivel sua erradicacdo
(MS, 20044a; Santo, 2009).

Figura 1: Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. A: epimastigotas em cultura; B: tripomastigota em esfregaco
sanguineo; C: amastigotas em tecido. Fonte: http://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisAmerican/gallery.html.

Foi descrita pela primeira vez em 1909 pelo médico sanitarista Carlos Ribeiro
Justiniano Chagas, ap6s dois anos de investigacbes em Lassance (MG) e em Manguinhos
(FIOCRUZ/RJ). A descoberta ocorreu ao examinar o sangue de uma crianga febril chamada
Berenice, onde ele verificou a presenca do mesmo protozoario que ja havia encontrado em
insetos hemato6fagos e em diversas espécies de animais da regido. Carlos Chagas nomeou o
protozodrio e passou a estudar tanto o agente etioldgico quanto os hospedeiros, reservatérios e
diversos aspectos da patogenia e sintomatologia da doenca (OMS, 2014).

A doenca apresenta dois estdgios em seres humanos: uma fase aguda, que ocorre
pouco tempo apoés a infeccdo, e uma fase cronica, que se desenvolve ao longo de muitos anos
e pode ser indeterminada ou sintomatica. As manifestacbes patolégicas que podem estar
presentes em ambas as fases sdo consequéncia de mecanismos multifatoriais relacionados

tanto ao parasito, como a variabilidade das cepas, o tropismo e a antigenicidade (Andrade,

Laura Cotta Repolés 28



Reviséo da Literatura

2000) quanto ao hospedeiro, como a faixa etaria, o estado nutricional e, principalmente, o
estado imunoldgico (Dias, 2000).

A fase aguda da doenga de Chagas dura cerca de 2 meses, sendo assintomética na
grande maioria dos casos (Lescure et al., 2010). No entanto, pode ocorrer inchago ocular
unilateral (sinal de Romafa) ou lesdo inflamatdria na pele (chagoma de inoculagédo), em caso
de transmissdo vetorial, e manifestacGes clinicas como febre prolongada, dor de cabeca, dor
muscular, palidez, edema localizado e generalizado, linfoadenopatia, hepatoesplenomegalia,
dentre outras, dependendo do estado imunol6gico do hospedeiro (Schofield et al., 2006;
Oliveira et al., 2010). A mortalidade durante esta fase é de até 10% e pode ser ainda maior em
criancas devido a miocardite e meningoencefalite (Dias et al., 2000).

A fase cronica assintomatica, indeterminada ou latente da doenca de Chagas pode
durar de 10 a 30 anos e apenas cerca de 20 a 35% dos individuos infectados progridem para
um estagio crbnico sintomatico, o que depende dos estado imunolégico e da cepa de T. cruzi
(Sabino et al., 2010). Neste estagio, ocorrem danos progressivos e irreversiveis a diversos
Orgdos, especialmente coracdo, esdfago e colon, ocasionando desordens cardiacas e digestivas
cujas complicagdes podem levar a morte (Teixeira et al., 2006; Marcipar e Lagier, 2012). No
Brasil, a forma assintomatica é a mais comum (60% a 70% dos casos), seguida pelas formas
cardiaca (20% a 40% dos casos) e digestiva (7% a 11% dos casos), sendo rara a forma cardio-
digestiva (OMS, 2010a).

A droga disponivel no Brasil para o tratamento da doenca de Chagas é o
Benzonidazol, que é administrado por via oral em esquemas prolongados e possui muitos
efeitos colaterais. Embora o tratamento apresente alta efetividade na fase aguda para
eliminacdo do parasito, sua eficacia diminui a medida que aumenta o tempo de infeccéo,
sendo comum a ocorréncia de falha terapéutica (Coura, 1996). Na fase cronica, a droga
geralmente € usada na tentativa de prevenir ou retardar o desenvolvimento da doenca, mas
nem sempre é indicada devido ao progndstico incerto e a sua alta toxicidade (Biolo et al.,
2010; Lescure et al., 2010; Coura e Borges-Pereira, 2011). O critério de cura é baseado na
negativacdo dos exames parasitologicos e sorolégicos, o que pode ocorrer de 10 a 25 anos
apos o inicio do tratamento (Pérez-Molina et al., 2009; Marcipar e Lagier, 2012). Métodos
soroldgicos ndo convencionais, alguns baseados na analise por citometria de fluxo, tém sido
estudados com a finalidade de se obter um progndstico precoce apds tratamento (Krettli,
2009; Matos et al., 2011; Machado-de-Assis et al., 2012).

A profilaxia da doenga de Chagas é centrada no combate sistematico ao vetor, na

melhoria das condi¢cBes de vida e de moradia da populacdo, na educagdo sanitéria das
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comunidades, na cobertura sorologica dos doadores de sangue, com exclusdo dos
soropositivos ou suspeitos, e no tratamento dos infectados (Moraes-Souza e Ferreira-Silva,
2011; OMS, 2014). Estas e outras agdes permanentes de vigilancia epidemioldgica séo
imprescindiveis para que altos patamares de controle sejam mantidos e focos emergentes,
eliminados (Andrade, 2000; Diotaiuti et al., 2011).

4.1.2 Epidemiologia

A principio a doenca de Chagas era exclusivamente de animais e triatomineos
silvestres, sendo transmitida para os humanos a medida em que estes modificaram ou
destruiram o ciclo silvestre natural e construiram as cafuas de pau-a-pique, barro e sapé (e
também galinheiros e chiqueiros) na zona rural. Com a adaptacdo e a colonizagdo destas
construcdes pelos triatomineos, formou-se um ciclo doméstico e peridoméstico independentes
do ciclo silvestre, fazendo com que a doenca se tornasse uma zoonose tipica. Com o éxodo
rural e migracdo de individuos infectados, a doenca expandiu-se para as zonas periurbana e
urbana, anteriormente livres da doenca (Teixeira et al., 2001; de Lana e Tafuri, 2011).

A doenca de Chagas constitui um sério problema de salde publica, sendo uma das
doencas parasitarias com maior impacto social, principalmente devido a alta morbidade e
mortalidade (OPAS, 2006; MSF, 2014). Ela é endémica em 21 paises das Ameéricas,
localizados em uma ampla regido que se estendo do México a Argentina. Sua distribuicdo
ocorre em duas zonas ecoldgicas distintas: Cone Sul, onde os insetos vetores vivem em
habitacdes humanas, e a zona constituida pelo sul da América do Norte, América Central e
México, onde os vetores vivem dentro e fora dos domicilios (Morel e Lazdins, 2003).

Na América Latina, estima-se que cerca de 65 milhdes de pessoas estejam sob o risco
de adquirir a infeccdo pelo T. cruzi, sendo sua incidéncia de 28.000 novos casos por ano e sua
prevaléncia de aproximadamente 6 a 8 milhdes (mais de 98% destas sem diagndstico e
tratamento). Ela é responsavel por 12.000 mortes anuais, sendo a doenca parasitaria que mais
mata nas Américas (Guhl e Lazdins-Helds, 2007; OMS, 2010a; OPAS, 2014).

No Brasil, a prevaléncia estimada da doenca de Chagas no final da década de 1970
através de inquérito soroldgico era de aproximadamente 4,28%, sendo a populagdo sob risco
de cerca de 60 milhdes. J& no final da década de 1990, novo inquérito soroldgico da
populacédo geral foi realizado e a prevaléncia média foi calculada em 0,13%, com 28 milhdes
de pessoas expostas ao risco de contaminacdo e cerca de quatro milhdes de individuos
infectados (Shulman et al., 1997; Wendel, 2005; Massad, 2008; Marcipar e Lagier, 2012).
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Com o apoio estratégico e politico da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) e
em parceria com a comunidade cientifica nacional, diversas iniciativas para controle da
doenca de Chagas foram implementadas pelos governos dos paises endémicos. Atualmente no
Brasil, com as estratégias de monitoramento entomoldgico e as melhorias habitacionais, a
transmissdo vetorial foi reduzida consideravelmente, atingindo um nivel de controle muito
elevado. Em 2006, o pais recebeu o certificado de eliminacdo do principal vetor, o T. infestans
e a prevaléncia da infeccdo tem sido cada vez menor na populacdo mais jovem e nas criangas
(Moraes-Souza e Ferreira-Silva, 2011). A Figura 2 ilustra o mapa da certificagdo de controle

da doenca de Chagas nos estados no Brasil.

1975-1983

Elimination of |
T. infestans  *-

Figura 2: Eliminacéo do Triatoma infestans do Brasil de 1975 a 2006. Fonte: Coura, Dias, 20009.

Segundo Lucia Brum (2012), médica brasileira e consultora de doencas infecciosas
emergentes da ONG internacional Médicos sem Fronteiras (MSF), apesar do T. infestans ter
sido responsavel por 80% dos casos de transmissdo vetorial da doenca de Chagas e o contagio
através deste vetor tenha sido interrompido no Brasil, ainda ha cerca de 140 espécies de
barbeiro potencialmente transmissoras que ndo foram controladas. A consultora afirma que
em mais de 13 anos de atuacdo da ONG nas Américas, 90 mil pessoas passaram por exames

para doenca de Chagas e cerca de 6.500 apresentaram resultado positivo e alerta, ainda, para o

Laura Cotta Repolés 31



Reviséo da Literatura

fato de que o pais se preocupa muito com o controle vetorial da doenca, mas o tratamento aos
infectados continua deficiente.

De fato, mesmo considerando os recentes sucessos na eliminacdo da transmisséo
vetorial por T. infestans em areas endémicas brasileiras e a redu¢do do nimero de novos casos
de 150 mil nos anos 1970 para cerca de 150 a 200 atualmente (Brum, 2012), a certificacédo
ndo representa o controle efetivo da doenca de Chagas, que ainda afeta cerca de 4 milhdes de
brasileiros. Na regido amazoénica ocorrem 90% dos novos casos e a doenga Se encontra em
expansdo, sendo transmitida principalmente por via oral.

Também néo se pode falar em erradicacdo da doenca, visto que espécies autdctones de
triatomineos como o P. megistus e o T. brasiliensis seguem na tentativa de colonizacao das
casas e que a ocorréncia do ciclo silvestre do T. cruzi, com grande nimero de reservatorios
silvestres e a existéncia de pessoas ja infectadas, limita a intervencdo dos 6rgaos de saude
publica para o controle da transmissdo (Diotaiuti et al., 2011).

Paralelamente a melhoria do panorama de controle da doenca de Chagas em paises
endémicos, com reducdo do numero de casos, vem sendo constatada sua difusdo via
transfusdo sanguinea para paises ndao endémicos como Estados Unidos, Canada, Japédo,
Australia e paises da Europa Ocidental, como Portugal e Espanha (Figura 3). A
internacionalizacdo da doenca é resultado dos grandes fluxos migratérios da América Latina
para estes paises, especialmente a partir da década de 1980 e que se intensificaram muito nos
ultimos anos, fazendo com que a doenca seja atualmente um desafio mundial (Schmunis,
2007; Gascon et al., 2009; Bern et al., 2011; Cantley et al., 2012; Custer et al., 2012).

Figura 3: Estimativa global da populacéo infectada pelo T. cruzi. Fonte: OPAS, 2009.
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4.1.3 Mecanismos de transmissao

No mecanismo natural de infeccéo, o T. cruzi é transmitido para o homem e outros
mamiferos domésticos (cdes, gatos, porcos, ratos) e silvestres (tatus, gambas, primatas)
através do contato com as fezes contaminadas do inseto vetor triatomineo (Hemiptera:
Reduvidae, Triatominae). Estes insetos, popularmente conhecidos como barbeiros, vivem em
frestas de casas mal construidas, geralmente de adobe (mistura de argila e palha), na zona
rural ou periurbana, tém habitos noturnos e precisam ingerir sangue para sua evolucao e
procriacdo (MS, 2010b; Diotaiuti et al., 2011).

A transmissdo vetorial é a que possui maior importancia epidemioldgica e chegou a
representar mais de 80% dos casos (Dias, 2000). Cerca de 130 espécies de triatomineos, a
grande maioria silvestre, ja& foram descritas e todas sdo vetores potenciais do T. cruzi.
Entretanto, algumas estdo mais envolvidas na transmissdo do parasito no Brasil por
apresentarem maior antropofilia e capacidade de domiciliacdo: Triatoma infestans
(recentemente eliminado), Panstrongylus megistus, T. brasiliensis, T. pseudomaculata e T.
sordida (OMS, 2003; Diotaiuti et al., 2011) (Figura 4).

Figura 4: Principais espécies de triatomineos que transmitem a doenca de Chagas. A: Triatoma infestans; B:
Panstrongylus megistus; C: T. brasiliensis; D: T. pseudomaculata; E: T. sordida. Fonte: FIOCRUZ, 2008.

Na transmissdo vetorial, as tripomastigotas metaciclicas eliminadas nas fezes e urina
do triatomineo durante o hematofagismo penetram através do local da picada ou de outra
solugédo de continuidade (Figura 5 A; B) e interagem com macréfagos e outras celulas do
sistema monocitico fagocitario (SMF) da pele ou mucosas. Dentro destas células, as
tripomastigotas se diferenciam em amastigotas (Figura 5 C), que sofrem multiplicagcdo por
divisdo binaria simples e se transformam em tripomastigotas sanguineas. Estas sdo liberadas
no intersticio apds o rompimento da célula hospedeira devido a grande quantidade de

parasitos (Figura 5 D). As tripomastigotas caem na corrente sanguinea, disseminam-se pelo
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organismo e invadem outras células de qualquer tecido ou 6rgédo, dando inicio a um novo
ciclo celular (MS, 2010b; CDC, 2013) (Figura5 D — C).

Os triatomineos se infectam durante o hematofagismo em hospedeiros vertebrados, ao
ingerir sangue contendo tripomastigotas circulantes (Figura 5 E). No estdbmago do inseto, elas
evoluem para duas formas replicativas, esferomastigotas e epimastigotas, que proliferam
(Figura 5 F; G) e, quando alcancam o reto, diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicas
infectantes, sendo eliminados nas fezes ou na urina do vetor (MS, 2010b; CDC, 2013) (Figura
5 H).

Estagio no inseto vetor Estagio no hospedeiro vertebrado

ﬂ= Estégio infectivo
ﬁﬁ Estagio diagnéstico

Figura 5: Ciclo de vida do T. cruzi. Fonte: http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html.

A transfusdo sanguinea de individuos infectados com o T. cruzi constitui o segundo
mecanismo de importancia epidemioldgica na transmissdo da doenca de Chagas, sendo
responsavel por 5-20% dos casos relatados (Dias, 2000). Embora esta forma de transmisséo
tenha sido reduzida devido ao controle de vetores domiciliares e a melhora na triagem em
bancos de sangue, ela ainda é de grande relevancia principalmente nas grandes cidades, onde
é alta a prevaléncia da infeccdo (de Lana e Tafuri, 2011).

Além das formas de transmissao ja citadas, o T. cruzi também pode ser transmitido por
via congénita através de maes infectadas (Mufioz et al., 2007; Bern et al., 2009), via oral
através do aleitamento materno (Ferreira et al., 2003) ou da ingestdo de alimentos e bebidas

contaminadas (Toso et al., 2011), por transplante de orgaos (Riarte et al., 1999; Kun et al.,
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2009), acidentes de laboratorio (Herwaldt, 2001; Kinoshita-Yanaga et al., 2009), dentre
outras. O transplante de érgdos infectados pode desencadear a fase aguda grave, ja que o
transplantado € menos resistente a infec¢do devido ao uso de drogas imunossupressoras.
Embora a transmissao vetorial tenha maior importancia epidemioldgica, o sucesso na
eliminacdo do principal inseto vetor da doenca fez aumentar a relevancia das demais formas

de transmissdo do T. cruzi (Dias e Amato Neto, 2011).

4.1.4 Imunidade

A infeccdo por T. cruzi mobiliza varios mecanismos humorais e celulares da resposta
imune inata e adquirida, fazendo com que o parasito seja continuamente combatido e reduza
sua multiplicacdo. Entretanto, tanto o parasito quanto a resposta imune persistem
indefinidamente no hospedeiro e lesdes teciduais resultantes dessa atividade imunolégica
prolongada acumulam-se, podendo participar da patogénese das diversas formas clinicas da
doenca (Castro, 2002; Sathler-Avelar et al., 2009). Assim, o equilibrio entre a imunidade
efetora e mecanismos regulatérios sdo determinantes da progressao da doenca (de Aradjo et
al., 2011).

Durante a fase aguda ha grande mobilizacdo do sistema imune. O parasito promove a
ativacdo inespecifica de macrofagos e de células natural killer (NK). Estas liberam a citocina
IFN-y, importante mediador da resisténcia a infec¢do, sendo responsavel tanto pela ativagdo
de macrofagos para destruirem os parasitos quanto pela inducdo da atividade Thil
imunoprotetora. Outras citocinas como TNF-a, IL-10 e IL-12 também participam da resposta
imune na infeccdo e o equilibrio entre elas determina o curso da infec¢do aguda na doenca de
Chagas e a progressdo da doenca (Tafuri, 1999; de Aradjo et al., 2011; de Lana e Tafuri,
2011).

Posteriormente, ocorre a ativacdo dos linfocitos. Os linfocitos T CD4+ induzem a
producdo de anticorpos liticos e produzem citocinas como IFN-y, que auxiliam na destruicéo
de formas intracelulares do parasito. Ja os linfocitos T CD8+ participam, principalmente, dos
mecanismos de citolise. A ativacdo dos linfocitos B resulta na producdo precoce de
imunoglobulinas IgM e 1gG (7-15 dias apés infeccdo), que atingem niveis elevados
concomitante ao aumento da parasitemia (Tafuri, 1999). Ap6s a reducdo do numero de
parasitos, os niveis de IgM diminuem progressivamente até desaparecerem, enquanto os de

IgG se estabilizam e podem ser facilmente detectaveis pelos testes sorolégicos ao longo da
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infeccdo, principalmente através de preparacfes antigénicas solUveis ou fixadas (Martins-
Filho et al., 1995).

Na fase crbnica da infeccdo, a imunidade mediada por anticorpos constitui um
importante mecanismo de defesa contra o T. cruzi. Estudos evidenciam a existéncia de duas
categorias de anticorpos no soro de pacientes cronicamente infectados: os anticorpos da
sorologia convencional, subclasses 1gG1 e 1gG2, e os anticorpos liticos, subclasses IgG1 e
1gG2, sendo estes responsaveis pela lise mediada por complemento (LMCo), que exerce papel
fundamental na manutengdo da parasitemia em niveis baixos devido a destruicdo dos parasitos
intra e extracelulares (Krettli e Brener, 1982). Diferentemente dos anticorpos da sorologia
convencional, os anticorpos liticos parecem desaparecer gradualmente ap0s o tratamento e,
por isso, métodos de diagnostico foram padronizados para sua deteccdo objetivando,
inclusive, determinar a cura de pacientes tratados (Martins-Filho et al., 1995; Martins-Filho et
al., 2002).

4.1.5 Diagnaéstico

O diagnostico precoce da doenca de Chagas € altamente recomendado para que o
tratamento seja realizado o quanto antes, visando a reducdo das graves consequéncias que a
infeccdo pelo T. cruzi pode causar a longo prazo. Ele deve basear-se em uma combinacdo de
resultados, incluindo a histdria clinica e epidemioldgica, a deteccdo do parasito e a realizacdo
de ensaios soroldgicos.

Os exames diagndsticos geralmente sdo realizados nas seguintes situaces: em casos
incomuns de pacientes sintomaticos ou com cardiopatia compativel a da doenca, em
imunossuprimidos com diagndstico prévio, em mulheres gravidas, em recém-nascidos de
mdes j& diagnosticadas, para a obtencdo de progndéstico de pacientes ja diagnosticados, para
monitoracdo da efetividade do tratamento, e em exames de triagem realizados para
doacdo/transfusdo de sangue e transplante (Marcipar e Lagier, 2012).

O diagnostico clinico é feito pela investigacdo da origem do paciente e da presenca
dos sinais e sintomas caracteristicos da fase aguda ou das alteracdes cardiacas e digestivas que
podem ocorrer na fase cronica. Entretanto, para confirmagdo diagnostica, € necesséria a
realizacdo de exames laboratoriais, que levam em consideragéo a fase da doenca e o estado do
hospedeiro (de Lana e Tafuri, 2011).
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4.1.5.1 Diagnostico laboratorial na doenca de Chagas aguda

Como na fase aguda da doenca a parasitemia é elevada e existem muitos anticorpos
inespecificos, com a formacdo ainda em fase inicial dos anticorpos especificos (IgM e I1gG),
técnicas soroldgicas indiretas apresentam baixa sensibilidade, sendo recomendada a
observacdo microscopica direta das tripomastigotas de T. cruzi no sangue dos pacientes
(especificidade de 100%) (Figura 6). Para isto, pode ser realizado o exame de sangue a fresco,
0 exame de sangue em gota espessa ou o esfregaco sanguineo corado com Giemsa.

Existem também métodos de concentracdo do parasito que necessitam de menor
volume de sangue para analise e geralmente sdo usados no diagnostico da doenca de Chagas
congénita, como o exame do creme leucocitirio e o teste de Strout. Outros exames
parasitolégicos, como a hemocultura e o xenodiagndstico, também podem ser realizados e
apresentam elevada taxa de positividade. No entanto, eles apresentam desvantagens como
demora para liberacdo dos resultados e alto custo de manutencdo das colbnias de insetos,
respectivamente (de Lana e Tafuri, 2011).

A pesquisa de anticorpos IgM por meio de métodos soroldgicos como ELISA e RIFI
também pode ser realizada, quando necessario, sempre levando em consideragdo o periodo de

janela imunoldgica (Bern et al., 2008; Pereira e Navarro, 2013).
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Figura 6: Tripomastigotas de T. cruzi em esfregaco sanguineo. Fonte: Ministério da Saude, 2005.

4.1.5.2 Diagnostico laboratorial na doenca de Chagas crénica

O diagnostico laboratorial na fase cronica da doenca de Chagas é desafiante. Nesta
fase a parasitemia € muito baixa, o que dificulta a deteccdo direta do parasito por meio dos
métodos parasitoldgicos (sensibilidade de 20-50%), embora testes de xenodiagéstico,

hemocultivo ou PCR positivos sejam indicativos da doenga (MS, 2010b). Por outro lado, a
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resposta imune é significativa em individuos imunocompetentes, sendo por isto recomendado
o diagndstico atraves de métodos soroldgicos, geralmente baseados na detec¢édo de anticorpos
especificos (1gG) anti-T. cruzi (MS, 2005; Pereira e Navarro, 2013). Os testes soroldgicos
mais empregados atualmente para o diagnostico da doenga de Chagas crbnica estdo descritos
resumidamente abaixo.

A HAI é uma técnica de baixo custo, simples execucdo e interpretacdo, sendo utilizada
h& mais de 50 anos. Consiste na aglutinacdo de hemécias sensibilizadas com antigenos de T.
cruzi na presenca de soro contendo anticorpos para este parasito (Figura 7).

