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O objetivo da terapéutica especifica da fase caddé&cdoenca de Chagas é a reducgéo
da parasitemia, além da prevencdo e reducdo dusmsis. Entretanto, a monitoracdo da
eficacia do tratamento ainda é insatisfatéria, dié auséncia de métodos laboratoriais que
certifiguem a cura. Atualmente, o critério de cutiizado por diversos pesquisadores baseia-
se na negativacao de testes sorolégicos e padapitos. Diversos estudos mostram que apdés
a terapia especifica, os testes soroldgicos podemnamecer positivos por décadas. A
introducéo de técnicas mais sensiveis como a Esgei anticorpos por citometria de fluxo
trouxe novas perspectivas no monitoramento de dardoenca de Chagas. Neste contexto,
realizamos dois estudos que objetivaram avaliaesemhpenho das técnicas de FC-AFEA e
FC-ALTA na avaliagdo poés-terapéutica. Nossos radak mostraram que, em um estudo
retrospectivo em uma populacdo com 10 a 15 anoacdmpanhamento pdés-terapéutico
(n=60), a FC-AFEA foi capaz de discriminar pacientdhagasicos curados daqueles nao
curados. Em virtude da alta sensibilidade do métdoiam necessérias modificacbes do
critério de positividade da técnica original utildo para diagndstico, como o emprego de
diluicdes mais altas e elevagcédo do ponto de cBrteoutro estudo, prospectivo, ao longo de
cinco anos de acompanhamento poés-terapéutico (naéAhum dos metodos sorologicos
utilizados (FC-AFEA, FC-ALTA, IFl, HAI, ELISA, Pa@) evidenciou soronegatividade.
Entretanto, observou-se que o tratamento etiologidoziu queda na reatividade de FC-
AFEA e FC-ALTA. Ainda, no grupo de pacientes tramadjue apresentavam hemoculturas
pos-tratamento negativas (TEA), foi possivel iderai dois subgrupos de pacientes de
acordo com a magnitude da queda na reatividaddpgaovavel que pacientes com sucesso
terapéutico estejam compreendidos entre aquelesegakiiram com maior queda de
reatividade. Dentre os testes sorolégicos convea@empregados também nesta populacao,
a HAI mostrou maior variacdo dos titulos, dificalf@ seu emprego na monitoracéo recente
de cura e mostrando-se insatisfatorio no contreleutta. A IFI foi capaz de identificar queda
na reatividade 2 titulos em alguns pacientes do grupo TEA. A BLEo PaGIA, da forma
como estdo padronizados para uso no diagnésticofondm capazes de segregar pacientes
tratados ou ndo, indicando que para seu uso natoreglo de cura, oS critérios de
positividade devam ser adequados. Conclui-se qusoode testes sorologicos apresenta
limitacdes na definicdo de cura precoce apos textémnetioldégico da forma cronica da
doenca de Chagas. A verificacdo de auséncia dsogmis anti-proteinas derivadas do agente
infeccioso parece ser um critério inadequado dea.cldevem-se incentivar estudos
objetivando a procura de outros marcadores assieg@resenca ativa da infeccdo que néo a

presenca de anticorpos amticruzi.



ABSTRACT

Specific therapy of chronic Chagas disease aimslgntn reduce parasitemia, besides
preventing and reducing symptoms. However, momitprireatment efficacy still remains
unclear due to the lack of laboratorial methods twauld certify a complete parasitological
cure. Currently, the cure criteria used by variegearchers is based on repeated serological
and parasitological negative tests. Several stubage shown that serology can remain
positive for decades after specific therapeuticbe Tintroduction of highly sensitive
techniques such as specific antibodies detectiofioly citometry brought new perspectives
in Chagas disease cure monitoring. Herein, we deeel two studies aiming to evaluate the
performance of FC-AFEA and FC-ALTA techniques orstptherapeutic evaluation. Our
results showed that in a retrospective study uaipgpulation with 10 to 15 years of follow-
up after specific therapeutics (n=60), FC-AFEA vaapable to segregate cured chagasic
patients from non cured ones. Since the methodeptesa very high sensitivity, some
modifications on the original technique, like thdization of higher dilutions and higher cut-
offs, were shown to be necessary. In a prospestivdy along five years of post therapeutic
follow-up (n=44), none of the serological method®ed (FC-AFEA, FC-ALTA, IIF, IHA,
ELISA, PaGIA) evidenced seronegativity. Neverthglewe observed that the etiological
treatment induced a decrease on FC-AFEA and FC-Atdaktivity intensity. In addition, in
patients presenting post therapy negative hemaesitTEA), we could identify two
subgroups of patients based on their magnitudeeattivity decrease. It is possible that
patients with therapeutic success are includech@nsubgroup presenting higher reactivity
decrease. Among the conventional serological @sdied in this study, IHA showed more
titer variations, creating difficulties for its us@ cure monitoring. IIF was capable to identify
reactivity decrease in more than 2 titers in soatéepts of TEA group. ELISA and PaGIA, in
the way they are standardized for diagnostic pralpegere not able to segregate treated and
non-treated patients, indicating that modificati@msthe criterion have to be made for cure
monitoring. Therefore, we conclude serology presemtportant limitations on early cure
definition after etiological treatment of chronib&as disease. Seroreversion seems to be an
inadequate approach for this purpose. Studies dhioelsupported in order to investigate
other markers associated to the presence of actigetion other than searching for aifti-