Estudo realizado pela OMS (2010b) com varios kits HAI para diagnostico da doenca
de Chagas mostrou sensibilidade variando de 82,2-100% e especificidade de 53,7-100%.
Assim, apesar da elevada positividade desta técnica (96 a 98%), ela tem apresentado
resultados falso negativos, falhando ao deixar de detectar 1,6 a 2,5% de individuos infectados
(Ferreira e Avila, 2001; OMS, 2002; Gadelha et al., 2003).
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Figura 7: A: Representacdo esquematica da reacdo de HAI; B: Visualizacdo de amostra reagente, ndo reagente e
indeterminada. Fonte: Laboratério de Imunoparasitologia do CPqAM/FIOCRUZ.

A RIFI foi desenvolvida na década de 1960 e é considerada o método de referéncia
para o diagnéstico da doenca de Chagas (sensibilidade em torno de 95%). Baseia-se na

ligagdo dos antigenos de T. cruzi presentes em uma lamina com os anticorpos do soro teste. O
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uso de anticorpos anti-imunoglobulina humana conjugados a fluoresceina permite a
observacao do resultado positivo no microscopio de fluorescéncia (Figura 8).

A grande vantagem da RIFI é a alta sensibilidade, proporcionando titulos elevados de
anticorpos nos soros dos individuos infectados. No entanto, esta metodologia necessita de
microscopio de fluorescéncia e maior habilidade técnica para realizacdo da analise, sendo
subjetiva a leitura dos resultados nos casos com baixos niveis de anticorpos. Assim, para a
obtencdo de resultados confidveis é preciso uma padronizagdo rigorosa da microscopia de
fluorescéncia e dos antigenos, da diluicdo do conjugado e do critério de leitura das laminas
(Ferreira e Avila, 2001).
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Figura 8: A: Representacdo esquematica da RIFI. B: Visualizagdo do resultado no microscopio de fluorescéncia.
Fonte: Laboratdrio de Imunoparasitologia do CPqAM/FIOCRUZ.

O uso do ELISA para diagndstico da doenca de Chagas foi descrito em 1975, como
um método de alta sensibilidade e que apresenta a vantagem de automatizacdo da analise,
permitindo a realizacdo de exames em maior escala (Marcipar e Lagier, 2012). A técnica
consiste em detectar anticorpos anti-T. cruzi através da utilizagdo de anticorpos anti-
imunoglobulina humana conjugados a enzimas, que em presenca de subtratos especificos

geram produtos coloridos guantificados espectrofotometricamente (Figura 9).
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Estudo realizado pela OMS (2010b) com varios kits ELISA para diagndstico da
doenca de Chagas mostrou sensibilidade variando de 89,3-100% e especificidade de 93,6-
100%. Um dos principais problemas do ELISA é a presenca de reacGes falso-positivas, onde o
valor da densidade Optica lida no espectrofotdmetro fica muito proximo a linha de corte entre
a amostra positiva e negativa. A fim de melhorar o desempenho desta metodologia,
recentemente foi proposta a substituicdo dos antigenos naturais de T. cruzi, utilizados no
ELISA convencional, por misturas de antigenos recombinantes, surgindo, assim, o ELISA
recombinante (recELISA) (Meira et al., 2002; Reesink, 2005; Furucho et al., 2008; Ferreira-
Silva et al., 2010).
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Figura 9: Representagdo esquematica do ELISA. Fonte: http://diagnosticolaboratorial.com/2010/01/26/elisa/

O Western Blot ou Imunoblot também pode ser utilizado para o diagnostico da doenca
de Chagas e possui sensibilidade e especificidade de 100% (Furucho et al., 2008). Nesta
técnica, o antigeno de T. cruzi é submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida para
separacdo das proteinas desnaturadas de acordo com sua massa molecular. Em seguida, o
material fracionado no gel é transferido para uma membrana de nitrocelulose, os soros teste

sdo adicionados e a reacdo antigeno-anticorpo € evidenciada pelo aparecimento de bandas
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caracteristicas (Figura 10). Um dos exemplos desta técnica é o teste comercial TESA-blot
(trypomastigote excreted-secreted antigens-blot), que utiliza fragdes das formas infectantes do
T. cruzi no formato de Imunoblotting e tem apresentado 6timo desempenho (Frade et al.,
2011).

Transferéncia de proteinas para
membrana de nitrocelulose Gel de eletroforese

A — o J—

Marcag¢do com anticorpo Detecgdo de anticorpo

Sinal de detecgdo
d (colorimétrico ou quimioluminescente)

Anticorpo secundario conjugado — k Substrato enzimatico

Anticorpo primario— Protema alvo
B
| / ’/ p

Membrana contendo a protematransfenda

Figura 10: A: Representacdo esquematica do Western blot. B: Detalhe da etapa final: revelagdo da proteina.
Fonte: http://www.leinco.com/general_wb.

Mais recentemente, a introducdo da citometria de fluxo por Martins-Filho et al. (1995)
como um método sensivel para a detec¢do de anticorpos, trouxe uma nova perspectiva para o
diagnostico da doenca de Chagas. A citometria de fluxo € um método automatizado utilizado
desde a década de 1950 para avaliar as propriedades opticas (dispersdo da luz e fluorescéncia)
de particulas e/ou células que fluem numa suspenséo liquida (Traganos, 1994) (Figura 11).

A imunofluorescéncia indireta por citometria de fluxo para detec¢do dos anticorpos
anti-T. cruzi, especificamente anti-antigenos de membrana de tripomastigotas vivas (FC-
ALTA), tem apresentado resultados promissores ndo apenas para o diagnostico, mas também
para a avaliacdo da eficécia terapéutica na doenca de Chagas. O meétodo se mostrou mais

sensivel e apresentou maior precisdo do que o teste de lise mediada por complemento
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(LMCo), que detecta anticorpos liticos e tem sido indicado para discriminar individuos
chagasicos tratados e curados ap6s o tratamento especifico (Martins-Filho et al., 2002; Vitelli-
Avelar et al., 2007; Matos et al.,, 2011). Variacbes da técnica FC-ALTA tém sido
desenvolvidas para aprimorar o diagnéstico da doenca de Chagas e também para permitir seu

uso no diagnostico de uma ampla gama de doencas.
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Figura 11: Representacdo esquematica do funcionamento do citdmetro de fluxo.
Fonte: http://www.labmed.pt/NotasTecnicas05.asp.

Apesar do aprimoramento dos métodos disponiveis para diagnéstico da doenca de
Chagas cronica, ainda ndo ha um teste sorologico considerado padrdo-ouro (sensibilidade e
especificidade de 100%). Os problemas dos métodos existentes no mercado estdo
relacionados a baixa sensibilidade, que pode levar a resultados falso-negativos, e
principalmente a baixa especificidade, responsavel por produzir resultados falso-positivos.
Estes podem ocorrer devido a reatividade inespecifica com anticorpos produzidos durante o
curso de doencas auto-imunes ou outras infec¢bes, como as causadas por T. rangeli e
Leishmania sp. (Saez-Alquezar et al., 2000).

Para a obtencdo de resultados mais seguros no diagndstico da doenca de Chagas
cronica, a OMS preconiza a realizacdo de dois testes soroldgicos de principios metodoldgicos
diferentes: um que apresente elevada sensibilidade, como a RIFI ou o ELISA utilizando
antigeno total ou fragbes semi-purificadas do T. cruzi, acompanhado de outro com elevada
especificidade, como o teste ELISA utilizando antigenos recombinantes especificos do T.
cruzi (recELISA) (MS, 2010b; de Almeida e Santiliano, 2012).

No caso de resultados duvidosos, as reacGes devem ser repetidas e outras técnicas
devem ser empregadas. Se dois métodos apresentarem resultados contraditorios, €
recomendada a realizacdo de um terceiro método de principio diferente. Caso permaneca a

duvida, deve-se realizar um quarto método de imunodiagnostico ou até um método nédo
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imunologico. Assim, quando a sorologia é duvidosa ou se deseja verificar a eficacia do
tratamento, métodos parasitoldgicos indiretos, como a PCR, podem ser necessarios (de Lana e
Tafuri, 2011; Marcipar e Lagier, 2012).

Um estudo recente comprovando a seguranga e efetividade de alguns testes rapidos
para diagnostico da doenca de Chagas pode fazer com que haja alteracbes na recomendacéo
da OMS, fato que aumentaria a agilidade do diagndstico em campo e, consequentemente, do
tratamento aos infectados. O estudo foi realizado em laboratorios de diversos paises e, na
proxima etapa, pretende-se avaliar o desempenho dos mesmos testes rapidos em campo
(Sanchez et al., 2014).

4.1.6 Reagdo cruzada entre T. cruzi e Leishmania spp.

Métodos soroldgicos convencionais atualmente utilizados para diagnostico e triagem
da doenca de Chagas e das leishmanioses — como DAT, HAI, RIFI e ELISA — apresentam
varias limitacbes, dentre elas a alta frequéncia de resultados falso-positivos. Estes podem
ocorrer devido a alta sensibilidade, a necessidade de grande quantidade de amostra por ensaio
e, principalmente, aos altos indices de reatividade cruzada, sendo que a proximidade
filogenética entre os agentes etioldgicos da doenca de Chagas (T. cruzi), da leishmaniose
tegumentar (L. braziliensis, L. amazonensis) e da leishmaniose visceral (L. chagasi) contribui,
em grande parte, para este fendmeno (de Oliveira Filho, 2013).

Vaérias regibes do Brasil sdo co-endémicas para estas doencas e o desequilibrio
ecologico em areas endémicas tem promovido um aumento consideravel do nimero de casos
desde 1993, sendo o perfil epidemioldgico das leishmanioses de franca expansao urbana: a
prevaléncia mundial gira em torno de 12 milhdes de casos e a cada ano séo registrados cerca
de 1,5 milhdes de novos casos de leishmaniose tegumentar e 500 mil novos casos de
leishmaniose visceral (Gontijo e Melo, 2004; MS, 2010c).

Frente a este perfil epidemiolégico e aos desafios encontrados pelos hemocentros e
laboratdrios clinicos, verifica-se a aplicabilidade e a demanda por métodos soroldgicos
alternativos para o diagnostico especifico e diferencial da doenca de Chagas e das
leishmanioses. A falha das técnicas soroldgicas no diagnostico diferencial dessas doencgas tem
grande repercussdo na determinacdo do diagnostico, bem como na aplicacdo de medidas de
monitoramento para os individuos identificados como soropositivos. Assim, isoladamente, um

resultado positivo em sorologia convencional para doenca de Chagas ou leishmaniose nédo
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discrimina seguramente a presenca destas doencas, contribuindo para altos indices de
resultados falso-positivos.

Em associacdo aos métodos soroldgicos convencionais, tem sido sugerido o uso de
métodos moleculares para solucionar o problema da baixa especificidade do diagnéstico
laboratorial dessas endemias (Marcon et al., 2011). No entanto, a implementacdo desses
métodos em laboratérios clinicos de diagnostico é dificultada por questdes relativas a
padronizacdo da técnica de PCR em diferentes laboratorios, incluindo a escolha de alvos
especificos do parasito e a sensibilidade diferencial inerente ao material biolégico utilizado
(pele, medula 6ssea ou sangue periférico), a reprodutibilidade e a infra-estrutura laboratorial
necessaria para a realizacdo dos testes, a fim de evitar contaminacao cruzada com produtos de

amplificacdo pos-PCR.

4.2 Bancos de sangue

Os bancos de sangue ou hemocentros sdo responsaveis pelos procedimentos
hemoterapicos, incluindo coleta, processamento, testagem, armazenamento, transporte,
controle de qualidade e uso humano do sangue e seus componentes (MS, 2010a).

O Ministério da Saude (MS) define as normas técnicas para todos os procedimentos
realizados em bancos de sangue no Brasil através da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e os doadores sdo selecionados em conformidade com as leis vigentes
recomendadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), observando-se as normas de
seguranca estabelecidas com base em varios estudos (Borelli et al., 2013). Porém, mesmo
sendo realizada dentro das normas técnicas preconizadas, a transfusdo sanguinea é um
processo que envolve risco sanitario, com a ocorréncia potencial de incidentes transfusionais,
como a transmissdo de doencas infecciosas e parasitéarias (MS, 2004a).

Segundo o Ministério da Saude (2010a), existem no Brasil 27 hemocentros que
gerenciam dezenas de unidades de triagem para sangue, hemoderivados, 6rgaos e células,
além de 42 centros de transplante de tecidos e centenas de laboratorios de analises clinicas
privados que rotineiramente executam testes diagndsticos para doenca de Chagas e
leishmanioses. No entanto, ainda ndo existem métodos de referéncia que permitam o
esclarecimento diagnostico de situagdes inconclusivas na triagem sorolégica em Bancos de
Sangue, sendo que tal situacdo também é um problema para os laboratorios clinicos que

realizam sorologia para estas doencas.
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4.2.1 Historia

Desde a pré-historia ha registros de tentativas de se usar o sangue para curar doengas.
Porém, as primeiras transfusfes ocorreram apenas no século XVII e eram quase sempre feitas
com sangue de animais. Assim, a historia da transfusdo é classicamente dividida em trés
periodos: a era pré-histdrica, o periodo pré-cientifico, que teve inicio no século XVII com a
descoberta da circulagdo sanguinea pelo meédico britanico William Harvey, e o periodo
cientifico, que teve inicio em 1900 com a descoberta do grupo sanguineo ABO pelo
pesquisador austriaco Landsteiner, possibilitando a utilizacdo do sangue como agente
terapéutico (HEMOMINAS, 2014).

Devido a falta de solugdes anticoagulantes que permitissem a estocagem do sangue
coletado de doadores, a transfusdo era feita “braco a brago”. Em 1917, a solugdo
anticoagulante a base de citrato de sédio foi desenvolvida, permitindo o inicio do processo de
armazenamento e de estocagem do sangue. Nos anos de 1939 e 1941, Landsteiner, Wiener e
Levine descreveram o Fator Rh, que constituiu uma base solida para a compatibilidade da
transfuséo de sangue e de seus componentes (HEMOMINAS, 2014).

O primeiro Centro de Hematologia e Transfusdo de Sangue surgiu em 1926, em
Moscou, e, na década de 1930, a transfusdo ja havia se tornado rotina na pratica médica, com
a instalacdo de centros por todo o mundo. No Brasil, varios bancos de sangue publicos e
privados foram inaugurados na década de 1940 e a hemoterapia comegou a ser vista como
especialidade médica. No entanto, o sistema transfusional brasileiro baseava-se na doacéo
remunerada e sem critérios, favorecendo o recrutamento de pessoas doentes, alcodlatras,
indigentes e anémicas (HEMOMINAS, 2014).

Em 1964 foi instituida a Comissdo Nacional de Hemoterapia (CNH), que resultou na
criacdo de lei sobre o exercicio da atividade hemoterépica no Brasil e deu as bases da Politica
Nacional do Sangue. Em 1976, a CNH passou a constituir a Camara Técnica de Hemoterapia,
orgdo permanente do Ministério da Satude com fungbes normativas e consultivas (MS, 2004a).

Em 1980 foi criado o Programa Nacional de Sangue e Hemoderivados (Pré-Sangue)
(MS, 1980) com a finalidade de regularizar a situacdo da hemoterapia brasileira. Em seguida,
surgiram os Centros de Hematologia e Hemoterapia — 0s hemocentros, com o desafio de
implantar a doacgdo sistemética e voluntéria de sangue, colocando fim a doacdo remunerada
(Almeida et al., 2009).

Com o advento da AIDS e o elevado nimero de casos de contaminacgéo pelo HIV por

meio de transfusdo — até 1987 foi responsavel por 8,8% dos casos notificados ao Ministério da
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Saude — foram estabelecidas medidas rigorosas a fim de oferecer maior seguranca aos
doadores e receptores. Assim, foi proibida toda e qualquer forma de comercializacdo do
sangue ou de seus derivados, conforme o artigo 199 incluido na Constitui¢do de 1988 (Dias e
Schofield, 1998).

O progresso da transfusdo sanguinea, com as varias descobertas, o aperfeicoamento de
técnicas e equipamentos, a aplicacdo de estratégias regulamentadoras e a incorporacdo de
conhecimentos clinico-epidemioldgicos e laboratoriais para triagem dos doadores, permitiu
que esta pratica se tornasse complexa e sofisticada. Consequentemente, houve reducdo
significativa do risco da transmissao transfusional de doencas (MS, 2004a).

Atualmente no Brasil, os servigos de hemoterapia sdo regidos pelas normas técnicas
contidas na Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n.° 57, de 16 de dezembro de 2010 e
pelo Decreto 1353 do Ministério da Saude, de 13 de junho de 2011 (MS, 2010a; MS, 2011).

4.2.2 Requisitos basicos e impedimentos para doacdo de sangue

Visando oferecer seguranca e protecdo aos doadores e receptores, 0os hemocentros
obedecem com rigor normas nacionais e internacionais estabelecidas para a triagem de
doadores de sangue. As estratégias de controle da transmissdo transfusional de doencas
envolvem essencialmente a selecdo dos doadores de sangue e a melhora na qualidade dos
testes empregados na triagem soroldgica (HEMOMINAS, 2014; HEMOPE, 2014; PRO-
SANGUE, 2014).

Segundo dados da Fundacdo PRO-SANGUE, de cada 10 candidatos & doacdo de
sangue que comparecem a instituicdo, 8 estdo aptos para doar e dois estdo temporaria ou
definitivamente inaptos. Abaixo estdo listados 0s requisitos basicos e alguns dos principais
impedimentos temporarios e definitivos para doacdo de sangue (HEMOMINAS, 2014;
HEMOPE, 2014; PRO-SANGUE, 2014).

- Requisitos basicos: apresentar documento de identificacdo; ter entre 16 e 69 anos;
pesar no minimo 50kg; estar em boas condi¢des de saude, descansado e alimentado, além de
ndo apresentar vulnerabilidade para a transmissao de doencas veiculadas pelo sangue.

- Impedimentos temporérios: resfriado; gravidez e resguardo; amamentacao; ingestao
de bebida alcodlica nas ultimas 12 horas; realiza¢éo de tatuagem ou colocagdo de piercing nos
ultimos 12 meses; exposicdo a situacdes de maior risco de adquirir doengas sexualmente

transmissiveis; viagem recente para estados com alta prevaléncia de malaria.
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- Impedimentos definitivos: uso de drogas ilicitas injetaveis; evidéncia clinica ou
laboratorial de Hepatites, AIDS (virus HIV), doencas associadas aos virus HTLV | e I,
malaria e doenca de Chagas. O antecedente epidemioldgico de contato domiciliar com

triatomineos representa inaptiddo definitiva para doacao de sangue.

4.2.3 Etapas da doacéo de sangue/ciclo do sangue

A primeira etapa da doagéo de sangue consiste na captacdo de potenciais doadores em
bom estado de saide por meio da midia motivacional e de outras técnicas de recrutamento.
Esta etapa é fundamental para sensibilizar a populacdo, de forma que haja suporte
hemoterapico suficiente e de boa qualidade sempre disponivel (MS, 2004a). De acordo com 0
Ministério da Saude (2011), um percentual entre 3% e 5% de doadores entre a populagdo
geral é considerado seguro para repor o estoque de sangue. Na maioria dos estados, porém,
esta porcentagem de doadores é bem menor.

Apds o cadastro, é feita a triagem clinica rigorosa do doador, com avaliacdo fisica e
epidemioldgica, sendo as informacBes prestadas consideradas para definir se o candidato
atende aos critérios desejaveis para doar sangue no momento (HEMOMINAS, 2014,
HEMOPE, 2014; PRO-SANGUE, 2014).

O candidato considerado apto a doacdo passa, entdo, pela coleta de aproximadamente
450mL sangue total em bolsa e em tubos estéreis descartaveis. Posteriormente, é realizado o
voto de auto-exclusdo, que é confidencial e da a Gltima oportunidade ao doador que omitiu
uma condicdo de risco acrescido durante a entrevista, de determinar o descarte da bolsa
coletada para que ela ndo seja transfundida. Apods alimentacdo e hidratacdo, o doador €
liberado (MS, 2004a).

Caso 0 voto de auto-exclusdo seja negativo, o sangue total contido na bolsa é
encaminhado ao fracionamento, onde pode ser separado para obtencdo dos hemocomponentes
por meio de centrifugacdo. Estes sdo utilizados na transfusdo conforme a necessidade do
paciente: concentrado de hemacias (utilizado em casos de anemia aguda), concentrado de
plaquetas (utilizado na prevencdo e tratamento de hemorragias), plasma (utilizado no
tratamento de sangramentos e na deficiéncia de varios fatores da coagulacdo) e
crioprecipitado (utilizado em pacientes com deficiéncia de fatores da coagulagdo). O
concentrado de granuldcitos é obtido mediante coleta seletiva por aférese e utilizado em
infeccbes graves. A partir do fracionamento do plasma sanguineo por processos fisico-

quimicos, é possivel preparar também os hemoderivados (concentrados de fatores de

Laura Cotta Repolés 47



Reviséo da Literatura

coagulacdo, albumina e globulinas), geralmente produzidos em escala industrial
(HEMOMINAS, 2014; HEMOPE, 2014; PRO-SANGUE, 2014).

J4 os tubos contendo sangue total sdo encaminhados ao laboratério, onde séo
realizados exames imunohematolédgicos (tipagem ABO e Rh, pesquisa de anticorpos
irregulares e de hemoglobina S) e, apds processamento para obtencdo dos soros, exames
soroldgicos de alta sensibilidade para seis doencas infecciosas: hepatite B, hepatite C,
infeccdo pelo HIV, infeccdo pelo HTLV-I/II, sifilis e doenga de Chagas. Em regides
endémicas para malaria é realizado também o exame parasitolégico do sangue e, em casos
especiais, a sorologia para infeccao pelo citomegalovirus (MS, 2004a).

Os hemocomponentes sdo transferidos para o estoque, onde sdo armazenadas em local
especial e temperatura adequada para conservacdo, ficando em quarentena até a liberacdo dos
resultados dos exames. Se um dos testes apresentar resultado alterado, o hemocomponente
improprio é descartado e o doador é convocado a retornar ao hemocentro para coleta de nova
amostra, repeticdo dos exames e orientacdo médica caso a alteracdo persista (MS, 2004a).

Os hemocomponentes aprovados para consumo ficam a disposicdo dos pacientes e
instituicdes de salde até o prazo de validade, varidvel para cada hemocomponente. Estes
podem ser utilizados apds prescricdo médica e realizacdo dos exames pré-transfusionais para
verificar a compatibilidade sanguinea entre doador e receptor. Quando indicado, pode ser
realizada a lavagem, filtracdo ou irradiacdo do hemocomponente a ser transfundido
(HEMOMINAS, 2014; HEMOPE, 2014; PRO-SANGUE, 2014).

Laura Cotta Repolés 48



Reviséo da Literatura

O fluxograma do ciclo do sangue € apresentado na Figura 12.
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Figura 12: Fluxograma do ciclo do sangue. Fonte: Ministério da Saude, 2004.

Estudos sobre o perfil dos doadores de sangue no Brasil ttm mostrado que a maioria,
cerca de 66%, € do sexo masculino, aproximadamente 39% sdo doadores de reposicdo e a
média de doacBes por ano é de cerca de 1,49, considerando o mesmo doador (Carneiro-
Proietti et al., 2010). Gongalez et al. (2013) encontraram uma taxa de inaptiddo para a doagéo
por qualquer razdo de 22,5%, considerando os hemocentros de Belo Horizonte (27%), Recife
(23%) e Séo Paulo (19%).

4.2.4 Triagem sorologica para doenca de Chagas em hemocentros

A hipétese da transmissdo da doenca de Chagas via transfusdo sanguinea foi levantada
em 1936 (Mazza et al., 1936) na Argentina e comprovada no Brasil no ano de 1952 (Freitas et
al., 1952). Os altos indices migratérios na década de 1950 promoveram a urbanizagdo da

doenca no Brasil e, consequentemente, a alta prevaléncia (cerca de 10%) de doadores
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chagasicos nos bancos de sangue (OMS, 2002), sendo que em 1969, a transmissao da
infeccdo por via transfusional tinha incidéncia estimada em 10,000 novos casos/ano (Moraes-
Souza e Bordin, 1996).

No entanto, a implementagdo, em 1970, do programa para erradicar a transmissao
vetorial do T. cruzi em domicilios brasileiros, somada a obrigatoriedade da triagem sorolégica
para a doenca de Chagas em hemocentros brasileiros desde 1969, fizeram com que houvesse
declinio nas taxas de soroprevaléncia entre doadores e uma progressiva reducao do risco da
transmisséo transfusional da doenca de Chagas (Moraes-Souza e Ferreira-Silva, 2011). Assim,
0 panorama da transmissdo transfusional da infeccdo pelo T. cruzi no Brasil tem melhorado
significativamente: na década de 1970, a prevaléncia da infec¢do chagasica entre doadores de
sangue alcancou 11,08%; na década de 1980 esta taxa caiu para 7,03%; em 1992 foi de 1%;
em 2000 foi de 0,73% e em 2010 chegou a 0,17% (OPAS, 2006; MS, 2011).

Na América do Sul, as investigacdes soroldgicas realizadas em doadores de sangue
tém revelado uma taxa variavel de 0,2 - 28% de soropositividade para T. cruzi (Kirchhoff et
al., 2006). Estudo realizado pela OPAS (1994) encontrou 0,44% de prevaléncia soroldgica
entre doadores de sangue no Brasil entre os anos de 1990 e 1991, sendo que na Bolivia a
prevaléncia encontrada foi de 25%. No México, a soroprevaléncia foi estimada em 1,6%
(Martinez-Tovar et al., 2014) e na Colémbia em 0,49% (GoOmez et al., 2014), sendo maior a
frequéncia de doadores positivos para doenca de Chagas em homens com idade entre 37 e 40
anos em ambos os estudos.

De fato, estudos realizados com doadores de sangue tém mostrado uma dramatica
diminuicdo da prevaléncia da infec¢cdo por T. cruzi com a idade (MS, 2004a). Apos anélise de
94 mil amostras de sangue de criancas entre 0 a 5 anos em 2007, Moncayo e Silveira (2009)
demonstraram uma soroprevaléncia da doenga de Chagas de 0% neste grupo. No estudo
realizado por Sabino et al. (2010), os doadores soropositivos para doenga de Chagas estavam
situados entre faixas etarias mais elevadas e a prevaléncia de confirmados positivos entre 0s
doadores abaixo de 25 anos de idade foi 75 vezes menor do que a observada em doadores
mais idosos (15/100,000 vs. 756/100,000). Segundo os autores, a aquisi¢cdo de nova infeccéo
pelo T. cruzi no Brasil é rara, sendo, portanto, muito baixo o risco da transmissdo por
transfusdo sanguinea ocorrer devido & fase de janela imunoldgica, em que as infeccdes
recentes ndo sao detectadas pelos métodos soroldgicos de triagem.

No Brasil, a sorologia ndo negativa (positiva ou indeterminada) para T. cruzi entre 0s
doadores de sangue passou de 6,9% para 0,2% em aproximadamente 30 anos (OPAS, 2006).

Esta queda pode ser explicada pelo sucesso no controle vetorial aliado a melhora técnico-
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cientifica, as acOes de vigilancia sanitaria e a melhoria na qualidade do sangue transfundido
no pais. Além disso, a crescente urbanizacéo da populacéo brasileira fez com que os doadores
mais jovens ndo vivessem em ambientes rurais, onde ha maior risco de exposi¢do ao T. cruzi
(Sabino et al., 2010; Moraes-Souza e Ferreira-Silva, 2011).

O risco de um paciente se infectar ao receber uma unidade de sangue de doador
chagasico oscila entre 12% e 18% (Leiby et al., 1999). Este risco depende dos seguintes
fatores: presenca do parasito no sangue ou componente transfundido; tipo e nimero do
produto sanguineo infectado transfundido; estado imunoldgico do receptor; nivel de cobertura
soroldgica dos doadores e sensibilidade dos testes sorologicos empregados na selecdo dos
doadores (Schofield et al., 2006).

A regulamentacdo técnica da atividade hemoterapica no Brasil, presente na RDC 153
de 2004, determina que todo doador de sangue deve ser submetido a uma triagem clinico-
epidemiologica e laboratorial, visando maior seguranga transfusional. Como a cobertura
soroldgica no pais é universal, o risco da transmissao transfusional se restringe aos raros casos
de falha de sensibilidade dos testes sorologicos (sensibilidade hoje superior a 99,5%) e a
eventuais erros no processo (MS, 2004a; Moraes-Souza e Ferreira-Silva, 2011). Um amplo
estudo realizado no final dos anos 90 em hemocentros publicos e privados brasileiros
demonstrou falha de 1,6% na identificacdo da infeccdo por T. cruzi (falso-negativos) (Moraes-
Souza e Bordin, 1996).

A triagem consiste na realizacdo de testes, exames ou outros procedimentos com o
objetivo de diagnosticar de forma presuntiva determinado agravo e/ou doenca em pessoas
aparentemente saudaveis. O teste utilizado em um programa de triagem deve ser rapido,
barato e de facil execucdo. Além disso, outras caracteristicas devem ser consideradas, como
sua precisdo, acuracia, repetibilidade, sensibilidade e especificidade (MS, 2004a).

A sensibilidade é a probabilidade do teste apresentar resultado positivo dado que o
individuo é portador da doenca, condi¢do ou agravo. Assim, um teste com alta sensibilidade
raramente deixa de reagir quando amostras de individuos com a doenca sdo testadas.
Consequentemente, o numero de exames falso-negativos é baixo, dai sua importancia para a
triagem de doadores de sangue (MS, 2004a).

Por outro lado, a especificidade é a probabilidade do teste apresentar resultado
negativo dado que o individuo nédo é portador da doenga, condicdo ou agravo. Assim, um teste
com alta especificidade raramente reagira quando amostras de individuos sadios séo testadas.
Consequentemente, o nimero de exames falso-positivos € baixo, dai sua importancia para a

confirmacéo diagnostica de doengas (MS, 2004a).
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Sensibilidade e especificidade sdo propriedades do teste, enquanto valores preditivos
positivos e negativos sdo propriedades tanto do teste quanto da populacao, pois dependem da
prevaléncia da doenca. Assim, valor preditivo positivo é a fracdo de pessoas com testes
positivos que realmente tém a doenca e valor preditivo negativo € a fracdo de pessoas com
testes negativos que realmente ndo tém a doenca.

Até 2004, os bancos de sangue eram instruidos a realizar dois testes diferentes para
triagem soroldgica da doenca de Chagas em doadores de sangue, um para detec¢do de
anticorpos IgM e outro para deteccdo de anticorpos 1gG. No entanto, muitos resultados se
apresentavam discordantes entre os métodos e, atualmente, a recomendacdo é de que a
triagem seja realizada utilizando apenas um teste imunoenzimatico de elevada sensibilidade
(MS, 2004b).

Assim, as amostras de soro ou plasma dos candidatos a doacdo de sangue sdo
submetidas ao ELISA. Se o resultado for ndo-reativo (negativo), o individuo é considerado
doador e sua bolsa de sangue ¢ liberada para uso. O Ministério da Saude (2004a) recomenda
que, caso 0 resultado seja reativo (positivo) ou indeterminado (zona cinza), o ELISA seja
repetido duas vezes utilizando a mesma amostra. Se o resultado de ambos os testes for néo-
reativo, a bolsa é liberada para uso e as causas da rea¢do falso positiva no primeiro teste sdo
investigadas. Entretanto, continuando o resultado reativo ou indeterminado em um ou nos
dois testes, a bolsa de sangue é descartada e o doador é convocado a comparecer hovamente

ao hemocentro.
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O algoritmo da Figura 13 se aplica aos testes realizados para triagem de diversas

doencas em bancos de sangue, dentre elas a doenca de Chagas.

TESTE INICIAL PARA
CADA UMA DAS DOENCAS

| REAGENTE NAO-REAGENTE | «ued

REPETICAOQ EM
DUPLICATA DO
TESTE INICIAL

1
l |

REAGENTE EM -
UM OU NOS NAO REAGENTE

DOIS TESTES NOS DOIS TESTES*

DESCARTAR A

CONVOCAR LIBERAR BOLSA
DOADOR PARA USO

* Investigar as causas da reagio falso-positiva.

Figura 13: Algoritmo para testagem e liberacdo de bolsas de sangue na triagem sorolégica para doenga de
Chagas em hemocentros. Fonte: Ministério da Saide, 2004.

Segundo o Ministério da Saude (2004b), para confirmacdo de um resultado nao
negativo na triagem soroldgica para doenca de Chagas em bancos de sangue, deve ser
realizado na mesma amostra um segundo teste de deteccdo de anticorpo com reagente de
outra origem ou de outro fabricante ou com outra metodologia. Caso 0 segundo teste seja ndo
negativo, o servico de hemoterapia deve convocar o doador para coleta de uma nova amostra
e repetir os exames com resultado reativo ou indeterminado. Se estes exames confirmarem a
ndo negatividade dos resultados, a bolsa de sangue deve ser descartada de forma definitiva e o
doador deve ser convocado e encaminhado aos servigos assistenciais.

De acordo com a legislacdo vigente, a confirmacéo do diagndéstico dos individuos com
resultados reativos ou duvidosos na triagem soroldgica para doenca de Chagas € facultativa
nos bancos de sangue e, caso estes ndo a fagam, o servico de hemoterapia devera convocar o

doador, prestando adequado atendimento e dando as orientagdes necessarias. Este deve ser

Laura Cotta Repolés 53



Reviséo da Literatura

encaminhado a um servigo de referéncia ou servi¢o social de assisténcia ao doador para a
realizacdo dos exames necessarios, onde sdo realizados os testes mais especificos para

confirmacédo do diagnostico e o tratamento, quando for o caso.

4.3 Metodologia TRIPLEX (FC-TRIPLEX-1gG1)

A metodologia TRIPLEX (FC-TRIPLEX-IgG1) € um teste confirmatdrio de elevada
sensibilidade e especificidade que utiliza a citometria de fluxo para verificar a reatividade
diferencial de anticorpos anti-tripanosomatideos, o que permite o esclarecimento diagnostico
da doenca de Chagas e das leishmanioses. Ela foi desenvolvida e padronizada no Laboratério
de Biomarcadores de Diagndstico e Monitoracdo (LBDM) do Centro de Pesquisas René
Rachou (CPqRR/FIOCRUZ).

4.3.1 Historico do desenvolvimento

A citometria de fluxo tem sido utilizada como uma importante ferramenta para
deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi, com comprovada aplicagdo no campo da pesquisa
laboratorial. Além de sua elevada sensibilidade, a capacidade de detectar 10.000 parasitos
fluorescentes por ensaio e de utilizar parasitos inteiros como fonte de antigenos aumentaram a
importancia desta técnica em relacdo as outras (Cordeiro et al., 2001). Uma série de trabalhos
forneceram dados substanciais que estimularam a otimizagédo adicional desta ferramenta para
o diagnostico diferencial da doenca de Chagas e das leishmanioses, por meio da detec¢do de
anticorpos anti-tripanosomatideos vivos ou fixados (Martins-Filho et al., 1995; Martins-Filho
et al., 2002; Rocha et al., 2002; Rocha et al., 2003; Rocha et al., 2006; Vitelli-Avelar et al.,
2007; Pissinate et al., 2008; Garcia et al., 2009).

Assim, com o intuito de aprimorar as metodologias soroldgicas empregadas em
estudos na doenca de Chagas, no ano de 1993 foi proposto o desenvolvimento tecnolégico de
uma nova metodologia, baseada na citometria de fluxo, para pesquisa de anticorpos
denominados n&o convencionais, anti-formas tripomastigotas vivas do T. cruzi (FC-ALTA),
em contraposicao aos anticorpos convencionais anti-antigenos de formas epimastigotas do T.
cruzi. Esse trabalho representou um marco na utilizacdo da citometria de fluxo em sorologia,
trazendo novas perspectivas para o diagndstico e monitoracdo de cura pos-terapéutica da
doenca de Chagas (Martins-Filho et al., 1995).
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No ano de 2002, a nova metodologia para diagnostico da doenca de Chagas foi
validada por meio de um estudo duplo cego empregando amostras codificadas, confirmando
assim sua aplicabilidade para investigar e monitorar a cura pos-terapéutica da doenca de
Chagas (Martins-Filho et al., 2002). Entretanto, apesar do bom desempenho, houve algumas
limitacGes metodoldgicas relacionadas a obtengdo das formas tripomastigotas utilizadas como
antigeno, ao carater labil da preparacdo antigénica e ao risco inerente a manipulacdo de
formas infectantes do parasito. Dessa forma, o desafio tecnoldgico foi adaptar a metodologia
para a pesquisa de anticorpos anti-formas epimastigotas do T. cruzi pré-fixadas em
paraformaldeido.

Ciente da importancia da estabilidade e da ampliacdo do prazo de validade das
preparacdes antigénicas usadas em métodos diagnosticos, em 2007 foram incorporadas novas
ferramentas ao estudo soroldgico da doenca de Chagas por citometria de fluxo, com a
utilizacdo de formas epimastigotas fixadas do T. cruzi num ensaio com diluigdes seriadas da
amostra teste. Utilizando ferramentas de analise de desempenho, verificou-se que a mudanca
proporcionou maior qualidade, reprodutibilidade e refinamento metodolégico no
cumprimento de critérios de validacdo de métodos.

Assim, no ano de 2007, foi desenvolvida no Laboratério de Biomarcadores de
Diagnostico e Monitoragdo (LBDM), a metodologia denominada “Pesquisa de
imunoglobulinas G anti-formas epimastigotas fixadas do T. cruzi (FC-AFEA-IgG)” com
aplicacdo no diagnostico e monitoragdo de cura poOs-terapéutica da doenca de Chagas,
apresentando alta sensibilidade e moderada especificidade (Vitelli-Avelar et al., 2007). A
reatividade cruzada com amostras de soros de pacientes portadores de leishmaniose visceral e
leishmaniose tegumentar foi a principal responsavel pela moderada especificidade da técnica
FC-AFEA no diagnostico sorolégico da doenca de Chagas.

Em 2008, com a nova sorologia para doenca de Chagas ja consolidada, o0 modelo de
pesquisa de anticorpos por citometria de fluxo foi ampliado para o diagnéstico soroldgico da
leishmaniose tegumentar, empregando formas promastigotas fixadas de L. amazonensis (FC-
AFPA) (Pissinate et al., 2008). Em 2009, o metodo foi adaptado para o diagndstico sorologico
da leishmaniose visceral, empregando formas promastigotas fixadas de L. chagasi (FC-
AFPA-IgG), e apresentou excelente desempenho com 100% de sensibilidade e 100% de
especificidade (Lemos et al., 2007; Garcia et al., 2009).

Apesar de inovadoras, com 0 uso de preparagdes antigénicas pre-fixadas e a citometria
de fluxo como instrumento de inovacao tecnoldgica para analise da reatividade soroldgica, as

trés metodologias desenvolvidas apresentavam restricdes de desempenho relacionadas a
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reatividade cruzada entre amostras de soros de pacientes portadores de doenca de Chagas,
leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral. Assim, embora da FC-AFPA-IgG utilizando
L. chagasi apresentasse um excelente desempenho no diagnostico sorologico da leishmaniose
visceral, a FC-AFEA empregando T. cruzi e a FC-AFPA empregando L. amazonensis
apresentaram reatividade cruzada quando utilizadas, respectivamente, para o diagnostico
soroldgico da doenca de Chagas e da leishmaniose tegumentar.

Visando superar essas limitagOes, foi proposto o estabelecimento da “Metodologia
TRIPLEX” (FC-TRIPLEX-1gG1), que combina simultaneamente as metodologias FC-AFEA-
T. cruzi, FC-AFPA-L. amazonensis e FC-AFPA-L. chagasi para pesquisa de anticorpos por
citometria de fluxo em plataforma unica.

O primeiro desafio a ser superado foi desenvolver um sistema de andlise seletiva das
formas epimastigotas de T. cruzi e promastigotas de Leishmania spp., considerando que a
similaridade dos aspectos morfométricos desses parasitos impede a selecdo adequada de cada
um deles empregando apenas parametros de tamanho e granulosidade. A solucao foi realizar a
marcacdo gradativa de cada populacdo de parasitos com fluorescéncia 1 (FL- 1) empregando
isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou fluorescéncia 4 (FL- 4) empregando Alexa FlGor647,
sendo o sistema de fluorescéncia utilizado distinto do empregado para revelacdo da
reatividade soroldgica de IgG1 ap6s incubacdo dos parasitos com o soro humano.

Além disso, foram realizados alguns aprimoramentos metodologicos na FC-
TRIPLEX-1gG1. Primeiramente, a pesquisa seletiva da subclasse de anticorpos 1gG1 passou a
ser realizada (Cordeiro et al., 2001), visto que estudos prévios identificaram a pesquisa de 1gG
total como responsavel por parte dos problemas relativos a baixa especificidade dos métodos
diagnosticos soroldgicos, com ocorréncia de reacdes inespecificas. Adicionalmente, o sistema
de revelagdo convencional, que emprega reagentes secundarios diretamente conjugados com
fluorocromos, foi substituido por um sistema de amplificacdo que utiliza o complexo biotina-
estreptavidina, aumentando a sensibilidade do método.

A metodologia FC-TRIPLEX-IgG1 também passou a utilizar um algoritmo de analise
dessincronizada sequencial da reatividade soroldgica de 1gG1l em diluicbes previamente
selecionadas, ja que a utilizacdo de diluicbes seriadas da amostra-teste garante a alta
especificidade em altas diluigdes sem perda da sensibilidade em diluigdes menores, o que
reduz consideravelmente a reatividade cruzada.

Por fim, dados recentes da literatura mostraram que o uso de formas promastigotas de
L. braziliensis em preparacGes antigénicas para o diagnostico sorologico da leishmaniose

tegumentar geralmente oferece melhor desempenho em comparagdo com L. amazonensis.
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Sendo assim, foi feita a substituicdo da espécie de parasito utilizado, objetivando aumentar a
sensibilidade metodoldgica (Rocha et al., 2002; Rocha et al., 2003; Rocha et al., 2006; Pereira
etal., 2012).

Ap0s todas as mudancas e ajustes metodoldgicos, foi realizado um estudo piloto da
metodologia FC-TRIPLEX-IgG1 utilizando uma bateria de soros padrdes de individuos
controles negativos e pacientes portadores de doenca de Chagas, leishmaniose tegumentar e
leishmaniose visceral. Os resultados obtidos foram altamente promissores e o FC-TRIPLEX-
IgG1 demonstrou possuir excelente desempenho no diagnostico diferencial da doenca de

Chagas e das leishmanioses, com 95% de resultados corretos (Teixeira-Carvalho et al., 2014).

4.3.2 Padronizacao

Para a padronizagdo do método FC-TRIPLEX-IgG1 foram selecionadas amostras de
individuos ndo infectados (NI), de portadores de doenca de Chagas (CH), de individuos
tratados e curados para doenca de Chagas, de portadores de leishmaniose tegumentar (LT), de
individuos tratados e curados para LT, de portadores de leishmaniose visceral e de individuos
tratados e curados para LV. As amostras empregadas eram provenientes da soroteca da
FIOCRUZ e da soroteca da Fundacdo PRO-SANGUE de S&o Paulo.

Foram avaliadas varias solucbes tamponantes, diferentes condi¢Ges de cultivo dos
parasitos, de diluicdo dos soros e reagentes, de incubagdo e de processos de lavagem para
permitir um desempenho maximo na detec¢do de anticorpos especificos. A avidez especifica e
a isotipagem da resposta de anticorpos para os antigenos testados foram avaliadas durante a
otimizacdo do ensaio. Foram também avaliados diferentes sistemas de amplificacdo de sinal
fluorescente para encontrar o que possibilitou a maxima sensibilidade do método, algoritmos
computacionais para captura e analise dos dados e o software para auxiliar a interpretacdo dos
resultados.

Por meio do programa estatistico MedCalc Statistical, foi obtida a receiver operating
characteristic curve, conhecida como curva ROC, para avaliagdo da acuracia global da
metodologia e selecdo do ponto de corte/limiar do teste, o que é realizado através da
comparagdo dos resultados de um grupo de pacientes com 0s de um grupo controle bem
caracterizado. Caso seja definido um ponto de corte muito elevado, o teste terd poucos
resultados falso-positivos, mas muitos falso-negativos (baixa sensibilidade). Por outro lado,
caso seja definido um ponto de corte muito baixo, a maioria dos individuos com a doenga

serdo identificados, mas haverd muitos resultados falso-positivos (baixa especificidade).
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Assim, a curva ROC é uma ferramenta para auxiliar na visualizacdo do equilibrio entre alta
sensibilidade e alta especificidade e a definicdo do ponto de corte considera os propdsitos do
teste e as implicacdes dos resultados erroneos, falso-positivos e falso-negativos (Metz, 1978).

A metodologia foi padronizada e sua execugdo ocorre dentro das normas de boas
praticas laboratoriais e das normas de qualidade da FIOCRUZ. Os parametros de
desempenho, como sensibilidade, especificidade, valores preditivos e razdo de
verossimilhanga foram caracterizados e o0s resultados encontrados abriram grandes
perspectivas do ponto de vista da aplicabilidade da técnica na rotina dos servigos de saude,
principalmente nos bancos de sangue, que tem por finalidade garantir a qualidade do sangue e

hemoderivados utilizados em hemoterapia (Vitelli-Avelar et al., 2007).