cruzi antibodies.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Ciclo biol6gico doTrypan0SOMa CrUZI...........cccecuuurruriiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeesseneeeenees 29
Figura 2: Representacdo esquematica dos grupos avaliadaspoiafao |................cc...ee 55
Figura 3: Representacdo esquematica dos grupos avaliadapn&fao Il......................... 57

Figura 4. Representacdo esquematica das analises dos dduitus @or citometria de fluxo.
Selecdo da populacdo de formas EPI (A) e de TRIBOd6 T. cruzj utilizando-se os
parametros de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC)......coovveiiiiiiiiiiiiiiiiiieees 66

Figura 5: Histogrmas individuais representando o percentlealparasitos fluorescentes
positivos (PPFP) obtidos com controle interno de;d@e (A), ap0s incubagdo com um soro
nao infectado (B) e um soro de paciente chaga€it.od posicionamento do marcador (M1)

segue sempre o critério de se obter no maximo 2PPdid® para o controle do conjugado...67

Figura 6: Curvas ROC dos testes 1 e 2, construidas a padirimtlices de desempenho,

sensibilidade e (100 — especificidade) dos testefiaglos. Os resultados estdo expressos,
pelos pontos dos graficos, que representam osegtlos respectivos indices determinando
assim a area sob a curva (ASC) para o teste 1 (AR5} e para o teste 2 (ASC=0,76)....... 69

Figura 7: Curvas de titulacdo de FC-AFEA IgG total, em PP&® soros individuais de
pacientes dos grupos NT (n®8 TNC (n=5e) e TEA (n=230). As amostras individuais de
soros foram testadas conforme descrito em MaterMEtodos. Os resultados da reatividade

para cada grupo estao expresS0S COMO PPFP.. e e 75

Figura 8: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-tripoigatsts vivos presentes nos soros
individuais de pacientes chagasidds (n=8e), TNC (n=50) e TEA (n=230), em T5 ou

cinco anos apos a primeira amostra, na diluicdd6le?no ponto de corte de 20% de PPFP.75

Figura 9: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-tripomgatsts vivos presentes nos soros
individuais de pacientes chagasidd® (n=5e), TNC (n=50) e TEA (n=230), na diluicao
1:256, €M TO & T Ottt et e et e e e e et e e e e et e e e aa e eaans 76



Figura 10: Queda de reatividade em PPFP entre os tempos BO@&PPFP), de anticorpos
da classe IgG anti-tripomastigotas vivos nos sordwiduais diluidos 1:256 dos grupos NT
(n=5e), TNC (n=50) e TEA (n=230). As linhas pontilhadas indicam as médias dosrealo

T Lo [AV/ 00 [T T TR 77

Figura 11: Curvas de titulagdo de FC-ALTA, em PPFP, de amm®ranti-tripomastigotas
vivos presentes nos soros individuais de paciechegasicos NT (n=5), em dois tempos

distintos: TO (antes do tratamento) e T5 (cincosaaqmds tratamento)...............cevvvvvvnnnnn. 8

Figura 12: Curvas de titulagdo de FC-ALTA, em PPFP, de amm®ranti-tripomastigotas
Vivos presentes nos soros individuais de paciectiagasicos TNC (n=5), em dois tempos

distintos: TO (antes do tratamento) e T5 (cincosaaqmds tratamento)...............cevvvvvvnnnnn. 79

Figura 13: Curvas de titulacdo de FC-ALTA, em PPFP, de amm®ranti-tripomastigotas
Vivos presentes nos soros individuais de paciesftagasicos TEA (n=23), em dois tempos

distintos: TO (antes do tratamento) e T5 (cincosaaq@ds tratamento)..............ccceeeeeeenn. 80

Figura 14: Curvas de titulacdo de FC-AFEA IgG total, em PP soros individuais de
pacientes dos grupos NT - grafico A (n=d)9 TNC - grafico B (n=1%) e TC - gréfico C
(n=240). As amostras individuais de soros foram testagasorme descrito em Material e