4.3.3 Estudos pilotos

Os resultados de um estudo piloto, repetido e confirmado, utilizando 77 amostras de
soros bem caracterizadas, tripanosomatideos marcados com concentracGes gradativas de FITC
(FL-1) e um sistema de revelacdo da reatividade de 1gG1 anti-tripanosomatideos com Alexa
Fuor647 (FL-4), mostraram um excelente desempenho da metodologia FC-TRIPLEX-IgG1.

Laura Cotta Repolés 58



Reviséo da Literatura

No primeiro lote de parasitos foram observados 96,1% (74/77) de resultados corretos,

com 3 resultados falso-negativos para leishmaniose tegumentar (Figura 14).
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Figura 14: Reatividade de 1gG1 anti-tripanosomatideos marcados com FITC em soros individuais de pacientes
portadores de leishmaniose visceral (LV), doenga de Chagas (CH), leishmaniose tegumentar (LT) e individuos
ndo infectados (NI). O resultado da reatividade de 1gG1 para cada amostra individual esta expresso como PPFP.
Para a pesquisa de 1gG1 anti-L.chagasi empregou-se como ponte de corte o valor de 60% (linha pontilhada)
entre resultados positivos (PPFP>60%) e negativos (PPFP<60%, na dilui¢cdo do soro 1:2.000. Para a pesquisa de
IgG1 anti-T.cruzi empregou-se como ponte de corte o valor de 50% (linha pontilhada) entre resultados positivos
(PPFP>50%) e negativos (PPFP<50%), na diluicdo do soro 1:32.000. Para a pesquisa de IgGl anti-L.
amazonensis empregou-se como ponte de corte o valor de 60% (linha pontilhada) entre resultados positivos
(PPFP>60%) e negativos (PPFP<60%), na diluicdo do soro 1:1.000.
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Ja no segundo lote de parasitos foram observados 94,8% (73/77) de resultados

corretos, com 3 resultados falso-negativos para leishmaniose tegumentar e um resultado falso-

positivo de um individuo ndo infectado, conforme gréficos abaixo (Figura 15).
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Figura 15: Reatividade de IgG1 anti-tripanosomatideos marcados com FITC em soros individuais de pacientes
portadores de leishmaniose visceral (LV), doenca de Chagas (CH), leishmaniose tegumentar (LT) e individuos
ndo infectados (NI). O resultado da reatividade de 1gG1 para cada amostra individual est& expresso como PPFP.
Para a pesquisa de IgG1 anti-L.chagasi empregou-se como ponte de corte o valor de 60% (linha pontilhada)
entre resultados positivos (PPFP>60%) e negativos (PPFP<60%, na dilui¢do do soro 1:2.000. Para a pesquisa de
1gG1 anti-T.cruzi empregou-se como ponte de corte o valor de 50% (linha pontilhada) entre resultados positivos
(PPFP>50%) e negativos (PPFP<50%), na diluicdo do soro 1:32.000. Para a pesquisa de 1gGl anti-L.
amazonensis empregou-se como ponte de corte o valor de 60% (linha pontilhada) entre resultados positivos
(PPFP>60%) e negativos (PPFP<60%), na diluicdo do soro 1:1.000.
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Os resultados de outro estudo piloto, repetido e confirmado, utilizando também 77
amostras de soros bem caracterizadas, tripanosomatideos desta vez marcados com
concentracOes gradativas de Alexa Flor647 (FL-4) e um sistema de revelacéo da reatividade
de 1gG1 anti-tripanosomatideos com SAPE (FL-2), mostraram um desempenho ainda melhor
da metodologia TRIPLEX, com 97,4% (75/77) e 98,7% (76/77) de resultados corretos.

No primeiro lote de parasitos foram observados 97,4% (75/77) de resultados corretos,

um resultado falso-negativo para doenca de Chagas e um falso-negativo para LT (Figura 16).
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Figura 16: Reatividade de IgG1 anti-tripanosomatideos marcados com Alexa FlGor647 em soros individuais de
pacientes portadores de leishmaniose visceral (LV), doenca de Chagas (CH), leishmaniose tegumentar (LT) e
individuos ndo infectados (NI). O resultado da reatividade de 1gG1 para cada amostra individual esta expresso
como PPFP. Para a pesquisa de 1gG1 anti-L.chagasi empregou-se como ponte de corte o valor de 60% (linha
pontilhada) entre resultados positivos (PPFP>60%) e negativos (PPFP<60%, na dilui¢cdo do soro 1:2.000. Para a
pesquisa de IgG1l anti-T.cruzi empregou-se como ponte de corte o valor de 50% (linha pontilhada) entre
resultados positivos (PPFP>50%) e negativos (PPFP<50%), na diluicdo do soro 1:32.000. Para a pesquisa de
IgG1 anti-L. amazonensis empregou-se como ponte de corte o valor de 60% (linha pontilhada) entre resultados
positivos (PPFP>60%) e negativos (PPFP<60%), na diluigdo do soro 1:1.000.
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Ja no segundo lote de parasitos foram observados 98,7% (76/77) de resultados

corretos, com apenas um falso-negativo para doenca de Chagas (Figura 17).
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Figura 17: Reatividade de IgG1 anti-tripanosomatideos marcados com Alexa Flior647 em soros individuais de
pacientes portadores de leishmaniose visceral (LV), doenca de Chagas (CH), leishmaniose tegumentar (LT) e
individuos ndo infectados (NI). O resultado da reatividade de 1gG1 para cada amostra individual esti expresso
como PPFP. Para a pesquisa de 1gG1 anti-L.chagasi empregou-se como ponte de corte o valor de 60% (linha
pontilhada) entre resultados positivos (PPFP>60%) e negativos (PPFP<60%, na diluicdo do soro 1:2.000. Para a
pesquisa de IgG1 anti-T.cruzi empregou-se como ponte de corte o valor de 50% (linha pontilhada) entre
resultados positivos (PPFP>50%) e negativos (PPFP<50%), na diluicdo do soro 1:32.000. Para a pesquisa de
IgG1 anti-L. amazonensis empregou-se como ponte de corte o valor de 60% (linha pontilhada) entre resultados
positivos (PPFP>60%) e negativos (PPFP<60%), na dilui¢do do soro 1:1.000.

Desta forma, a analise dos resultados dos estudos pilotos demonstrou que o FC-
TRIPLEX-1gG1 apresenta-se como uma nova ferramenta complementar aplicavel ao
diagndstico soroldgico diferencial da doenga de Chagas, leishmaniose visceral e leishmaniose

tegumentar.
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4.3.4 Vantagens do metodo

Os métodos soroldgicos HAI, RIFI e ELISA, utilizados atualmente no diagndstico da
doenca de Chagas, apresentam desempenho varidvel relacionado principalmente a
especificidade oscilante (Luquetti e Rassi, 2000). Este fator esta associado, na maioria dos
casos, a reatividade cruzada dos anticorpos com antigenos encontrados em parasitos
pertencentes & mesma familia Tripanosomatidae, como é o caso do T. cruzi e Leishmania sp.
(Vexenat et al., 1996).

Na metodologia FC-TRIPLEX-lgG1 a reatividade cruzada € reduzida
consideravelmente, uma vez que ela é baseada no uso simultaneo e em plataforma Unica de
formas epimastigotas de T. cruzi e formas promastigotas de L. chagasi e L. braziliensis,
fazendo com que os anticorpos presentes no soro-teste tenham maior avidez pelo seu antigeno
especifico.

Outras vantagens incluem: simplicidade de realizacdo da técnica; tempo de execucao
compativel as necessidades de liberacao rapida de resultados (cerca de duas horas de teste);
uso de microvolumes de amostras bioldgicas e de reagentes; menor influéncia de varidveis
externas como temperatura, concentracdo de reagentes secundarios e tempo de reacao;
analises isentas de variabilidades metodoldgicas inerentes ao analista; liberacdo de resultados
qualitativos e semi-quantitativos; boa reprodutibilidade; menor custo relativo (devido ao uso
de microvolumes de reagentes e ao fato de muitos laboratérios ja possuirem o citbmetro de
fluxo); perspectiva de automagéo com uso de microplacas; e, ainda, possibilidade de realizar o
diagnostico soroldgico diferencial de trés doencas numa unica reacao.

Além disso, a citometria de fluxo utiliza lasers para excitacdo dos fluorocromos e
células fotoelétricas potentes para a medida da emissdo de fluorescéncia, 0 que aumenta a
capacidade de deteccdo do método proposto e faz com que a sensibilidade e a especificidade
sejam superiores as observadas em métodos soroldgicos existentes, que utilizam protocolos de
deteccdo e revelacdo convencionais.

E importante considerar também que a utilizacdo de ensaios soroldgicos multiplos em
plataforma Unica representa uma tendéncia mundial recente em diagndstico e pesquisa.
Embora ja existam propostas que sugerem o uso de metodologias multiplas em ensaios para
triagem soroldgica em banco de sangue, nenhuma abordagem utiliza parasitos integros pré-
fixados visando especificamente o diagndstico diferencial da doengca de Chagas e das

leishmanioses.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

Este estudo integra o “Estudo Multicéntrico Internacional em Doadores de Sangue”,
que tem como foco o desenvolvimento de pesquisas que proporcionem 0 aumento da
seguranga transfusional, especialmente no sentido de estabelecer novas tecnologias que
garantam uma triagem soroldgica eficaz, por meio do uso de técnicas de alta sensibilidade e
especificidade (Loureiro et al., 2014).

Trata-se, portanto, de uma pesquisa aplicada com objetivo final de verificar a utilidade
da metodologia FC-TRIPLEX-IgG1 na rotina de triagem para doenca de Chagas em bancos
de sangue e no diagndstico complementar tanto da doenca de Chagas quanto das
leishmanioses em laboratdrios de analises clinicas. Como primeiro passo para atingir este
intuito, o presente estudo, de abordagem observacional e quantitativa, objetiva a comparagédo
da metodologia proposta com os testes diagnosticos convencionais. Para isto, foi utilizado o
delineamento transversal.

A comparacdo foi realizada com base nas mesmas amostras, de forma a eliminar
variacOes externas aos testes. Além disso, o estudo foi mascarado, sendo as amostras
codificadas para limitar o acesso a informacéo prévia sobre os resultados dos demais testes até
que as analises fossem totalmente concluidas. O mascaramento previne vieses, tornando mais

confiaveis os resultados observados.
5.2 Hipdteses do estudo

A hipdtese a ser testada é se a metodologia FC-TRIPLEX-1gG1 apresenta um bom
desempenho em relacdo aos métodos convencionais tanto de triagem (ELISA e RIFI) quanto
confirmatorios (recELISA) para o esclarecimento diagndstico e a monitoracdo soroldgica da
doenca de Chagas em bancos de sangue.

5.3 Variéaveis do estudo

As variaveis analisadas neste estudo foram classificadas como qualitativas ou

categoricas, sendo elas: resultado negativo/ndo reativo, resultado indeterminado/inconclusivo
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(zona cinza) e resultado positivo/reativo de acordo com cada um dos testes soroldgicos

realizados.

5.4 Populacéo e amostra

A populacéo do estudo sobre esclarecimento diagnéstico foi constituida por candidatos
a doacdo de sangue que compareceram voluntariamente em trés grandes hemocentros
brasileiros — Fundacio HEMOMINAS, Fundacio HEMOPE e Fundagdo PRO-SANGUE — de
janeiro de 2007 a dezembro de 2008. De 608.590 amostras de soro analisadas pelos
laboratdrios de sorologia dos hemocentros neste periodo, 877 apresentaram resultado néo
negativo (positivo ou indeterminado) na triagem sorolégica para doenca de Chagas e, destas,
91 amostras de soro constituiram a amostragem deste estudo.

J& no estudo sobre monitoracdo soroldgica pos-triagem, individuos com antecedente
de ndo negatividade na triagem sorologica para doenca de Chagas realizada ha 10 anos (1999)
na Fundacdo PRO-SANGUE foram convidados, por carta e/ou telefone, a comparecer
novamente ao hemocentro para nova coleta e retestagem da amostra. A amostragem foi
constituida por 100 amostras de soro, que foram coletadas no ano de 20009.

Assim, um total de 191 amostras foram avaliadas, 91 no estudo sobre esclarecimento
diagnostico e 100 sobre monitoracdo soroldgica pds-triagem. Além destas amostras teste,
amostras de soro de individuos saudaveis e de individuos diagnosticados clinica e
laboratorialmente como portadores de doenca de Chagas, leishmaniose visceral e
leishmaniose tegumentar foram utilizadas como controles nos experimentos para validacédo

dos resultados.
5.5 Area e local do estudo
Este estudo foi desenvolvido em trés grandes hemocentros brasileiros (Figura 18) e no

Laboratorio de Biomarcadores de Diagndstico e Monitoragdo (LBDM) localizado no Centro
de Pesquisas René Rachou (CPqRR/FIOCRUZ).
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| FundagoHemope

Figura 18: Localizagdo dos hemocentros participantes do estudo.
Fonte: ftp://geoftp.ibge.gov.br/mapas_tematicos/mapas_escolares/mapas_mudos/Brasil.pdf.

A Fundagdo HEMOMINAS foi inaugurada em 1985 e tem como finalidade direcionar
politicas estaduais relativas a hematologia e hemoterapia, garantindo a populacéo a oferta de
sangue e hemoderivados de qualidade. A unidade coordenadora da rede esta localizada em
Belo Horizonte/MG, mas h& vérias outras unidades no interior do estado. Somadas, elas
atendem a maioria dos estabelecimentos de satde de Minas, com 540 entidades conveniadas e
cobertura de cerca de 90% dos procedimentos transfusionais realizados em todo o estado.
Segundo dados de 2013, a Fundacdo HEMOMINAS é responsavel por cerca de 23 mil coletas
mensais, realizando aproximadamente 165 mil exames sorologicos e dando suporte direto a
mais de 8 mil pacientes (HEMOMINAS, 2014).

A Fundacdo HEMOPE foi criada em 1977 como uma organizacdo de carater
cientifico, educacional e assistencial que presta servicos nas areas de hematologia e
hemoterapia. A unidade coordenadora da rede estadual esta localizada em Recife/PE. A
Fundacdo HEMOPE tem uma média mensal de 11 mil doacdes, sendo que s6 na regido
metropolitana sdo 7,8 mil doagdes mensais, 0 que corresponde a cerca de 70% do total do
estado (HEMOPE, 2014).

A Fundagio PRO-SANGUE, foi criada em 1984 e a unidade coordenadora da rede
estadual esta localizada em S&o Paulo/SP. A Fundacdo PRO-SANGUE coleta e processa
mensalmente cerca de 12 mil bolsas de sangue, realizando cerca de 108 mil exames
soroldgicos e 100 mil exames imunohematoldgicos. O sangue tém como destino mais de 100
instituicdes de saude. O volume de sangue coletado equivale a aproximadamente 32% do
consumido na regido metropolitana de S&o Paulo (PRO-SANGUE, 2014).
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O Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR) ou FIOCRUZ Minas, localizado em
Belo Horizonte/MG, é uma unidade regional da Fundacdo Oswaldo Cruz, sendo esta
vinculada ao Ministério da Saude e localizada no Rio de Janeiro/RJ. O CPgRR, nomeado em
homenagem ao sanitarista que o dirigiu até o ano de 1957, realiza pesquisa, desenvolvimento
e inovacdo em salde, possuindo 22 grupos de pesquisa, que exercem parcerias com as
principais instituicdes de ensino, assisténcia medica e pesquisa do estado de Minas Gerais,

além de outras no ambito nacional e internacional (CPqRR, 2014).

5.6 Instrumentos e procedimentos de coleta de dados

5.6.1 Coleta e processamento das amostras

As amostras de sangue total foram provenientes de potenciais doadores que
compareceram voluntariamente a Fundacdo HEMOMINAS, Fundacdo HEMOPE e Fundacéo
PRO-SANGUE de janeiro de 2007 a dezembro de 2008 (estudo sobre esclarecimento
diagndstico) ou foram convidados a comparecer a Fundagio PRO-SANGUE no ano de 2009
(estudo sobre monitoracdo soroldgica pos-triagem). As coletas foram executadas
assepticamente por punc¢do venosa e em tubos contendo anticoagulante (EDTA, heparina ou
citrato). Em seguida, o sangue total foi processado por centrifugacédo para obtencdo dos soros,
sendo estes aliquotados, devidamente identificados e estocados em freezer a -20°C até a
realizacdo dos testes soroldgicos.

No momento do uso, as amostras de soro foram descongeladas, homogeneizadas e
centrifugadas para remocdo de particulas (14.000 rpm, 5 minutos). Além disto, para
realizacdo do FC-TRIPLEX-IgF1, elas foram também inativadas pela temperatura (56°C, 30
minutos), diluidas em solucédo salina tamponada com fosfato-PBS suplementado com 3% de
soro fetal bovino (SBF — GIBCO) e centrifugadas (13.000 rpm, 5 minutos), sendo o

sobrenadante utilizado no teste.

5.6.2 Estudo sobre esclarecimento diagnostico

Apbs coleta e processamento das amostras de sangue, os hemocentros realizaram a
triagem sorologica para doenca de Chagas com os soros dos candidatos a doacdo. Para isto,
foi utilizada a metodologia ELISA empregando kits de fabricantes diferentes, conforme

disponibilidade no momento da realizagdo do teste.
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Os kits ELISA utilizados foram os seguintes: Chagateck ELISA (Biomérieux), que usa
antigenos purificados de T. cruzi e apresenta sensibilidade de 100% e especificidade superior
a 99%; ELISA Cruzi (Biomérieux), que usa como antigeno um extrato bruto obtido a partir da
extracdo alcalina de formas epimastigotas do T. cruzi, com sensibilidade de 100% e
especificidade superior a 98%; Gold ELISA Chagas (REM), que usa uma combinagdo de
antigenos recombinantes e lisados purificados de formas epimastigotas do T. cruzi, com 100%
de sensibilidade e 99,7% de especificidade; e Test ELISA Chagas Il (Bioschile Ingenieria
Genética S.A., Santiago, Chile), que usa extratos totais de T. cruzi, incluindo antigenos de
membrana altamente imunogénicos, e apresenta sensibilidade e especificidade de 100%. Os
valores de sensibilidade e especificidade descritos foram obtidos nos estudos de desempenho
realizados pelos proprios fabricantes e foram extraidos dos respectivos protocolos dos kits.

O valor do ponto de corte considerado para andlise dos resultados em bancos de
sangue é menor do que o considerado em laboratorios de analises clinicas, visando diminuir
ainda mais o risco de um resultado falso-negativo. Assim, independente do kit ELISA
utilizado, os hemocentros classificaram como indeterminadas (zona cinza) as amostras com
indice de reatividade entre 0.8 e 1.2 (zona de indeterminagdo), como negativas as amostras
com indice de reatividade inferior a 0.8, e como positivas as amostras com indice de
reatividade superior a 1.2. Todas as bolsas de sangue correspondentes as amostras positivas
ou indeterminadas foram descartadas para doacao.

O ELISA realizado nos hemocentros foi denominado ELISA-I e parte das amostras
com resultado ndo negativo foi selecionada e enviada ao laboratério para realizacdo deste
estudo (n=91). Como forma complementar de triagem foram realizados os testes ELISA
(Chagateck ELISA ou ELISA Cruzi, ambos da Biomérieux), que foi denominado ELISA-II, e
RIFI (ImunoCruzi, Biomérieux, com sensibilidade de 100% e especificidade de 95%).

Para uma mesma amostra, 0 ELISA-II foi realizado, necessariamente, com um kit
diferente daquele utilizado no ELISA-I e foram usados os critérios dos fabricantes para
considerar as amostras como positivas, indeterminadas ou negativas. Em relacdo aos
resultados da RIFI, as amostras foram consideradas positivas quando o titulo foi maior que
1/20 e indeterminadas quando o titulo foi igual a 1/20.

Assim, em cada amostra, foram realizados dois testes ELISA (denominados ELISA-I e
ELISA-II) e apenas um teste RIFI. Baseado nos resultados dos trés testes de triagem
realizados, as amostras com sorologia ndo negativa (n = 91) foram classificadas em dois

subgrupos: DISC+ (discordantes na triagem), quando os resultados de um ou mais testes
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foram diferentes, e POSt (positivas na triagem), quando todos os testes apresentaram
resultados reativos.

Para confirmacdo dos resultados e esclarecimento diagnostico das amostras
inconclusivas foram realizados os métodos soroldgicos confirmatérios Chagatest ELISA
recombinante v.3.0 (Wiener Lab, Rosario, Argentina), ja disponivel no mercado, e a nova
metodologia FC-TRIPLEX-1gG1.

O ELISA recombinante, denominado neste estudo de recELISA, constitui-se em um
método de 3? geracdo, com sensibilidade de 98,8% e especificidade de 99%. Ele utiliza uma
mistura antigénica composta por 6 antigenos recombinantes (1, 2, 13, 30, 36 e SAPA),
provenientes de proteinas especificas das formas tripomastigota e epimastigota de T. cruzi.

Os resultados de todos os testes realizados foram estatisticamente comparados com a
finalidade de se verificar o desempenho da nova metodologia FC-TRIPLEX-IgG1 em relagéo
as metodologias ja existentes no mercado.

Considerando que as amostras foram coletadas em regides co-endémicas para doenca
de Chagas e leishmanioses, que 0s testes sorologicos estdo propensos a reacdo cruzada e que o
FC-TRIPLEX-IgGL1 possui potencial para diagnosticar ambas as doencas, a positividade para
as leishmanioses também foi verificada para todas as amostras.

O fluxograma da metodologia do estudo sobre esclarecimento diagnostico esta

representado na Figura 19.

5.6.3 Estudo sobre monitoragéo soroldgica pos-triagem

Os candidatos a doacdo de sangue que compareceram voluntariamente a Fundacéo
PRO-SANGUE, localizada em S&o Paulo/SP, e apresentaram resultado ndo negativo na
triagem soroldgica para doenca de Chagas realizada no ano de 1999 foram convidados a
comparecer novamente ao hemocentro 10 anos depois para coleta de nova amostra de sangue.

As amostras de soro destes individuos (n = 100) foram selecionadas com base nos
resultados da retestagem para doenca de Chagas utilizando os testes convencionais ELISA
(Biomérieux) e RIFI (Biomérieux). As amostras com resultado negativo em ambos os testes
foram classificadas como ELISA-RIFI-, enquanto as amostras com resultado positivo em
ambos os testes foram classificadas como ELISA+RIFI+.

Os testes confirmatorios recELISA — Chagatest ELISA recombinante v.3.0 (Wiener
Lab, Rosario, Argentina) — e FC-TRIPLEX-1gG1 foram realizados em todas as amostras. Os

resultados foram estatisticamente comparados com a finalidade de verificar o desempenho da
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nova metodologia FC-TRIPLEX-IgG1 em relacdo as metodologias ja existentes no mercado
para a monitoracdo soroldgica de individuos com precedente de ndo negatividade na triagem
soroldgica para doenca de Chagas.

O fluxograma da metodologia do estudo sobre monitoragdo sorologica pos-triagem

esta representado na Figura 19.

Esclarecimento Diagndstico Monitoracéo Soroldgica Pds-Triagem

Amostras com resultados NAO-NEGATIVOS
na triagem soroldgica para doenca de Chagas
em bancosde sangue

Amostras com resultados NAO-NEGATIVOS
na triagem sorolégica para doenga de Chagas
em bancosde sangue realizada ha dezanos

ELISA-I ELISA-II RIFI
TOTAL Re-teste Consenso
n=91 (ELISA/RIFI)
DISCORDANTES POSITIVOS ELISA-RIFI- ELISA+RIFI+
n=71 n=20 n=>50 n=50
Métodos Métodos
Confirmatorios Confirmatorios
FC-TRIPLEX-IgG1 recELISA FC-TRIPLEX-1gG1 recELISA

Figura 19: Fluxograma da metodologia do estudo sobre o esclarecimento diagnéstico
e sobre a monitoracdo soroldgica pos-triagem.

5.6.4 Métodos convencionais de diagndstico soroldgico da doenca de Chagas

Todos os testes foram realizados segundo as instrucbes dos fabricantes e o0s
procedimentos seguiram todas as precaugdes de seguranca recomendadas. Os calculos do
valor do cut-off, bem como a leitura e interpretagdo dos resultados, foram realizados
conforme descrito nas respectivas sessdes dos protocolos de cada kit diagnostico (exceto o

ELISA-I, realizado nos hemocentros, conforme explicado acima).
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5.6.4.1 Ensaio imunoenzimatico convencional (ELISA) e recombinante (recELISA)

A tecnologia ELISA, desenvolvida na década de 1970, consiste em um ensaio
imunoenzimatico amplamente utilizado para detecgdo de antigenos e anticorpos de uma ampla
variedade de doencas infecciosas.

O ELISA convencional utiliza como antigeno o lisado parasitario total, enquanto o
ELISA recombinante (recELISA) utiliza apenas proteinas consideradas altamente antigénicas
selecionadas do parasito por meio da tecnologia do DNA recombinante.

No diagnostico da doenca de Chagas, 0 ELISA permite a deteccdo de anticorpos anti-
T. cruzi no soro ou plasma humanos por meio da mudanca de cor da reacdo. Na primeira etapa
de incubacdo, antigenos de T. cruzi existentes na fase sélida (pocos da placa onde é realizado
0 ensaio) capturam anticorpos anti-T. cruzi do soro teste, caso eles estejam presentes,
formando complexos estaveis antigeno-anticorpo. Apo6s lavagem para eliminacdo das
imunoglobulinas ndo ligadas, ocorre a segunda etapa de incubacdo, em que anticorpos
monoclonais anti-imunoglobulina humana conjugados com a enzima peroxidase se ligam aos
complexos formados. Entdo, uma segunda etapa de lavagem é realizada para remocdo do
conjugado enzimatico ndo ligado e, em seguida, ocorre a incubacdo com substrato
cromogénico (perdxido de hidrogénio e tetrametilbenzidina-TMB) para revelar a presenca da
peroxidase. Se o conjugado ligado estiver presente, a peroxidase ira clivar o peroxido de
hidrogénio, resultando em um composto intermediario que oxida o0 TMB e forma um produto
final de cor azul. Ap6s a incubacdo, é adicionado um reagente de bloqueio acido para
interromper a reacdo enzimatica e o TMB oxidado adquire coloracdo amarela. A intensidade
da cor é medida pelo espectrofotdmetro, sendo proporcional a quantidade de conjugado ligado

e, portanto, a concentracdo de anticorpos anti-T. cruzi presente na amostra.

5.6.4.2 Reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI)

A reacdo de RIFI é baseada na interacdo de antigenos do T. cruzi fixados em uma
lamina de vidro com anticorpos especificos anti-T. cruzi, caso eles estejam presentes no soro
teste. Ao ser adicionado o conjugado, composto por uma anti-imunoglobulina humana ligada
a uma substéncia fluorescente denominada isotiocianato de fluoresceina, este servird como
revelador da ligacao antigeno-anticorpo.

A leitura dos resultados é feita ao microscopio de fluorescéncia. A amostra é

considerada reagente caso haja fluorescéncia uniforme em toda a membrana dos
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tripanosomas, ndo reagente em caso de auséncia total de fluorescéncia, e indeterminada
guando ha fluorescéncia inespecifica caracterizada por qualquer padrdo diferente dos
anteriormente descritos. A RIFI quantitativa determina, ainda, o titulo das amostras reagentes
(LIAC, 2014).

5.6.5 Metodologia TRIPLEX (FC-TRIPLEX-1gG1)

O FC-TRIPLEX-IgG1 consiste em uma reacdo de imunofluorescéncia indireta,
realizada em uma suspensao liquida, empregando formas epimastigotas do T. cruzi e formas
promastigotas de L. chagasi e de L. braziliensis para pesquisa simultanea de anticorpos 1gG1
anti-T. cruzi, anti-L. chagasi e anti-L. braziliensis por citometria de fluxo. Na presenca destes
anticorpos, ocorre a reatividade sorologica.

Os parasitos utilizados séo previamente fixados, diferencialmente marcados com
concentragdes gradativas de fluorocromo e combinados em plataforma Unica, o que possibilita
a analise simultanea de diferentes grupos de anticorpos especificos em um unico teste de
imunofluorescéncia, empregando a citometria de fluxo como método de segregacdo de
parasitos e amplificacdo dos sinais de fluorescéncia nas etapas de leitura e analise de dados.

A utilizacdo de um sistema de analise da subclasse 1gG1 e de um algoritmo de analise
e interpretacdo dos resultados da reatividade em diluicdes seriadas pré-selecionadas da
amostra teste representam componentes adicionais de inovacdo e ineditismo no

desenvolvimento da metodologia.
5.6.5.1 Obtencdo e preparo dos parasitos

O FC-TRIPLEX-IgG1 utiliza formas epimastigotas de T. cruzi e formas promastigotas
de L. braziliensis e L. chagasi. Os parasitos foram cultivados em meio de cultura LIT (Liver
Infusion Tryptose) e incubados a 28°C e 24°C, respectivamente, para realizacdo dos ensaios.
Apds sete dias para epimastigotas e dois dias para promastigotas, as culturas com
aproximadamente 3,0 x 10° parasitos/mL foram examinadas quanto a motilidade, morfologia
e auséncia de contaminacédo e, em seguida, foram re-inoculadas em um novo frasco contendo
M199. Desta forma, as cultura foram mantidas rotineiramente no laboratdrio (Cordeiro et al.,
2001; Rocha et al., 2002).

Posteriormente, a suspensdo de cada parasito foi transferida para tubos Falcon,

homogeneizada em vortex a baixa rotacdo para desfazer os grumos e centrifugada em baixa
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velocidade (300 rpm, 10 minutos, temperatura ambiente) para remogéo de detritos celulares e
contaminantes como eritrocitos. Para recuperacdo dos parasitos no sobrenadante, os tubos
foram deixados em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente. Os parasitos recuperados
no sobrenadante foram lavados trés vezes com PBS 3% SFB (2.500 rpm, 4°C, 7 minutos) e
fixados utilizando solugédo fixadora MFF (Macs Facs Fix) e PBS 3% SFB (4°C, 24 horas).
Para os ensaios de citometria, os parasitos foram quantificados em camara de Neubauer e sua
concentracdo foi ajustada para 5,0x10° parasitos/mL em PBS (Cordeiro et al., 2001; Rocha et
al., 2002).

Os tripanosomatideos fixados e ajustados foram incubados separadamente (37°C, 30
minutos, ao abrigo da luz, sob agitacdo constante) com concentracdes gradativas de Alexa
fluor647, de forma que a populacdo de L. braziliensis fosse intensamente marcada (125uL de
fluorocromo), a de T. cruzi moderadamente marcada (7,8uL de fluorocromo) e a de L.
chagasi permanecesse sem marcacao. Apds trés lavagens com PBS 3% SFB (2.200 rpm, 4°C,
10 minutos), os parasitos marcados foram ressuspendidos e armazenados (4°C, 24 horas,
protegidos da luz) até o momento do uso.

A fixacdo com MFF é necessaria para manter a integridade dos parasitos, inibindo
alteracOes celulares geradas por vias metabodlicas ou energéticas. A fixacdo preserva também
as marcagOes, possibilitando a analise posterior no citdbmetro de fluxo. Durante todo o
processo de preparo e também na reacdo de imunofluorescéncia indireta descrita abaixo, 0s
parasitos sdo submetidos a lavagens sequenciais com PBS 3% SFB, a fim de remover
impurezas da suspensdo que podem influenciar na viabilidade, morfologia e funcionalidade
celular, como células mortas, debris, anticorpos que ndo se ligaram ao antigeno, excesso de
solucdes de bloqueio e de fixacdo. A salina tamponada com fosfato (PBS) tem como funcgéo
manter o pH e a quantidade adequada de sal na solucéo, enquanto o soro fetal bovino (SFB) é
um suplemento amplamente utilizado por conter baixo nivel de anticorpos e muitos fatores de

crescimento para as células (de Carvalho et al., 2010).

5.6.5.2 Reacéo de imunofluorescéncia indireta por citometria de fluxo

Para realizagdo dos ensaios, foram utilizadas microplacas com fundo em “U”,
contendo 96 pocos. Uma suspensdo mista com 50pL dos parasitos foi incubada (37°C, 30
minutos, ao abrigo da luz) com 50uL de soro humano inativado e diluido de forma seriada de
1:250 a 1:32.000 em PBS 3% SFB. Apo0s incubagdo com o soro, os parasitos foram
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duplamente lavados em 150uL de PBS 3% SFB por centrifugacdo (2.200 rpm, 18°C, 10
minutos) e o sobrenadante foi desprezado.

Para revelacdo da ligacdo de IgGl na superficie dos parasitos, procedeu-se a
incubacéo (37°C, 30 minutos, ao abrigo da luz) com 50pL de anticorpo monoclonal anti-1gG1
humano biotinilado (diluicdo 1:6.400 em PBS-3% SFB) e 20uL do conjugado
estreptoavidina-ficoeritrina (SAPE, dilui¢do 1:400 em PBS 3% SFB).

Apos a incubacéo, os parasitos foram novamente lavados duas vezes com 150uL de
PBS 3% SBF por centrifugacdo (2.200 rpm, 18°C, 10 minutos) e o sobrenadante foi
desprezado. Os parasitos foram, entdo, ressuspendidos com 200uL de solucdo fixadora para
citometria (MFF) e as amostras foram mantidas a 4°C, por pelo menos 30 minutos, ao abrigo
da luz. O tempo maximo para a leitura no citbmetro de fluxo e aquisi¢do dos dados foi de 24
horas ap0s fixagdo dos parasitos.

Para validacdo dos resultados e monitoramento das ligacOes inespecificas, em cada
conjunto de testes foram adicionados um controle negativo, constituido por soro de individuo
ndo infectado (NI); trés controles positivos, constituidos por soros de individuos portadores
de leishmaniose visceral (LV), doenga de Chagas (DC) e leishmaniose tegumentar (LT); e um
controle da reacdo/do conjugado (CC), constituido por parasitos fixados incubados na

auséncia de soro humano, porém na presenca do anticorpo secundario.
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Os passos descritos estdo ilustrados na Figura 20.
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Figura 20: Representacdo esquematica do FC-TRIPLEX-1gG1.

5.6.5.3 Obtencéo dos dados de citometria de fluxo

A citometria de fluxo utiliza um sistema 6ptico eletrénico para identificar células ou
particulas através da ligacdo destes a anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos.
Quando o fluorocromo intersecta o laser do aparelho, ocorre a dispersdo luminosa, que
permite a avaliacdo de parametros morfologicos (tamanho: FSC — Forwars Scatter e
granulosidade ou complexidade interna: SSC — Side Scatter) e a emissdo de fluorescéncia, que
permite verificar a presenca do antigeno ou anticorpo de interesse (Madeya e Pfab-Tokarsky,
1992; Traganos, 1994).

A aquisicdo dos dados do estudo foi realizada no citometro de fluxo FACScalibur
(Becton Dickinson) empregando o software Cell-Quest. As analises dos dados obtidos foram
realizadas no programa FlowJo 7.6.5. Para cada amostra foram adquiridas informacdes
relativas aos parametros tamanho, granulosidade e intensidade relativa de fluorescéncia de
10.000 parasitos.
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Como T. cruzi e Leishmania spp. apresentam aspectos morfométricos similares, a
distribuicdo desses parasitos no grafico de tamanho versus granulosidade é homogénea, o que
permite o posicionamento de um marcador (R1) sobre a regido correspondente a populagdo
celular de interesse.

Os parasitos marcados com concentracdes gradativas de Alexa fluor647 emitem sinais
luminosos correspondentes a fluorescéncia do tipo 4 (FL-4, fluorescéncia cor-de-rosa) quando
excitados, enquanto os anticorpos biotinilados marcados com SAPE, se presentes, emitem
sinais luminosos correspondentes a fluorescéncia do tipo 2 (FL2 - fluorescéncia laranja)
quando excitados. Assim, nos graficos de FL-4 versus FL-2, os parasitos que ndo emitem FL-
4 correspondem as formas promastigotas de L. chagasi, 0s que apresentam baixa intensidade
de FL-4 correspondem as formas epimastigotas de T. cruzi e os que apresentam alta
intensidade de FL-4 correspondem as formas promastigotas de L. braziliensis. Esta separacdo
permite o posicionamento de um marcador sobre a regido correspondente a cada uma dessas
populacdes de parasitos (R2, R3 e R4, respectivamente).

Para cada populacdo de parasitos selecionada foi estabelecido um limiar de
negatividade em funcdo da curva de fluorescéncia obtida para o controle da ligacéo
inespecifica do conjugado (M1). Em seguida, foi determinado o percentual de parasitos
fluorescentes positivos (PPFP), correspondente aos resultados das analises de fluorescéncia
FL-2 apresentados pelos parasitos apds a incubagao com 0s Soros.

Para cada experimento foi estabelecido um limiar de reatividade de, no méaximo, 2%
de PPFP para o controle interno da reacdo (controle do conjugado) e, empregando 0 mesmo
limiar, foram obtidos os valores de PPFP para cada amostra de soro avaliada com cada
espécie de tripanosomatideo - L. chagasi, T. cruzi e L. braziliensis.

Para cada conjunto de ensaios, um novo marcador foi posicionado empregando o
controle do conjugado daquele experimento. Esse tipo de parametro oferece vantagens como
facilidade e rapidez para obtencdo dos resultados, além de reprodutibilidade dos dados obtidos

em analises inter laboratoriais ou em analises realizadas repetidas vezes.
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A Figura 21 ilustra os passos descritos para a obtencdo dos dados de citometria de

fluxo.
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Figura 21: Representacdo esquematica da sequéncia de andlises dos dados obtidos por citometria de fluxo:
selecdo da populacdo de tripanosomatideos de acordo com os parametros de tamanho e granulosidade e
histogramas individuais representando o percentual de parasitos fluorescentes positivos (PPFP).

5.6.5.4 Interpretacéo dos resultados

Com o objetivo de minimizar a reatividade cruzada no diagndstico diferencial da
doenca de Chagas, leishmaniose tegumentar e leishmaniose visceral, 0 FC-TRIPLEX-IgG1
utiliza um algoritmo dessincronizado na pesquisa concomitante de anticorpos IgG1l anti-
L.chagasi, anti-T.cruzi e anti- L. braziliensis em uma mesma amostra de soro. A interpretacdo
dos resultados segue os critérios descritos abaixo.

A primeira avaliagcdo consiste na analise da reatividade de 1gG1 anti-L. chagasi na
diluicdo do soro 1:32.000, considerando o ponto de corte de PPFP=60%. Assim, dado um
valor de PPFP>60%, o resultado é considerado positivo para leishmaniose visceral. Dado um
valor de PPFP<60%, o resultado é considerado negativo e segue-se para 0 proXimo passo.

A segunda avaliacdo consiste na analise da reatividade de IgG1l anti-T. cruzi na
diluicdo do soro 1:2.000, considerando o ponto de corte de PPFP=50%. Assim, dado um valor
de PPFP>50%, o resultado ¢ considerado positivo para doenga de Chagas. Dado um valor de

PPFP<50%, o resultado é considerado negativo e segue-se para 0 proximo passo.

Laura Cotta Repolés 77



Materiais e Métodos

A terceira avaliacdo consiste na analise da reatividade de 1gG1 anti-L. braziliensis na
diluicdo do soro 1:1.000, considerando o ponto de corte de PPFP=60%. Assim, dado um valor
de PPFP>60%, o resultado ¢ considerado positivo para leishmaniose tegumentar. Dado um
valor de PPFP<60%, o resultado é considerado negativo e o soro é classificado como néo
reativo para os tripanosomatideos e, portanto, o individuo nao esta infectado.

A Figura 22 mostra o algoritmo de interpretacdo de resultados do FC-TRIPLEX-1gG1.

Amostra de soro

FC-TRIPLEX-1gG1

Diluicdo do soro 1:32.000
Reatividade 1gG1 anti-L. chagasi
PPFP > 60%

Diluigdo do soro 1:32.000
Reatividade 1gG1 anti-L. chagasi
PPFP <60%

Resultado positivo para
Leishmaniose visceral (LV)

Resultado negativo

Diluicdo do soro 1:2.000
Reatividade IgG1 anti-T. cruzi
PPFP >50%

Diluicédo do soro 1:2.000
Reatividade IgG1 anti-T. cruzi
PPFP <50%

Resultado positivo para doenga de
Chagas (DC)

Resultado negativo

Dilui¢do do soro 1:1.000
Reatividade IgG1 anti-L. braziliensis
PPFP > 60%

Dilui¢c&o do soro 1:1.000
Reatividade IgG1 anti-L. braziliensis
PPFP <60%

Resultado negativo

Individuo ndo infectado

Figura 22: Algoritmo para interpretacdo dos resultados do FC-TRIPLEX-IgG1.

A Tabela 1 apresenta os possiveis resultados das analises de fluorescéncia, expressos
em PPFP, apresentados por L. chagasi, T. cruzi e L. braziliensis considerando os pontos de
corte de PPFP=60%, PPFP=50% e PPFP=60%, respectivamente, ap0s incuba¢do com o soro
de paciente portador de LV, de DC, de LT e de individuo NI.
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Tabela 1: Resultados possiveis do FC-TRIPLEX-IgG1 em soros de pacientes com leishmaniose visceral (LV),
doenca de Chagas (CH) e leishmaniose tegumentar (LT).

Soro L. chagasi (1:32.000) T. cruzi (1:2.000) L. braziliensis (1:1.000)
>60%PPFP >50%PPFP >60%PPFP
Leishmaniose visceral + +/- +-
Doenca de Chagas - + +/-
Leishmaniose tegumentar - - +

Néo infectado - - -

5.7 Analise estatistica

Todas as informacgfes obtidas durante a realizacdo da pesquisa foram digitadas em
bancos de dados por meio de dupla entrada e posterior correcdo das divergéncias detectadas.

Tabelas de contingéncia foram construidas para resumir os resultados da comparagao
do FC-TRIPLEX-1gG1 com os demais métodos soroldgicos utilizados. Em seguida, o valor p
foi calculado por meio do teste exato de Fisher (em tabelas 2x2) ou do teste qui-quadrado (em
tabelas com mais de duas linhas e/ou colunas) para verificar se houve diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados dos testes (Callegari-Jaques, 2003).

Para medir o grau de concordancia entre os testes foi calculado o indice kappa (k),
considerando que: k < 0 = concordancia nula; 0 < k < 0,19 = concordancia pobre; 0,20 <k <
0,39 = concordancia falha; 0,40 < k < 0,59 = concordancia moderada; 0,60 < k < 0,79 =
concordancia boa; e 0,80 <k < 1,00 = concordancia excelente (Callegari-Jaques, 2003).

Todos os testes estatisticos foram realizados utilizando o GraphPad Prism 5,

considerando o Intervalo de Confianca (IC) de 95% e o nivel de significancia de 5%.

5.8 Consideracdes éticas

O estudo foi realizado em concordancia com a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional
de Salude do Ministério da Saude, que regulamenta a pesquisa em seres humanos, sendo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio HEMOMINAS (N.157/2007)
(Anexo A).

Os doadores que compareceram aos hemocentros e concordaram voluntariamente em
participar do estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),
responderam a um questionario e colheram a amostra de sangue. Os individuos foram
identificados através de nimeros de registro e tiveram sua privacidade e anonimato totalmente

assegurados.
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6 RESULTADOS

6.1 Estudo sobre esclarecimento diagnostico

6.1.1 Caracterizacdo das amostras estudadas

No periodo de janeiro de 2007 a dezembro de 2008, os laboratdrios de sorologia dos
trés hemocentros participantes deste estudo analisaram um total de 608.590 amostras de soro
de doadores de sangue, sendo que 877 (0,14%) apresentaram resultado ndo negativo na
triagem sorologica para doenga de Chagas. Destas, foram utilizadas cerca de 10% para a
realizacdo deste estudo, totalizando 91 amostras: 25/91 coletadas na Fundagdo HEMOMINAS
em Belo Horizonte/MG, 39/91 na Fundacdo HEMOPE em Recife/PE e 27/91 na Fundacao
PRO-SANGUE em Séo Paulo/SP, conforme representado na Figura 23.

® Fundagdo PRO-
SANGUE/SP

42,8% ® Fundagao

HEMOMINAS/MG

Fundagdo
HEMOPE/PE

Figura 23: Distribuicdo das amostras do estudo de acordo com o hemocentro de origem.

6.1.2 Triagem sorologica para doenca de Chagas através dos testes ELISA-I,
ELISA-11 e RIFI

As amostras foram triadas com métodos convencionais amplamente utilizados para
diagndstico da doenca de Chagas, sendo eles dois testes ELISA e um teste RIFI.

O primeiro teste de triagem, denominado ELISA-I, foi realizado nos hemocentros
utilizando quatro kits comerciais diferentes, conforme disponibilidade no momento de
realizacdo do teste. Assim, 32/91 amostras foram testadas com o kit ELISA Cruzi (Biolab-
Mérieux); 25/91 amostras foram testadas com o kit Test ELISA Chagas Il (Bioschile); 20/91
amostras foram testadas com o kit Gold ELISA Chagas (REM); e 14/91 amostras foram
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testadas com o kit Chagateck ELISA (Biolab-Mérieux). O ELISA-I apresentou resultado
positivo para 47/91 (51,6%) amostras e indeterminado para 44/91 (48,4%) amostras.