Métodos. Os resultados da reatividade para cagep grstédo expressos como PPFP............. 84

Figura 15: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epimdasgfixados presentes nos
soros individuais de pacientes chagasicos NT (rm19NC (n=170) e TC (n=24e), na
diluicdo 1:256 e no ponto de corte de 20% de PREPR........ccccooiiiiiiiiiiiiieeeeeae, 85

Figura 16: Curvas de titulacdo das reatividades médias de RBFFFC-AFEA IgG total,
presentes em soros de pacientes dos grupos TNT @)=& TC (n=24e). As amostras
individuais de soros foram testadas conforme desem Material e Métodos. Os resultados
da reatividade para cada grupo estao expressos mo@dias e respectivos desvios-padrédo dos
valores de PPFP. ApoOs andlise estatistica, desemitaViaterial e Métodos, foi possivel

demonstrar diferenca significativa em todas as@iiis, F0,05 (*)....cceevrrriiiiiiinieeeeeeneneenne, 86

Figura 17: Curvas ROC de FC-AFEA construida a partir dos aslide desempenho,
sensibilidade e (100-especificidade), dos grupo€ ENI'C nas dilui¢cdes 1:128, 1:256, 1:512,



1:1.024, 1:2.048, 1:4.096, 1:8.192 e 1.:16.384.438ltados estdo expressos, pelos pontos dos
graficos, que determinam a &rea SOb a CUrVa (ASC)....ioeeeeiiiiieiiiciriireeeeee e e e e e 87

Figura 18: Curvas de titulacdo das reatividades médias decaptis IgG por FC-AFEA,
presentes em soros de pacientes dos grupos TNT @)=& TC (n=24e). As amostras
individuais de soros foram testadas conforme desem Material e Métodos. Os resultados
da reatividade para cada grupo estdo expressos ewdias dos valores de PPFP. A linha
continua ressalta a diluicdo 1:4096significa a diferenca entre as reatividades méalzess

S o LSTod 1A= TSR 1] 1 1o 01 87

Figura 19: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epimdasgfixados presentes nos
soros individuais de pacientes chagasicos TNC (nel¥C (n=24), nas diluicbes 1:1.024,
1:2.048, 1:4.096, 1:8.192 e 1:16.384. As linhaszootais representam o ponto de corte
indicado pela curva ROC para cada AiUIGAOD. cmwe «eeeveeeeeeiiiiiiiiiiiiiieee e eeeeeeee e 88

Figura 20: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epin@asgfixados presentes nos
soros individuais de pacientes chagasicos TNC (e3E/TC (n=24e), na diluicdo 1:4.096 e
NOo ponto de corte de 40% de PPEP...........ommmeeeeeiiiieeaeeaeesseeeeeeesinnnnnnnnnennn 89

Figura 21: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epimdasgfixados presentes nos
soros individuais de pacientes chagasicos NT (r19NC (n=17¢) e TC (n=24e), na
diluicdo 1:4.096 e no ponto de corte de 40% de PRER...........iiiiiiiiiiiiieeeee, 91

Figura 22: Curvas de titulacdo de FC-AFEA IgG total, em PP soros individuais de
pacientes dos grupos NT - grafico A (n=d)6 TNC - grafico B (n=5) e TC - grafico C
(n=230). As amostras individuais de soros foram testagasorme descrito em Material e
Métodos. Os resultados da reatividade para cagep grstdo expressos como PPFP............. 93

Figura 23: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epimdasgfixados presentes nos
soros individuais de pacientes chagéasicos NT (m318NC (n=5e) e TEA (n=23>), em T5

ou cinco anos apos a primeira amostra, na diluicdd96 e no ponto de corte de 40% de

Figura 24: Curva ROC de FC-AFEA construida a partir dos ieslide reatividade do grupo
NT em TO (“casos”) e T5 (“controle”) na diluicdo41096. Os resultados estdo expressos,

pelos pontos dos graficos, que determinam a area sarva (ASC) (A). Reatividade, em



PPFP, de anticorpos anti-epimastigotas fixadoseptes em soros individuais de pacientes
chagasicos NT (n=16) em TO e T5. A linha horizontal representa o patgcorte indicado
Pela CUrVa ROC (B)......ccciiiiieeiiiiiiiiieeeeee st s s s e e e e e e e e e e e e e eeeeaeaeasn s s e e e aeaeeaeeeeees 95