O segundo teste de triagem realizado, denominado ELISA-II, apresentou resultado
positivo para 62/91 (68,1%) amostras, indeterminado para 8/91 (8,8%) amostras e negativo
para 21/91 (23,1%) amostras. Foram utilizados dois kits comerciais, sendo que 49/91
amostras foram testadas com o kit Chagateck ELISA (Biolab-Mérieux); e 42/91 amostras
foram testadas com o kit ELISA Cruzi (Biolab-Mérieux). Para uma mesma amostra, o Kit
usado no ELISA-I foi necessariamente diferente do usado no ELISA-II.

O terceiro e ultimo teste de triagem realizado foi a RIFI (Biolab-Mérieux), que
apresentou resultado positivo para 25/91 (27,5%) amostras (titulo meédio de 1:160),
indeterminado para 6/91 (6,6%) amostras (titulo igual a 1:20) e negativo para 60/91 (65,9%)

amostras.

6.1.3 Confirmacdo do diagnostico da doenca de Chagas através dos métodos
recELISA e FC-TRIPLEX-I1gG1

Na tentativa de esclarecer os resultados encontrados nos trés testes de triagem para a
doenca de Chagas, foram realizados dois testes confirmatorios: recELISA e FC-TRIPLEX-
IgG1. O teste confirmatdrio recELISA apresentou resultado positivo para 55/91 (60,4%)
amostras e negativo para 36/91 (39,6%) amostras. De todos os resultados indeterminados nos
trés testes de triagem, o recELISA foi negativo em 53,4%.

O teste confirmatorio FC-TRIPLEX-IgG1 apresentou resultado positivo em 32/91
(35,2%) amostras (PPFP > 50%) e negativo em 59/91 (64,8%) amostras. De todos os
resultados indeterminados nos trés testes de triagem, o FC-TRIPLEX-IgG1 foi negativo em
86,2%. Esta nova metodologia é capaz de realizar o diagndstico diferencial entre doenca de
Chagas, leishmaniose visceral e leishmaniose tegumentar e, assim, das amostras negativas
para doenca de Chagas, 1/59 (1,7%) foi positiva para LV (PPFP > 60%), 21/59 (35,6%)
foram positivas para LT (PPFP > 60%) ¢ 37/59 (62,7%) foram negativas para as trés doengas.
As amostras positivas para doenca de Chagas apresentaram PPFP médio de 78,4, a amostra
positiva para LV apresentou PPFP igual a 95,5 e as amostras positivas para LT apresentaram
PPFP médio de 77,0.

De acordo com os resultados do FC-TRIPLEX-IgG1, a positividade para doenca de
Chagas foi maior entre as amostras provenientes de Pernambuco (20/32), seguido de Sao

Paulo (11/32) e de Minas Gerais (1/32). Por outro lado, positividade para leishmanioses foi
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maior entre as amostras de Minas Gerais (12/22), seguido de Pernambuco (9/22) e de Séo
Paulo (1/22).

Os resultados descritos para todos os métodos realizados, tanto os de triagem quanto
os confirmatdrios, estdo representados na Figura 24.
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Figura 24: Resultados dos testes de triagem e dos métodos confirmatdrios para diagnostico da
doenca de Chagas realizados no estudo.

6.1.3.1 Avaliacdo dos métodos confirmatorios segundo o consenso do Ministério da

Salde para diagndstico da doenca de Chagas

Considerando a recomendacdo do Ministério da Salde para o diagnostico da doenca
de Chagas, que sugere a realizacdo de um teste de triagem, geralmente ELISA e, em caso de
resultado positivo, que outro teste de principio diferente seja realizado, geralmente RIFI, foi
feita uma andlise comparativa dos testes confirmatorios de acordo com os resultados
ELISA/RIFI. Assim, do total de amostras estudadas, 38/91 (41,8%) tiveram resultados
concordantes entre a RIFI e pelo menos um dos testes ELISA (I e 1), sendo 23/38 (60,5%)
ELISA+RIFI+ e 15/38 (39,5%) ELISA-RIFI-.

Das amostras ELISA+RIFI+, 17/23 (73,9%) foram positivas no FC-TRIPLEX-1gG1 e
no recELISA. Das 6 amostras negativas no FC-TRIPLEX-IgG1, 3 apresentaram resultado

positivo para leishmaniose e 4 foram também negativas no recELISA. J& nas amostras
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ELISA-RIFI-, 14/15 (93,3%) também foram negativas no FC-TRIPLEX-lIgGl, porém

nenhuma delas 0/15 (0,0%) foi negativa no recELISA. Os resultados estdo representados na

Figura 25.
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Figura 25: Reatividade comparativa em métodos sorolégicos confirmatérios versus testes de triagem de acordo
com o consenso do Ministério da Salde para o diagnostico da doenga de Chagas.

6.1.4 Comparacéo da reatividade dos testes de triagem e dos métodos confirmatdrios

As Tabelas 2 e 3 apresentam 0s resultados dos testes soroldgicos de triagem para

doenca de Chagas realizados no estudo comparados aos observados nos métodos

confirmatdrios recELISA e FC-TRIPLEX-IgG1. Foram mostrados os resultados ‘“falso-

positivos” e “falso-negativos” das técnicas de triagem considerando os resultados dos

métodos confirmatodrios, bem como a concordancia entre os testes.

De acordo com o indice kappa, o teste que apresentou maior concordancia com o FC-
TRIPLEX-1gG1 foi a RIFI, seguido do ELISA-I, recELISA e ELISA-II. A concordancia da

nova metodologia foi ainda maior quando se associam os testes ELISA/RIFI.

O teste que apresentou maior concordancia com o receLISA foi o ELISA-I, seguido
do FC-TRIPLEX-1gG1, ELISA-II, RIFI, ELISA/RIFI. No entanto, a concordancia do
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recELISA com cada um dos métodos de triagem foi inferior a do FC-TRIPLEX-IgG1 com o0s

mesmos métodos.

Tabela 2: Casos positivos, negativos e concordancia de cada técnica de triagem comparados
aos resultados do método confirmatério FC-TRIPLEX-1gGL1.

Testes sorolégicos FC-TRIPLEX-1gG1 indice kappa

A Valor p
para doenca de Chagas = N (grau de concordancia)
ELISA-I P 28 19 05
n=91 N/I 4 40 (moderada) <0,0001
ELISA-II P 26 36 0,2
n=91 N/I 6 23 (falha) 0,0607 (ns)
RIFI P 18 7 05
n=91 N/1 14 52 (moderada) <0,0001
ELISA/RIFI P 17 6 0,6
n=38 N 1 14 (boa) <0,0001
recELISA P 25 30 0,2
n=01 N 7 29 (falha) 0,0137

P: resultado positivo; N: resultado negativo; I: resultado indeterminado; ns: nao significativo.

Tabela 3: Casos positivos, negativos e concordancia de cada técnica de triagem comparados
aos resultados do método confirmatdrio recELISA.

Testes sorolégicos recELISA indice kappa

A Valorp
para doenca de Chagas P N (grau de concordancia)
ELISA-I P 33 14 0,2
n=91 NI 22 22 (falha) 0,0565 (ns)
ELISA-11 P 37 25 -0,02
n=91 N/I 18 11 (nula) 1,000 (ns)
RIFI P 17 8 0,08
n=91 N/I 38 28 (pobre) 04728 (ns)
ELISA/RIFI P 17 6 -0,3
n= 38 N 15 0 (nula) 0,0634 (ns)
FC-TRIPLEX-1gG1 P 25 7 0,2
n=91 N 30 29 (falha) 00137

P: resultado positivo; N: resultado negativo; I: resultado indeterminado; ns: ndo significativo.

Com base nos resultados dos trés testes soroldgicos realizados para triagem da doenga
de Chagas, ELISA-I, ELISA-II e RIFI, as amostras foram classificadas como positivas
(POSy) e discordantes (DISCy). Das amostras que compdem este estudo, 20/91 (22,0%) foram

classificadas como POSy por apresentarem resultados persistentemente reativos nos trés testes
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de triagem e 71/91 (78,0%) foram classificadas como DISCt por apresentarem
incompatibilidade nos resultados em pelo menos um dos testes de triagem realizados.

Das amostras classificadas como POSr, tanto o recELISA quanto o FC-TRIPLEX-
IgG1 confirmaram como positivas 16/20 (80,0%) amostras. Das 4 amostras negativas no FC-
TRIPLEX-1gG1, uma apresentou resultado positivo para LV e uma para LT.

Das amostras classificadas como DISC+, 25/71 (35,2%) foram positivas em dois testes
de triagem, 24/71 (33,8%) foram positivas em apenas um teste de triagem e 22/71 (31,0%)
foram indeterminadas ou negativas, ndo apresentando resultado positivo em nenhum dos
testes de triagem realizados.

Das amostras que apresentaram resultado positivo em dois testes de triagem, 15/25
(60,0%) foram confirmadas como positivas pelo recELISA e 11/25 (44,0%) pelo FC-
TRIPLEX-1gG1. Dentre as amostras negativas no FC-TRIPLEX-1gG1, 6 apresentaram
resultado positivo para LT.

Das amostras que apresentaram resultado positivo em apenas um teste de triagem,
9/24 (37,5%) foram confirmadas como positivas pelo recELISA e 2/24 (8,3%) pelo FC-
TRIPLEX-1gG1. Dentre as amostras negativas no FC-TRIPLEX-1gG1, 10 apresentaram
resultado positivo para LT.

Das amostras que ndo apresentaram resultado positivo em nenhum dos testes de
triagem, apenas indeterminado ou negativo, 15/22 (68,2%) foram positivas no recELISA e
3/22 (13,6%) no FC-TRIPLEX-IgG1. Dentre as amostras negativas no FC-TRIPLEX-IgG1, 4
apresentaram resultado positivo para LT.

Assim, do total de amostras DISC+, 39/71 (54,9%) foram confirmadas como positivas
pelo recELISA e 16/71 (22,5%) pelo FC-TRIPLEX-IgG1. Dentre as amostras negativas para
doenca de Chagas no FC-TRIPLEX-1gG1, 20 apresentaram resultado positivo para LT.

Na Tabela 4, as amostras foram agrupadas conforme a quantidade de resultados
positivos nos testes de triagem. Foi comparada a reatividade dos testes de triagem ELISA-I,
ELISA-II e RIFI em relacdo aos métodos confirmatérios recELISA e FC-TRIPLEX-1gG1

para as 91 amostras de soro que compdem este estudo.
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Tabela 4: Reatividade comparativa em testes de triagem versus métodos confirmat6rios em amostras nao
negativas na triagem soroldgica para doenga de Chagas em bancos de sangue.

Testes de triagem Métodos confirmatorios
Classificacdo Namero de recELISA  FC-TRIPLEX-1gG1
dasamostras ELISA-I ELISA-1I RIFI amostras (%) positivo positivo
DC LV LT
P P P 20 16 16 1 1
POSt
3 Resultados Positivos 20 (22,0%) 16 16 1 1
P P N/I 22 14 10 0 5
N/I P P 2 1 0 0] 1
P N/I P 1 0 1 0 0
2 Resultados Positivos 25 (27,4%) 15 11 0 6
P N/I N/I 4 3 1 0 1
DISCt
N/I P N/I 18 6 0 0 8
N/I N/I P 2 0 1 0 1
1 Resultado Positivo 24 (26,4%) 9 2 0 10
N/I N/I N/I 22 15 3 0 4
0 Resultados Positivos 22 (24,2%) 15 3 0 4
Total 91 (100%) 55 32 1 21

POS+: resultados positivos na triagem; DISC+: resultados discordantes na triagem; P: resultado positivo;
N: resultado negativo; I: resultado indeterminado.

6.1.5 Comparacdo da reatividade dos métodos confirmatérios recELISA e FC-
TRIPLEX-1gG1

Para comparacdo dos métodos confirmatérios FC-TRIPLEX-IgG1 e recELISA, foram
analisados os resultados destes testes no total de amostras e nos subgrupos criados ap6s a
realizacdo dos trés testes de triagem para doenca de Chagas. Do total de amostras (TOTAL),
32/91 (35,2%) foram positivas no FC-TRIPLEX-IgG1 e 55/91 (60,4%) foram positivas no
recELISA, sendo a diferenga de positividade estatisticamente significativa (p = 0,001). Do
subgrupo de amostras classificadas como discordantes (DISCy), 16/71 (22,5%) foram
positivas no FC-TRIPLEX-1gG1 e 39/71 (54,9%) foram positivas no recELISA, sendo a
diferenca de positividade estatisticamente significativa (p = 0,0001). Do subgrupo de
amostras classificadas como positivas (POSt), 16/20 (80,0%) foram positivas tanto no FC-
TRIPLEX-1gG1 quanto no recELISA.
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Os resultados estao representados na Figura 26.

FC-TRIPLEX-1gG1 recELISA

100+ 100+

804 80
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40 40
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TOTAL; DISCt POS; TOTAL; DISC+ POS;
n=91 n=71 n=20 n=91 n=71 n=20
Subgrupos Subgrupos

Figura 26: Reatividade comparativa em métodos sorolégicos confirmatérios no esclarecimento diagndstico de
amostras com resultados ndo negativos na triagem soroldgica para doenca de Chagas em bancos de sangue.
*p =0,001; **p = 0,0001.

A concordancia entre os testes confirmatorios FC-TRIPLEX-IgG1l e recELISA
também foi verificada para todas as amostras e para cada subgrupo, como mostrado na Figura
27. No TOTALy de amostras, a concordancia foi considerada falha (k = 0,2), com 29/91
(31,9%) amostras negativas e 25/91 (27,5%) positivas em ambos 0s testes, sendo discordantes
os resultados em 37/91 (40,6%) amostras. J& no subgrupo DISC+t, a concordancia foi
considerada pobre (k = 0,1), com 26/71 (36,6%) amostras negativas e 10/71 (14,1%) positivas
em ambos os testes, sendo discordantes os resultados em 35/71 (49,3%) amostras. Por fim, no
subgrupo POSr, a concordancia foi considerada boa (k = 0,7), com 3/20 (15,0%) amostras
negativas e 15 (75,0%) positivas em ambos os testes, sendo discordantes os resultados em
apenas 2/20 (10,0%) amostras.

Portanto, os testes confirmatorios tiveram menor concordancia entre os resultados do

subgrupo de amostras DISC+, que também apresenta resultados discordantes nos testes de
triagem realizados neste estudo.
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Figura 27: Concordancia entre os métodos confirmatorios FC-TRIPLEX-1gG1 e recELISA no esclarecimento
diagndstico de amostras ndo negativas na triagem soroldgica para doenca de Chagas em bancos de sangue.

6.1.5.1 Reatividade dos métodos confirmatdrios em relacédo aos testes de triagem no

grupo de amostras DISC+

Como a comparacdo dos métodos confirmatorios FC-TRIPLEX-IgG1l e recELISA
mostrou que eles apresentam desempenhos diferentes e baixa concordancia nas amostras do
subgrupo DISC+, os resultados de cada um destes métodos foram comparados aos dos testes
convencionais utilizados para triagem da doenca de Chagas.

No diagrama da Figura 28 é possivel visualizar a reatividade do FC-TRIPLEX-1gG1
em relacdo aos testes de triagem para as amostras DISCt (n = 71). Ja o grafico (Figura 28)
representa apenas as amostras positivas no FC-TRIPLEX-IgG1 para cada um dos testes de
triagem realizados.

No ELISA-I, nenhuma amostra apresentou resultado negativo, apenas indeterminado e
positivo. Das amostras com resultado indeterminado neste teste, 0 FC-TRIPLEX-IgG1 foi
positivo em 4/44 (9,1%); e das amostras com resultado positivo, 0 FC-TRIPLEX-IgG1 foi
positivo em 12/27 (44,4%). A diferenga da positividade do FC-TRIPLEX-IgG1 entre as
amostras indeterminadas e positivas no ELISA-I foi estatisticamente significativa (p =
0,0003).
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No ELISA-II, das amostras com resultado negativo, o FC-TRIPLEX-IgG1 foi positivo
em 5/21 (23,8%); das amostras com resultado indeterminado, o FC-TRIPLEX-IgG1 foi
positivo em 1/8 (12,5%); e das amostras com resultado positivo, 0 FC-TRIPLEX-IgG1 foi
positivo em 10/42 (23,8%). A diferenca da positividade do FC-TRIPLEX-IgG1 entre as
amostras negativas, indeterminadas e positivas no ELISA-1l ndo foi estatisticamente
significativa (p > 0,05).

Na RIFI, das amostras com resultado negativo, 0 FC-TRIPLEX-1gG1 foi positivo em
10/60 (16,7%); das amostras com resultado indeterminado, o FC-TRIPLEX-IgG1 foi positivo
em 4/6 (66,7%); e das amostras com resultado positivo, 0 FC-TRIPLEX-IgG1 foi positivo em
2/5 (40,0%). A diferenca da positividade do FC-TRIPLEX-IgG1 entre as amostras negativas e
indeterminadas na RIFI foi estatisticamente significativa (p = 0,0021).

FC-TRIPLEX-IgG1

FC-TRIPLEX-IgG1
ELISA-I
ELISA-II
RIFI
100+
p =0,0021
80+
= p = 0,0003 4/6
S
[) 60_
=)
k| 12/27
2 40 ] Negativo
[%2]
& 5/21 10/42 I Indeterminado
10/60 -
20 4144 l Positivo
0/0
NEG IND POS NEG IND POS NEG IND POS
ELISA-I ELISA-II RIFI
DISC;
n=71

Figura 28: Reatividade comparativa no método confirmatério FC-TRIPLEX-IgG1 versus testes de triagem no
esclarecimento diagnéstico de amostras com resultados DISC+ para doenga de Chagas em bancos de sangue.

Da mesma forma como realizado para o FC-TRIPLEX-1gG1, foi construido o
diagrama abaixo para visualizagdo da reatividade do recELISA em relagdo aos testes de
triagem para as amostras DISC+ (n = 71). J& o grafico representa apenas as amostras positivas
no recELISA para cada um dos testes de triagem realizados (Figura 29).
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No ELISA-I, nenhuma amostra apresentou resultado negativo, apenas indeterminado e
positivo. Das amostras com resultado indeterminado, o recELISA foi positivo em 22/44
(50,0%); e das amostras com resultado positivo, o recELISA foi positivo em 17/27 (63,0%).
A diferenca da positividade do recELISA entre as amostras indeterminadas e positivas no
ELISA-I ndo foi estatisticamente significativa (p > 0,05).

No ELISA-II, das amostras com resultado negativo, o recELISA foi positivo em 16/21
(76,2%); das amostras com resultado indeterminado, o recELISA foi positivo em 2/8 (25,0%);
e das amostras com resultado positivo, o recELISA foi positivo em 21/42 (50,0%). A
diferenca da positividade do recELISA entre as amostras negativas e indeterminadas no
ELISA-II foi estatisticamente significativa (p = 0,0056), bem como entre as amostras
negativas e positivas (p = 0,0233).

Na RIFI, das amostras com resultado negativo, o recELISA foi positivo em 35/60
(58,3%); das amostras com resultado indeterminado, o recELISA foi positivo em 3/6 (50,0%);
e das amostras com resultado positivo, o recELISA foi positivo em 1/5 (20,0%). A diferenca
da positividade do recELISA entre as amostras negativas e positivas na RIFI foi

estatisticamente significativa (p = 0,0488).
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Figura 29: Reatividade comparativa no método confirmatério recELISA versus testes de triagem no
esclarecimento diagnéstico de amostras com resultados DISC+ para doenca de Chagas em bancos de sangue.
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6.1.5.2 Reatividade diferencial do FC-TRIPLEX-IgG1 comparada a reatividade do

recELISA em amostras DISC+

A fim de verificar a existéncia de reacdo cruzada com antigenos de Leishmania spp.,
fato que poderia explicar o grande numero de resultados positivos no recELISA em relagédo
aos outros testes feitos neste estudo, foi utilizado o recurso do FC-TRIPLEX-IgGL1 de realizar
o diagnéstico diferencial da doenca de Chagas e das leishmanioses, o que constitui uma das
grandes vantagens do método. Assim, foi analisada a reatividade diferencial das amostras
DISCt (n = 71) no FC-TRIPLEX-IgG1 (Figura 30) e os resultados foram comparados a
reatividade no recELISA (Figura 31).

Considerando os resultados do FC-TRIPLEX-IgG1 para as amostras DISCy, 16/71
(22,5%) foram positivas para doenca de Chagas, 0/71 (0,0%) foi positiva para leishmaniose
visceral, 20/71 (28,2%) foram positivas para leishmaniose tegumentar e 35/71 (49,3%) foram
negativas para as trés doencas.

Das amostras positivas para doenca de Chagas no FC-TRIPLEX-IgG1, 6/16 (37,5%)
foram negativas e 10/16 (62,5%) foram positivas para doencga de Chagas no recELISA. Ja das
amostras positivas para leishmaniose tegumentar no FC-TRIPLEX-1gG1, 13/20 (65,0%)
foram negativas e 7/20 (35,0%) foram positivas para doenca de Chagas no recELISA. Por
fim, das amostras negativas para as trés doencas no FC-TRIPLEX-1gG1, 13/35 (37,1%) foram
negativas e 22/35 (62,9%) foram positivas para doenca de Chagas no recELISA.

Assim, de 55/71 (77,5%) amostras negativas no FC-TRIPLEX-IgG1 para doenca de
Chagas, o recELISA foi positivo em 29/71 (40,8%). A elevada positividade para doenca de
Chagas observada no recELISA ocorreu principalmente entre as amostras com resultado
negativo para as trés doengas no FC-TRIPLEX-IgG1l: 22/35 amostras (62,9%). Destas
amostras positivas no recELISA porém negativas no FC-TRIPLEX-IgG1, 21/22 (95,5%)
foram negativas e 1/22 (4,5%) foi indeterminada na RIFI, enquanto nos testes ELISA-I e

ELISA-II, elas apresentaram resultados predominantemente negativos e indeterminados.
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Estes resultados podem ser visualizados nos graficos da Figura 30 e da Figura 31.
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Figura 30: Reatividade diferencial no método FC-TRIPLEX-IgG1 em amostras com resultados discordantes
(DISC+) em testes de triagem para doenga de Chagas em bancos de sangue.
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Figura 31: Reatividade no método recELISA nos subgrupos identificados no FC-TRIPLEX-IgG1.
6.2 Estudo sobre monitoragéo soroldgica pos-triagem

As amostras de soro deste estudo foram coletadas em 2009 e pertencem a candidatos a
doacdo de sangue que apresentaram resultado ndo negativo na triagem sorologica para doenca
de Chagas realizada ha 10 anos (1999) na Fundagio PRO-SANGUE.

Apds a retestagem das amostras utilizando os testes convencionais para triagem
ELISA (Biomérieux) e RIFI (Biomérieux), foram selecionadas para este estudo as amostras
com resultados ELISA-RIFI- (n = 50) e ELISA+RIFI+ (n = 50), sendo os métodos
confirmatdrios recELISA e FC-TRIPLEX-1gG1 realizados em todas as amostras (n = 100).
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Para verificar o desempenho comparativo dos métodos confirmatorios em relacéo aos
testes de triagem ELISA/RIFI, foi construido o gréafico abaixo (Figura 32). Do total de
amostras estudadas, 47/100 (47,0%) apresentaram soropositividade persistente e 49/100
(49,0%) apresentaram resultado negativo em todos os métodos testados, tanto os de triagem
guanto os confirmatorios.

No FC-TRIPLEX-IgG1, 49/50 amostras ELISA-RIFI- foram negativas (98% de
concordéncia), enquanto 47/50 amostras ELISA+RIFI+ foram positivas (94% de
concordancia). Apenas uma amostra foi positiva para LT no FC-TRIPLEX-IgG1, sendo ela
negativa para doenca de Chagas tanto no ELISA/RIFI quanto no recELISA.

Ja o recELISA teve 100% de concordancia com os testes ELISA/RIFI, tanto nas
amostras com resultado negativo quanto nas amostras com resultado positivo.

Assim, houve uma boa concordancia entre 0os métodos e, em geral, as amostras
negativas em ambos os testes de triagem foram também negativas em ambos os métodos

confirmatorios, o que igualmente se aplica as amostras positivas.

FC-TRIPLEX-IgG1 recELISA
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Figura 32: Reatividade comparativa em métodos sorolégicos confirmatdrios versus testes de triagem
na monitoracao sorolégica de doadores com antecedente de ndo negatividade
para doenca de Chagas em bancos de sangue.
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7 DISCUSSAO

7.1 Estudo sobre esclarecimento diagnostico

A doenca de Chagas representa um importante problema de satde publica na realidade
brasileira. Frente ao maior controle da transmissdo vetorial da doenca, a transfusdo sanguinea
tem adquirido enorme relevancia epidemioldgica, sendo considerada a principal via de
transmissdo do T. cruzi na zona urbana, onde residem aproximadamente 70% da populacgdo
(Dias, 2009). Por isso, a triagem de potenciais doadores é obrigatdria desde 1969 no Brasil e a
utilizacdo rotineira dos testes soroldgicos em unidades hemoterapicas tem contribuido de
forma decisiva para a reducdo do nimero de casos pos-transfusionais da infeccéo pelo T. cruzi
(MS, 2004a).

Em Minas Gerais, 16,6% dos doadores eram chagéasicos na década de 1960 e em 2005
apenas 0,3% dos doadores foram inaptos soroldgicos para esta endemia (Moraes-Souza et al.,
2006a). Estudos realizados em Pernambuco mostraram soroprevaléncia entre doadores de
4,4% na década de 1970 e de 0,2% no ano de 2008, indicando que houve um decréscimo
médio de 55 doadores soropositivos por ano (Melo et al., 2009). Em S&o Paulo, esta
prevaléncia era de 2,9% no inicio da década de 1980 e passou a ser de 0,2% em 2003 (Salles
et al., 2003).

No ano de 2002, a taxa de inaptiddo soroldgica por doenca de Chagas entre doadores
brasileiros foi de 0,61% (MS, 2002). J& em 2005, esta taxa reduziu para 0,21% (OPAS, 2006)
e em 2010 chegou a 0,17% (MS, 2011). Neste estudo, de todas as doacdes de sangue
recebidas pelos hemocentros participantes (localizados em Minas Gerais, Pernambuco e Sdo
Paulo) no periodo de coleta das amostras (2007 e 2008), 0,14% foram consideradas inaptas
por apresentarem sorologia ndo negativa na triagem para doenca de Chagas. Estes dados
indicam a reducdo da soroprevaléncia desta doenca entre os doadores e, consequentemente, a
diminuicdo significativa do descarte de bolsas de sangue que, ainda assim, ¢é
significativamente maior do que o observado em paises desenvolvidos (Ownby et al., 1997).

A forte tendéncia de diminuicdo da inaptiddo soroldgica devido a doenga de Chagas
em hemocentros nos Ultimos anos provavelmente é consequéncia de fatores como o combate
sistematico ao principal vetor (T. infestans) no Brasil desde a década de 1970 e a atuacdo mais
efetiva da vigilancia sanitaria nos servigos de hemoterapia, com alta cobertura sorolédgica de

doadores e aumento no numero de doadores de repeti¢do (de Lima et al., 2012).
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Paralelamente a baixa prevaléncia de doadores chagasicos, vem chamando atencdo a
proporcéo significativa de inaptiddo sorologica em decorréncia de reacBes inconclusivas,
indeterminadas ou discrepantes. Estudos desenvolvidos no Brasil mostraram indices de
reacOes inconclusivas e/ou discrepantes variando entre 53% e 69,6% dos inaptos soroldgicos
(Salles et al., 1996; Moraes-Souza et al., 2006b; Melo et al., 2009).

O diagnostico sorologico da doenca de Chagas € dificil, tanto em laboratorios clinicos
quanto em laboratdrios de triagem, pois ndo ha uma técnica de referéncia considerada padréo-
ouro para confirmacdo dos resultados da triagem. Apesar do desenvolvimento de novas
metodologias ao longo das Ultimas duas décadas e do aprimoramento dos métodos disponiveis
para diagnostico indireto — especialmente ELISA, HAI e RIFI —, os testes ndo apresentam o
desempenho esperado, tendo niveis variados de sensibilidade e especificidade. Por isso, 0s
resultados obtidos por meio de técnicas diferentes, e até mesmo considerando a mesma
metodologia, frequentemente se apresentam discordantes (Blejer et al., 1999; Pirard et al.,
2005; Malan et al., 2006).

As amostras do estudo foram triadas por testes amplamente utilizados na rotina
laboratorial, ELISA e RIFI, que possuem sensibilidade e especificidade média de 99%, como
demonstrado pelos fabricantes e em varios estudos (Carvalho et al., 1993; Flores-Chavez et
al., 2010; MS, 2010b). A RIFI é o método de escolha para o diagnostico da doenca de Chagas
em ndo doadores, sobretudo quando os titulos s&o elevados (>1/80). No entanto, ela ndo é
passivel de automacdo e a interpretacdo dos resultados depende do operador, 0 que a torna
muito trabalhosa para ser utilizada em grandes rotinas de triagem de doadores. Além disso, é
freqlente a ocorréncia de reacdo cruzada com outros tripanosomatideos, o que pode ser
observado principalmente em titulos inferiores a 1/40. Por isso, o ELISA é o método de
escolha para triagem soroldgica de doadores de sangue e a historia epidemioldgica do doador
deve ser sempre considerada (MS, 2004a).

Apesar do bom desempenho da maioria dos Kits comerciais, ainda sdo descritas muitas
falhas principalmente em relacdo a especificidade destes testes. Neste estudo, tanto
comparando a mesma metodologia (ELISA-I e ELISA-II), quanto — e principalmente — na
comparagdo do ELISA com a RIFI, os resultados foram diferentes para a maioria das
amostras e 78,0% delas apresentaram resultados discordantes (DISC+) em pelo menos um dos
trés testes de triagem realizados. Resultados inconclusivos sdo comumente relatados e tem
sido sistematicamente descritos e analisados por muitos grupos com diferentes conclusées em
relacdo a interpretacdo desses padrdes de reatividade (Salles et al., 1996; Leiby et al., 2000;
Otani et al., 2009).
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Em um estudo realizado no sul do Brasil por Araujo e Berne (2013), cujo objetivo foi
comparar diferentes testes comerciais utilizados para o sorodiagnostico da doenca de Chagas,
34,16% das amostras apresentaram incompatibilidade nos resultados em pelo menos um dos
testes realizados. A taxa de discordancia encontrada em nosso estudo foi muito superior ao
relatado pelos autores, o que provavelmente se deve ao fato de que a amostragem foi feita por
conveniéncia, sendo composta por apenas 10% das amostras ja classificadas como néo
negativas na triagem realizada pelos hemocentros. Por isto, as amostras estudadas ndo séo
representativas de todas as doages realizadas no periodo de coleta das amostras.

A grande discordancia existente entre os resultados dos testes soroldgicos para
diagnostico da doenca de Chagas, quando sdo realizadas vérias técnicas em uma mesma
amostra, também foi observada por varios autores (Bracho et al., 1998; Blejer et al., 1999;
Sanchez et al., 2001; Sanchéz-Guillén, 2002; Pirard et al., 2005; Malan et al., 2006; de Marchi
et al., 2007; Picka et al., 2007; Araujo et al., 2008; Furuchd et al., 2008; Otani et al., 2009;
Araujo e Berne, 2013). Remesar et al. (2009) mostraram que de 20% das doa¢6es de sangue
descartadas devido a reatividade para doenca de Chagas na triagem soroldgica realizada em
uma éarea endémica na Argentina, um terco (6% do total de doacgdes) tinha resultado
inconclusivo baseado na combinagéo de resultados de diferentes testes.

Todas as técnicas utilizadas no estudo de Aradjo e Berne (2013) apresentaram falhas
na sensibilidade e especificidade em comparacdo ao método confirmatério TESA-blot
(Trypomastigote excreted-secreted antigen-blot), considerando a ocorréncia de resultados
falso-positivos e falso-negativos: o ELISA convencional apresentou alta sensibilidade, com
poucos resultados falso-negativos, enquanto a RIFI apresentou menor sensibilidade, com
maior taxa de falso-negativos.

Da mesma forma, estudos realizados por Lorca et al. (1994) e Teixeira et al. (1994)
também mostraram que a elevada sensibilidade do ELISA é constante, porém sua
especificidade é variavel. Em relacdo a RIFI, Luquetti e Rassi (2000) observaram que, embora
a maioria (76%) dos soros de pacientes chagasicos apresentem titulos de 1:640 ou superior na
RIFI, sendo raros aqueles com titulos inferiores a 1:160 (1,4%), amostras provenientes da
triagem em bancos de sangue em geral apresentam reatividade duvidosa (1:20 a 1:40), nédo
acompanhada de positividade nos outros testes. E importante salientar, ainda, que a
subjetividade da técnica de leitura da RIFI pode causar variacao de interpretacdo em amostras
com resultados fracamente reativos.

Em nosso estudo, tanto o ELISA realizado para triagem nos hemocentros (ELISA-I)

guanto o realizado como teste de triagem complementar (ELISA-II) apresentaram altas taxas
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de positividade, de 51,6% e 68,1%, respectivamente. Na RIFI, apenas 27,5% dos resultados
foi positivo (titulo médio de 1:160). Estes resultados parecem corroborar o estudo acima
citado em relacdo a alta sensibilidade do ELISA e a menor sensibilidade da RIFI. Entretanto,
como ndo hd um método sorolégico padrao-ouro para confirmar a infeccéo pelo T. cruzi e as
amostras do nosso estudo sdo provenientes de bancos de sangue, onde ndo é realizado
diagnostico parasitoldgico para doenca de Chagas, ndo ¢é possivel calcular estes parametros,
visto que eles se baseiam em verdadeiros positivos e verdadeiros negativos.

A elevada sensibilidade do ELISA, método recomendado pela ANVISA para a
triagem sorologica de doadores em hemocentros (MS, 2004b), permite que ele detecte os
resultados verdadeiramente positivos, aumentando a seguranca transfusional. Por outro lado,
sua menor especificidade produz resultados falso-positivos, o0 que faz com que muitas bolsas
de sangue sejam desnecessariamente descartadas, comprometendo o suprimento de sangue
dos hemocentros, além de causar consequéncias sociais e psicoldgicas ao doador inapto, que
acredita ser portador de uma doenca cronica grave. Sabino et al. (2010) realizaram trés testes
complementares em amostras ja reativas ou indeterminadas na triagem soroldgica para doenca
de Chagas em hemocentros e verificaram que 60% das amostras foram negativas em todos os
trés testes, sendo consideradas falso-positivas na triagem e, portanto, descartadas de forma
desnecesséria.

Em nossos dados foi possivel observar também um alto nimero de resultados
indeterminados, que no ELISA-I chegou a 48,4% das amostras, enquanto no ELISA-II e na
RIFI esta taxa foi proxima, sendo de 8,8% e 6,6%, respectivamente. Segundo Ferreira-Silva et
al. (2010), os resultados inconclusivos ou indeterminados para doenca de Chagas podem
representar mais de 50% das reacdes nao negativas na triagem sorologica de doadores e no
Hemocentro Regional de Uberaba, por exemplo, eles representaram 52% das inaptiddes para
doacdo no periodo de 2000 a 2005. J& no hemocentro do Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM), esta taxa foi de 37% no periodo de 2004 a 2007 (Cogo et al., 2014).

A alta frequéncia de resultados indeterminados €, atualmente, um dos maiores desafios
enfrentados pelos bancos de sangue na triagem soroldgica para doenca de Chagas,
especialmente quando mais de um teste € realizado. Estes resultados ndo afetam apenas o
aconselhamento e conducdo dos doadores nesta situacdo, mas também a estimativa das taxas
de prevaléncia e incidéncia da doenca pela vigilancia epidemiolégica e podem até mesmo
comprometer o suprimento de sangue nos hemocentros, alem de impedir futuras doacdes e

dificultar a avaliagcdo da performance de novos testes diagnosticos (Sabino et al., 2010).
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As amostras inconclusivas podem representar casos de reacdo cruzada com outras
infeccOes parasitarias, infecgdes auto-limitadas com declinio de anticorpos ou doenca de
Chagas ativa com baixo nivel de resposta de anticorpos ou com anticorpos ndo detectados
pelos ensaios empregados. Neste Ultimo caso, a falha na deteccdo da infeccdo em doadores
pode implicar em transmissao do T. cruzi por transfusdo sanguinea (Sabino et al., 2010).

A variacdo na performance dos testes disponiveis, as dificuldades encontradas no
manejo de doadores com reacgdes inconclusivas e o significativo descarte, possivelmente
desnecessério, de bolsas de sangue evidenciam a necessidade de implementar estratégias que
permitam minimizar e esclarecer os resultados soroldgicos duvidosos. Neste sentido, varios
estudos tém sido realizados com o objetivo de desenvolver testes confirmatorios de alto
desempenho que possam ser utilizados na rotina de bancos de sangue, visando definir com
seguranca o perfil soroldgico dos doadores (Moraes-Souza et al., 2006a; Ferreira-Silva et al.,
2010; Flores-Chavez et al., 2010; Sabino et al., 2010).

Assim, muitos pesquisadores vém aprimorando a técnica de ELISA por meio da
substituicdo dos antigenos de epimastigota do T. cruzi pela mistura de antigenos
recombinantes obtidos por processos de biologia molecular. Os antigenos sdo provenientes de
proteinas especificas tanto de epimastigotas, forma encontrada nas culturas in vitro, quanto de
tripomastigotas, forma presente na infeccdo humana. Este € o caso da técnica recELISA e esta
substituicdo amplia as perspectivas diagnoésticas, geralmente fazendo com que o teste tenha
maior especificidade e, em alguns casos, maior sensibilidade (Saez-Alquezar et al., 2000;
Sanchez et al., 2001; Berrizbietia et al., 2004; Umezawa et al., 2004; Gutierrez et al., 2004;
MS, 2004a; Aguirre et al., 2006; da Silva, 2011). Segundo Sabino et al. (2010), o teste
confirmatorio recELISA propbe a diminuicdo da reacdo cruzada com soros positivos para
Leishmania, enquanto conserva a sensibilidade para o T. cruzi similar a outros testes ELISA e
aos ensaios de radioimunoprecipitagao.

A metodologia FC-TRIPLEX-IgG1, por sua vez, também surgiu como uma inovacgao
no diagndstico ndo apenas da doenca de Chagas, mas também das leishmanioses. Trata-se de
uma nova ferramenta em sorologia ndo convencional que utiliza a citometria de fluxo para a
pesquisa simultanea de anticorpos IgG1 anti-T. cruzi, anti-L. braziliensis e anti- L. chagasi.
Os resultados prévios demonstraram sua excelente performance além de outras vantagens que
incluem desde simplicidade de realizacdo da técnica e uso de microvolumes de amostras
bioldgicas até a possibilidade de automacédo, com alta capacidade de deteccdo (Martins-Filho
et al., 1995; Rocha et al., 2006; Vitelli-Avelar et al., 2007; Pissinate et al., 2008; Garcia et al.,
2009; Teixeira-Carvalho et al., 2014).
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Em nosso estudo, o recELISA apresentou maior positividade para doenca de Chagas
(60,4%) em comparacdo com o0 FC-TRIPLEX-IgGl (35,2%) (p = 0,001), sendo a
concordancia entre os métodos considerada falha (k = 0,2). Esta alta positividade também
pode ser observada em comparacdo com os metodos de triagem: o recELISA apresentou mais
resultados positivos entre as amostras negativas no ELISA-1I do que entre as indeterminadas
(p = 0,0056) e mesmo entre as positivas (p = 0,0233). Da mesma forma, o recELISA
apresentou mais resultados positivos entre as amostras negativas na RIFI do que entre as
positivas (p = 0,0488). Por outro lado, o FC-TRIPLEX-IgG1 apresentou mais resultados
positivos entre as amostras positivas no ELISA-I do que entre as indeterminadas (p = 0,0003)
e entre as indeterminadas na RIFI do que entre as negativas (p = 0,0021).

Considerando a soma de todos os resultados positivos em cada um dos testes de
triagem realizados, 64,9% foram confirmados como positivos pelo recELISA e 53,7% pelo
FC-TRIPLEX-IgG1l. Segundo Ferreira e Avila (2001), a ocorréncia de resultados falso-
positivos — que, de acordo com o FC-TRIPLEX-IgGL1, foi de 46,3% — pode ser freqiiente em
bancos de sangue, onde o0 ELISA tem a zona de indeterminacao (boderline) correspondente ao
dobro do considerado em laboratérios clinicos (+ 10% do valor do cut off em laborat6rios
clinicos e +20% em bancos de sangue). Esse aumento visa melhorar a sensibilidade do teste,
protegendo ao maximo o receptor contra infeccbes hemotransmissiveis com baixos titulos de
anticorpos. Como consequéncia, a especificidade do teste diminui e o indice de inaptidao
soroldgica tende a aumentar.

Considerando a soma de todos os resultados indeterminados em cada um dos testes de
triagem realizados, o recELISA foi positivo em praticamente metade (46,6%), enquanto o FC-
TRIPLEX-1gG1 foi positivo em apenas 15,5% deles. A baixa positividade do FC-TRIPLEX-
IgG1 neste grupo de amostras confirma os achados de diversos estudos, segundos os quais
ndo se consegue evidéncias de infeccdo chagésica na maioria das amostras com reacoes
indeterminadas, o que indica falha na especificidade dos testes de triagem (Salles et al., 1996;
Silveira-Lacerda et al., 2004; Ferreira-Silva, 2006; Moraes-Souza et al., 2006b; Furucho et al.,
2008; Leiby et al., 2008; Melo et al., 2009). Em estudo realizado por Soussumi (2004) no
hemocentro de Ribeirdo Preto/SP apenas 11,9% dos resultados indeterminados na triagem
soroldgica para doenca de Chagas foram confirmados como positivos. Em outro estudo
desenvolvido com doadores inaptos sorolégicos devido a doenca de Chagas, 100% das
amostras inconclusivas foram negativas na hemocultura para confirmagdo da infeccdo
chagasica, 0 que evidencia a baixa correlacdo entre reacdo inconclusiva e doenca de Chagas
(Ferreira-Silva et al., 2010).
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Um dos problemas para obtencdo de métodos soroldgicos eficientes esta relacionado a
especificidade do diagndstico diferencial, visto que diversas regides do Brasil apresentam-se
co-endémicas para doenca de Chagas e leishmanioses e que ha reatividade cruzada entre os
anticorpos dirigidos contra determinantes antigénicos comuns no T. cruzi e em outros
parasitos, especialmente a Leishmania. Entretanto, ainda ndo existem ensaios soroldgicos
comercialmente disponiveis que sejam altamente especificos para confirmar se as amostras
com resultado duvidoso representam reacdo cruzada com Leishmania, outra exposicdo
parasitaria ou ainda reatividade inespecifica. Por isso 0 FC-TRIPLEX-IgG1 pode ter grande
utilidade, visto que é capaz de realizar o diagnostico diferencial da doenca de Chagas com as
leishmanioses.

Dos resultados que o FC-TRIPLEX-1gG1 considerou falso-positivos para doenca de
Chagas nos testes de triagem, 42,1% foram positivos para leishmanioses, apontando a reacao
cruzada que pode ter ocorrido nos testes. Este resultado é muito préximo do apresentado na
analise de desempenho realizada pelo fabricante de um dos Kits utilizados neste estudo, o
Gold ELISA Chagas (REM), que mostrou que o soro de pacientes com anticorpos para
Leishmania spp. exibiram reagdo cruzada positiva em 43,8% das amostras testadas. Dos
resultados indeterminados apontados como negativos pelo FC-TRIPLEX-IgG1, 35,0% foram
positivos para leishmanioses, mostrando, mais uma vez, a possibilidade de ter ocorrido reacdo
cruzada nos testes de triagem realizados neste estudo.

E importante considerar, ainda, a possibilidade de transmissdo da leishmaniose
visceral por transfusdo sanguinea (de Oliveira Filho, 2013), o que ja foi comprovado em cées
(Owens et al., 2001; Giger et al., 2002) e em ensaios experimentais com hamsters (Paraguai-
de-Souza et al., 2001). Em estudo realizado por Monteiro (2013) no Ceara, a prevaléncia de
leishmaniose visceral assintomatica em doadores de sangue foi de 16,5% e, embora
atualmente ndo seja realizada a triagem de rotina para Leishmania nos hemocentros
brasileiros, a autora sugere que ela seja recomendada em areas endémicas.

O Ministério da Saude recomenda que o diagnostico da doenca de Chagas seja feito
por um teste de alta sensibilidade seguido de outro com alta especificidade caso o resultado do
primeiro seja positivo. Geralmente os testes utilizados com esta finalidade sdo ELISA e RIFI,
tanto em laboratdrios clinicos quanto nos hemocentros que realizam testes confirmatérios da
infeccdo pelo T. cruzi (confirmacdo diagnostica facultativa para hemocentros). Neste estudo,
os resultados do FC-TRIPLEX-IgG1 e do recELISA foram totalmente concordantes dentre as
amostras ELISA+RIFI+, com 73,9% de positivos em ambos os testes. Porém, das amostras
ELISA-RIFI-, o FC-TRIPLEX-1gG1 foi negativo em 93,3%, enquanto o recELISA ndo
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apresentou nenhum resultado negativo, o que indica, mais uma vez, a falha na especificidade
deste método neste estudo. Assim, a concordancia do ELISA/RIFI foi considerada boa com o
FC-TRIPLEX-IgG1 (k = 0,6) e nula com o recELISA (k = -0,3).

A concordancia do FC-TRIPLEX-1gG1 foi maior do que a do recELISA em relacgdo a
todos os testes de triagem analisados. O ELISA-I, realizado nos hemocentros, apresentou
concordancia moderada com o FC-TRIPLEX-IgG1 (k = 0,5) e falha com o recELISA (k =
0,2). A melhor concordancia do FC-TRIPLEX-1gG1 foi observada em relacdo a RIFI (k =
0,5), enquanto com o recELISA ela foi considerada falha (k = 0,2). O mesmo ocorreu no
estudo de Aradjo e Berne (2013), em que o TESA-blot, teste confirmatorio que tem mostrado
um otimo desempenho no diagndstico da doenca de Chagas, também apresentou melhor
concordancia com a RIFlI e menor concordancia com o recELISA, que também foi
considerada falha. Dado que nas amostras POSt a concordancia do FC-TRIPLEX-IgG1 com
0 recELISA foi boa (k = 0,7), a incompatibilidade de resultados ocorreu nas amostras DISC+
(p = 0,0001), sendo neste grupo a concordancia entre os métodos considerada pobre (k = 0,1).

Portanto, o desempenho dos métodos confirmatdrios foi diferente entre as amostras
discordantes nos testes de triagem: o recELISA foi positivo em 60,0% das amostras positivas
em dois testes de triagem, em 37,5% das amostras positivas em apenas um teste de triagem e
em 68,2% das amostras indeterminadas ou negativas em todos os testes de triagem, enquanto
0 FC-TRIPLEX-IgG1 foi positivo em 44,0%, 8,3% e 13,6%, respectivamente. Conforme
pode ser observado nos resultados acima, a positividade do recELISA foi especialmente
elevada nas amostras negativas ou indeterminadas nos testes de triagem. Assim, apesar de
seus diferenciais técnicos, a especificidade desta técnica ndo parece ter sido
consideravelmente maior que a do ELISA convencional, como era esperado. O mesmo foi
observado no estudo de Araujo e Berne (2013), em que o recELISA apresentou a menor
especificidade em comparacdo com as técnicas por eles avaliadas, dentre elas ELISA e RIFI.

A alta positividade do recELISA e sua diferenca de desempenho em relacdo ao FC-
TRIPLEX-1gG1 podem ser explicados em parte pela reatividade cruzada com anticorpos
contra Leishmania sp., dado que os soros sdo provenientes de estados co-endémicos para
doenca de Chagas e leishmanioses, alem da observacdo de que 35,0% das amostras positivas
para LT no FC-TRIPLEX-1gG1 foram positivas para doenca de Chagas no recELISA. Na
comparacdo do recELISA com os outros métodos de sorodiagnostico da doenca de Chagas,
Araujo e Berne (2013) néo tiveram problemas com reacdes cruzadas, isso porque ndo ha
relatos de leishmanioses na regido onde as amostras do estudo foram coletadas. Por outro

lado, a leishmaniose é endémica em Belo Horizonte, estd aumentando a incidéncia nos
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estados de Pernambuco e de Sdo Paulo, com o agravante deste Gltimo ser um multicentro que
recebe migrantes de todo pais.

Geralmente os estudos de especificidade dos Kits diagnosticos utilizam como
amostragem soros de individuos presumivelmente saudaveis, ndo sendo utilizados soros de
individuos de regides co-endémicas para doenca de Chagas e leishmaniose para determinar a
reacao cruzada e a taxa de falso-positivos. No entanto, a infec¢do por Leishmania, tanto aguda
quanto crénica, é bem conhecida por induzir anticorpos que reagem de maneira cruzada com
varios testes soroldgicos disponiveis no mercado, visto que a Leishmania sp. possui muitas
semelhancas genéticas com o T. cruzi e seus antigenos podem apresentar 0s mesmos epitopos
(Schattschneider et al., 1992; Sanchez et al., 2001; Umezawa et al., 2001; Gualberto et al.,
2005; Flores-Chavez, et al., 2010; MS et al., 2010a).

No entanto, a maior positividade no recELISA, de 62,9%, foi observada entre as
amostras negativas para as trés doencas no FC-TRIPLEX-IgG1 e, portanto, a reatividade
cruzada ndo parece ter sido o maior problema do recELISA neste estudo. De fato, um dos
antigenos recombinantes utilizados no teste, o SAPA, parece ser sensivel e especifico o
suficiente para ser usado inclusive em regides co-endémicas para distinguir entre infecgéo
cronica por T. cruzi e por Leishmania (Gil et al., 2011). No entanto, os estudos mostram um
bom desempenho dos antigenos separadamente e o problema pode ter sido na mistura de
antigenos utilizados no recELISA.

Esta alta positividade do recELISA em relacdo ao FC-TRIPLEX-IgG1 provavelmente
ndo ocorreu porque o FC-TRIPLEX-IgG1 foi pouco sensivel no estudo, visto que, a analise
dos outros métodos realizados mostrou que o recELISA também estd apresentando mais
resultados positivos em amostras negativas do que entre amostras positivas tanto no ELISA-1I
(p = 0,0233) quanto na RIFI (p = 0,0488). Neste estudo, considerando o total de amostras,
33,0% foram negativas no FC-TRIPLEX-1gG1 e positivas no recELISA, enquanto no estudo
de Araujo e Berne (2013) 31,1% foram negativas no TESA-blot e positivas no recELISA e os
autores consideraram estes resultados como falso-positivos. Assim, no estudo citado, o
recELISA apresentou o maior nimero de resultados falso-positivos quando comparado ao
teste confirmatorio TESA-blot.

Além das reagbes cruzadas, a variagdo na performance dos testes soroldgicos
realizados neste estudo, gerando resultados inconclusivos/discordantes ou falso-positivos,
pode ser explicada pela grande variedade de antigenos de T. cruzi empregados na preparacao
do extrato usado para capturar os anticorpos especificos do soro teste nos diferentes Kits
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diagnosticos. Possiveis falhas na preparacdo destes antigenos para a sensibilizacdo de placas
também podem levar a problemas no desempenho destes testes (Frade et al., 2011).

Na América Latina circulam diferentes cepas de T. cruzi e cada linhagem ou
populacdo predominante em determinado local € conhecida como cepa regional. A
heterogeneidade e a variabilidade genética entre essas cepas sao bem conhecidas e cada uma
delas modifica as condicdes bioldgicas, a viruléncia e os perfis clinicos e imunoldgicos do
hospedeiro de maneira diferente. Por isso, para melhorar o desempenho das técnicas, seria
vantajoso que pelo menos o extrato antigénico utilizado nos testes fossem compostos por
cepas de diferentes regides, o que ndo ocorre na maioria dos Kits diagnésticos disponiveis no
mercado (Afiez et al., 2001; Berrizbietia et al., 2004; Gutierrez et al., 2004; Sanchez et al.,
2004; Zarate-Blades et al., 2007; Furucho et al., 2008).

Do mesmo modo, a forma parasitaria utilizada como fonte antigénica pode interferir
na performance dos testes soroldgicos, visto que cada uma delas apresenta diferentes fracdes
antigénicas imunodominantes (Umezawa et al., 2001; Berrizbietia et al., 2004). A maioria dos
testes comerciais disponiveis — inclusive os kits de ELISA e RIFI utilizados neste estudo —
emprega extratos brutos totais, fracdes subcelulares ou antigenos solGveis purificados
preparados a partir de formas epimastigotas de cepas cultivadas em laboratério, embora ndo
seja esta a forma parasitaria presente na infeccdo humana. Além disso, esta mistura de
proteinas complexas de composicao desconhecida faz com que haja sérias dificuldades para
padronizacdo das técnicas, levando a resultados falso-positivos (Belluzo et al., 2011; Marcipar
e Lagier, 2012).

O FC-TRIPLEX-1gG1, apesar de também utilizar apenas a forma epimastigota fixada
de T. cruzi, faz uso simultaneo das formas promastigotas de L. chagasi e de L. braziliensis em
plataforma Gnica, o que promove a competicdo entre os antigenos destes parasitos pelos
anticorpos do soro teste e faz com que a reatividade cruzada seja inibida, ja que cada
anticorpo tera mais afinidade com seu antigeno especifico.

O recELISA, por sua vez, utiliza uma mistura de 6 antigenos recombinantes, a maioria
deles provenientes de epimastigotas, embora exista também uma proteina de superficie de
tripomastigotas (antigeno 2). O fato dos antigenos serem recombinantes elimina a questéo da
reatividade com epitopos de carboidratos, que poderia justificar a alta positividade do método
neste estudo. Isto porque as bactérias, utilizadas no processo de engenharia genética para
producdo dos antigenos, ndo possuem a maquinaria necessaria para adicionar carboidratos as
proteinas e, portanto, os antigenos recombinantes ndo séo glicosilados (Marcipar e Lagier,
2012). Segundo Levy et al., (2009) e Sabino et al. (2010), a Escherichia coli, presente na
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microbiota intestinal humana e causadora de algumas doencas, também pode ser causa de
problemas em imunoensaios baseados em proteinas recombinantes, visto que a maioria dessas
proteinas é produzida utilizando células desta bactéria.

Além das questbes relacionadas aos Kits, os préprios fabricantes apontam outras
interferéncias que podem ser responsaveis por reacdes inespecificas em testes soroldgicos,
que sdo a causa mais provavel da alta positividade do recELISA neste estudo. Entre elas
pode-se citar contaminacgdo das solucdes e materiais utilizados durante o teste, contaminacédo
cruzada entre amostras, amostras inadequadas — apds repetidos ciclos de congelamento e
descongelamento, armazenadas em temperaturas inadequadas, hemolisadas, hiperlipémicas,
com contaminacdo microbiana — amostras positivas para fator reumatoide ou contendo auto-
anticorpos, além daquelas provenientes de individuos com infec¢Bes auto-limitadas com
declinio de anticorpos, doenca de Chagas ativa com baixo nivel de anticorpos (baixa

reatividade), em tratamento, com outras parasitoses.

7.2 Estudo sobre monitoracéo soroldgica pos-triagem

A taxa de descarte de bolsas de sangue no Brasil é de aproximadamente 10 a 20%,
porcentagem que excede a de paises desenvolvidos e é consequéncia, principalmente, de
resultados ndao negativos nos testes de triagem para doencas infecciosas (Salles et al., 2003).
Em estudo realizado no estado do Parana, 2,10% das bolsas de sangue foram descartadas
devido a positividade para anticorpos anti-T. cruzi na triagem soroldgica e apenas 33,3%
destas tiveram os resultados confirmados (Borelli et al., 2013).

A doenca de Chagas esta entre as principais causas de inaptiddo definitiva para doacgéo
de sangue e os candidatos com antecedentes de diagnostico clinico ou sorolégico, ainda que
tratados ou assintomaticos, sdo excluidos de forma permanente, da mesma forma como os
candidatos com histéria de contato domiciliar com triatomineos (MS, 2004a).

Embora a alta sensibilidade dos métodos soroldgicos de triagem utilizados em bancos
de sangue diminua a possibilidade de ocorrer transmissao transfusional da doenca de Chagas,
ela também é responsavel pela ocorréncia de muitos resultados falso-positivos. Estes
resultados fazem com que muitas bolsas de sangue sejam erroneamente descartadas,
comprometendo o suprimento do hemocentro, e que potenciais doadores sejam impedidos de
forma definitiva de doar sangue. Por isso, a retestagem das amostras ndo negativas, utilizando
métodos confirmatdrios altamente especificos e eficazes, poderia possibilitar a reinclusdo de

individuos com resultado negativo como doadores.
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Em nosso estudo, amostras de individuos com antecedente de ndo negatividade na
triagem soroldgica para doenca de Chagas realizada hd 10 anos no hemocentro foram
retestadas com os meétodos de triagem (ELISA e RIFI) e muitas delas apresentaram resultado
negativo em ambos os testes, mostrando que provavelmente houve uma quantidade
significativa de falso-positivos na triagem inicial, como era esperado. As amostras foram
agrupadas conforme os resultados em ELISA-RIFI- (n = 50) e ELISA+RIFI+ (n = 50) e, em
seguida, foram realizados os métodos confirmatorios recELISA e FC-TRIPLEX-IgGL1.

Considerando os quatro testes realizados, a soropositividade persistente foi verificada
em 47,0% das amostras, enquanto 49,0% foram negativas em todos os métodos. Das amostras
ELISA+RIFI+, o recELISA confirmou todos os resultados como positivos e o FC-TRIPLEX-
IgG1 confirmou 94,0%. Das amostras ELISA-RIFI-, o recELISA também confirmou todos o0s
resultados como negativos e o FC-TRIPLEX-IgG1 confirmou 98,0%. Ndo houve reatividade
cruzada com a amostra positiva para LT no FC-TRIPLEX-IgG1, visto que ela apresentou
resultado negativo para doenca de Chagas em todos os outros métodos realizados.

No estudo anterior, os métodos confirmatdrios apresentaram um bom desempenho no
grupo POSry, cujos resultados eram concordantes nos testes de triagem. O mesmo foi
observado neste estudo, em que as amostras tinham os mesmos resultados nos testes ELISA e
RIFI e a concordancia do recELISA e do FC-TRIPLEX-IgG1 foi de 100,0% e 96,0%,
respectivamente.

Assim, a diferenca de desempenho observada entre os métodos confirmatorios
estudados parece ocorrer apenas quando as amostras apresentam resultados discordantes nos
testes de triagem, seja devido a diferenca de sensibilidade e especificidade, a variedade de
cepas e formas parasitarias utilizadas nos kits diagnosticos, a reatividade cruzada ou a outras
reacOes inespecificas que fazem com que alguns testes utilizados para o sorodiagndstico da
doenca de Chagas reajam e outros ndo. Portanto, tanto o recELISA quanto o FC-TRIPLEX-
IgG1 parecem ser aplicaveis para a monitoracdo de individuos com histdria pregressa positiva
na triagem soroldgica para doenca de Chagas em bancos de sangue.

Os resultados dos estudos sobre “esclarecimento diagndstico” e sobre “monitoragao
soroldgica pos-triagem” sugerem que o FC-TRIPLEX-1gG1 é uma ferramenta promissora, de
alta especificidade e desempenho, que pode ser aplicada em hemocentros para auxiliar no
esclarecimento diagndstico de resultados indeterminados/discordantes na triagem soroldgica
para doenca de Chagas e na monitoragdo soroldgica periodica de individuos com precedente

de ndo negatividade, visando sua exclusdo ou reinclusdo como possivel doador.
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Considerando que as reacdes indeterminadas apresentam risco social ao doador; que
apesar de terem sofrido aumento nos Ultimos anos, a prevaléncia destas reacfes €
relativamente baixa; e que o custo do descarte de bolsas erroneamente rotuladas como
positivas é significativo, o uso de um teste de alta especificidade e que possa inclusive
detectar possiveis reacfes cruzadas, como o FC-TRIPLEX-IgG1, em amostras ndo negativas

para doenca de Chagas seria vantajoso para 0s hemocentros, com um bom custo-beneficio.

Laura Cotta Repolés 106



Conclusoes

8 CONCLUSOES

e Os testes de triagem ELISA-I, ELISA-1I e RIFI para deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi

apresentaram uma alta taxa de discordancia entre os resultados.

e O ELISA-I (51,6%) e o ELISA-Il (68,1%) apresentaram positividade superior a RIFI
(27,5%), indicando serem métodos mais sensiveis.

e Os testes de triagem ELISA-I, ELISA-Il e RIFI apresentaram um grande nimero de
reacOes indeterminadas, confirmando o que vem sendo observado em hemocentros do

Brasil.

e De acordo com os métodos confirmatdrios recELISA e FC-TRIPLEX-1gG1, todos o0s testes
de triagem apresentaram falhas de desempenho, com resultados falso-positivos e, em
menor proporcéo, falso-negativos.

e O FC-TRIPLEX-IgG1 foi capaz de realizar o diagndstico diferencial entre doenca de
Chagas e leishmanioses, o0 que possibilita sua utilizacdo no esclarecimento de resultados
falso-positivos nos testes de triagem que correspondem a casos de reatividade cruzada com

Leishmania sp.

e A consideravel taxa de positividade do FC-TRIPLEX-IgG1 entre as amostras positivas no
ELISA-I e indeterminadas na RIFI sugere sua real aplicabilidade na confirmacdo de

resultados e no esclarecimento diagnostico de amostras ndo negativas.

e O recELISA apresentou resultado inconsistente, com elevada taxa de positividade
principalmente entre amostras negativas nos testes ELISA-1I, RIFI e FC-TRIPLEX-1gG1,
sugerindo uma baixa especificidade do método.

e A concordancia do FC-TRIPLEX-1gG1 foi maior que a do recELISA em relacéo a todos 0s
testes de triagem analisados, principalmente devido a diferenca de desempenho observada

no grupo de amostras discordantes.
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e No grupo de amostras ndo negativas que foram persistentemente positivas nos testes de
triagem (POSrt), 0 recELISA e o FC-TRIPLEX-IgG1 apresentaram um desempenho
semelhante para confirmacéo diagnostica, sendo boa a concordancia entre os métodos

neste grupo.

e Os resultados do estudo sobre monitoracdo soroldgica pos-triagem reforcam a conclusao
anterior, visto que o recELISA confirmou como positivos todos os resultados
ELISA+RIFI+ e 0 FC-TRIPLEX-1gG1 confirmou 94,0%.
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9 PERSPECTIVAS

Os resultados deste estudo permitiram valiosas conclusdes acerca da aplicabilidade do
FC-TRIPLEX-IgG1 em hemocentros para esclarecimento diagnoéstico e monitoragdo
soroldgica de doadores com resultado ndo negativo na triagem soroldgica para doenca de
Chagas. No entanto, mais estudos precisam ser realizados a fim de se caracterizar melhor esta
nova metodologia antes de sua introducéo na rotina laboratorial.

Como ndo existe um método laboratorial considerado padrdo-ouro para confirmar com
seguranca os resultados do FC-TRIPLEX-1gG1 e demais técnicas realizadas, pretende-se
utilizar modelos preditivos (Machado-de-Assis et al., 2012) para compara-los aos dados
epidemioldgicos dos doadores participantes deste estudo obtidos na entrevista realizada
durante a triagem clinica no servico de hemoterapia. Dados como local de origem, faixa etéaria
e contato prévio com o inseto transmissor sdo fundamentais para identificar individuos com
maior risco de estarem infectados pelo T. cruzi e podem auxiliar no diagndstico correto. Sabe-
se, por exemplo que, devido ao controle da doenca de Chagas em muitos estados brasileiros,
individuos de faixa etaria mais elevada (acima de 30 anos) tem maior chance de estarem
infectados. Com estes dados pode-se verificar também se o desempenho do FC-TRIPLEX-
IgG1 varia de acordo com cada regido de estudo, visto que ele € dependente da prevaléncia da
doenca.

Aliado aos achados epidemioldgicos, pretende-se comparar os resultados do FC-
TRIPLEX-1gG1 com outros testes confirmatérios para doenca de Chagas que tém sido
descritos para esclarecer resultados duvidosos nos testes soroldgicos convencionais. Dentre
eles, o TESA-blot (Umezawa et al., 1996; Caballero et al., 2007) é o que mais tem se
aproximado do perfil de desempenho caracteristico de um teste de referéncia padrao-ouro, que
deve apresentar taxa de falso-positivos e de falso-negativos de aproximadamente 0%. Este
teste utiliza fracbes das formas infectantes do T. cruzi (trypomastigote excreted-secreted
antigens - TESA) no formato de Imunoblotting (Frade et al., 2011). Outros testes
confirmatorios que também podem ser comparados ao FC-TRIPLEX-IgG1 incluem INNO-
LIA Chagas (Saez-Alquézar et al., 2000), RIPA (Otani et al., 2009) e imunoensaio Abott
Chagas (Shah et al., 2010).

Pretende-se também realizar testes soroldgicos especificos para detectar anticorpos
anti-Leishmania sp. nas amostras positivas para leishmaniose visceral e leishmaniose

tegumentar no FC-TRIPLEX-IgG1, comparando os resultados encontrados.
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Em uma outra abordagem, pretende-se verificar o comportamento das amostras
estudadas em relacdo ao algoritmo de classificacdo proposto por Sabino et al. (2010) para
amostras inconclusivas com base na reatividade para o recELISA. Neste algoritmo, as
amostras foram classificadas como confirmadas positivas (CP), provavelmente positivas (PP),
provavelmente outras infeccdes parasitarias (POPI) e falso-positivas (FP).

Outros estudos envolvendo a metodologia FC-TRIPLEX-IgG1 também estdo sendo
conduzidos, dentre eles um estudo populacional para avaliar a aplicabilidade da metodologia
em éarea endémica para leishmaniose tegumentar em que também ha casos de doencga de
Chagas e de leishmaniose visceral (estudo populacional) e um estudo para avaliar o
desempenho do FC-TRIPLEX-IgG1 em amostras de soro provenientes de outros paises da
América Latina. Além disso, uma inovacao tecnoldgica da metodologia FC-TRIPLEX-1gG1
também estd sendo realizada, utilizando em plataforma Unica ndo s6 antigenos brutos mas
também um conjunto de antigenos purificados/recombinantes, visando aumentar a
especificidade sem prejudicar a sensibilidade da técnica.

Por fim, em uma etapa subsequente, pretende-se realizar a validacdo da metodologia
FC-TRIPLEX-IgG1 utilizando a analise de classes latentes, que estima a sensibilidade e a
especificidade para cada método diagndstico estudado, visto que ndo ha um método padréo-
ouro para comparacdo dos resultados (Machado-de-Assis et al., 2012). A validacdo sera
realizada segundo os critérios pré-estabelecidos pelos 6rgdos reguladores em uma populacao
constituida por controles positivos e negativos bem caracterizados, provenientes de um amplo
painel de soros de bancos de sangue. Apés a completa validacdo, a metodologia estaré apta
para 0 uso em larga escala na rotina laboratorial e podera ser difundida e aplicada ndo s6 em
hemocentros, mas também em laboratdrios clinicos e de pesquisa. E importante considerar
que, atualmente no Brasil, a grande maioria das instituicfes de pesquisa e laboratérios de
referéncia em saude publica possui a infraestrutura necessaria a execucdo do FC-TRIPLEX-
lgG1.
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10 ANEXO

10.1 Anexo A — Aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio
HEMOMINAS (N.157/2007).

Fundagiio Centro
de Hematologia e
Hemoterapia de
Minas Gerals

HEMOMINAS

Belo Horizonte, 10 de abril de 2007

OFICIO N° 20 /2007
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FUNDACAO HEMOMINAS

Prezada Senhora Pesquisadora, Mariléia Chaves Andrade

Encaminhamos o parecer consubstanciado referente ao seu projeto de pesquisa
“Aplicabilidade de uma metodologia diagnostica — FC-AFEA — no esclarecimento das
situagdes de sorologia ndo negativa para a doenca de Chagas em Hemocentros”, n°® de
registro 157. Seu projeto foi aprovado por nosso Comité, e entdo, a partir deste momento,

sua pesquisa pode ser desenvolvida no ambito da Fundagdo Hemominas.

Desejamos boa sorte e sucesso em seu estudo.

Atenciosamente,

Marina Lobato Martins
Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa

Fundag¢do Hemominas
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