Figura 25: Curva ROC de FC-AFEA construida a partir dos ieslide reatividade do grupo
TNC em TO (“casos”) e T5 (“controle”) na diluicdo41096. Os resultados estdo expressos,
pelos pontos dos graficos, que determinam a arfea surva (ASC) (A). Reatividade, em
PPFP, de anticorpos anti-epimastigotas fixadoseptes em soros individuais de pacientes
chagasicos TNC (n=§) em TO e T5. A linha horizontal representa o patéaorte indicado
Pela CUNVA ROC (B)......cceiiiiieieiiieiiii i eeeeee et s s s e e e e e e e e e e e e e e e eaaeas e s a e e e e e aeeeaaeeeees 96

Figura 26: Curva ROC de FC-AFEA construida a partir dos ieslide reatividade do grupo
NT em TO (“casos”) e T5 (“controle”) na diluicdo41096. Os resultados estdo expressos,
pelos pontos dos graficos, que determinam a arfea surva (ASC) (A). Reatividade, em
PPFP, de anticorpos anti-epimastigotas fixadoseptes em soros individuais de pacientes
chagasicos TNC (n=23 em TO e T5. A linha horizontal representa o palgaorte indicado
Pela CUNVA ROC (B)......ccciiiiieeeiiiitiii i eeeeee et s s e e e e e e e e e e e e e e e eeaea s n s manaassssnn e e e e e e e aeaaeeeees 98

Figura 27: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epimdasgfixados presentes nos
soros individuais de pacientes chagasicos NT (r1@NC (n=50) e TEA (n=230), na
(o [ (W1 or=To J A S 0 1o 1T =T o 4 I 0= T I 99

Figura 28: Queda de reatividade em PPFP entre os tempos BO@&PPFP), de anticorpos
da classe IgG anti-epimastigotas fixados nos simisiduais diluidos 1:4.096 dos grupos
NT (n=16e), TNC (n=5¢) e TEA (n=230). As linhas pontilhadas indicam as médias dos

VAIOTES INAIVIUAS. ... ettt e e e aeens 100

Figura 29: Curvas de titulacdo de FC-AFEA, em PPFP, de amism@nti-epimastigotas
fixados presentes nos soros individuais de padeabagasicos NT (n=16), em tempos
(01153 1] 10 1 PO PPPRPPPRRRPP 101

Figura 30: Curvas de titulacdo de FC-AFEA, em PPFP, de amisom@nti-epimastigotas
fixados presentes nos soros individuais de padeabagasicos TNC (n=5), em tempos
(0 1S 11 1 0 S PPPP 103



Figura 31: Curvas de titulagdo de FC-AFEA, em PPFP, de amisom@nti-epimastigotas
fixados presentes nos soros individuais de padedbagasicos TEA (n=23), em tempos
(0 115111 (0 1SS PPPRR 104

Figura 32: Curvas de titulacdo de FC-AFEA IgG total, em PP## soros individuais de
pacientes dos grupos NT - grafico A (n=d)6 TNC - grafico B (n=5) e TC - grafico C
(n=230). As amostras individuais de soros foram testagasorme descrito em Material e

Métodos. Os resultados da reatividade para cagep grstdo expressos como PPFP........... 107

Figura 33: Reatividade, em PPFP, de anticorpos da subclagsé &nti-epimastigotas
fixados nos soros individuais de pacientes chagadiT (n=16e), TNC (n=50) e TEA
(n=230), em T5 ou cinco anos apos a primeira amostrdilngao 1:4.096....................... 108

Figura 34: Queda de reatividade em PPFP entre os tempos BO@&PPFP), de anticorpos
da subclasse IgG1l anti-epimastigotas fixados nesssmdividuais diluidos 1:4.096 dos
grupos NT (n=1®), TNC (n=5e) e TEA (n=230). As linhas pontilhadas indicam as médias

AOS VAlOrES INAIVIAUAS. ... e e e e eens 109



LISTA DE TABELAS

Tabela 1:Grupos avaliados Na POPUIAGAOD L...........wcemmmeeeieiiieeeieeeeeeeee e 56
Tabela 2: Grupos avaliados na POPUIAGAO Il...........ceeemmmiieiiiiiiiieeeeee e 58
Tabela 3: Anticorpos utilizados nos ensaios de citometrifue...............ccoeeeeeeeiiviiiiiennnns 64

Tabela 4: Ajustes no citobmetro de fluxo FACScan para avalagle anticorpos anfi-

Tabela 5: Valores obtidos através da curva ROC para as;@ibgi avaliadas......................... 89

Tabela 6: Valores estatisticos obtidos para FC-AFEA atrawésulva ROC para o grupo
NI o = o | (U To= o I 1 L 96

Tabela 7: Valores estatisticos obtidos para FC-AFEA atrawésulva ROC para o grupo
TNC, NA IUIGAO L1:4.096........ceeueieeerieimmmmmn e eeeeeeeeeeeeaaeaea e e s aeaeeaeaaaaaaaaeeeaeeseeeeessnnnrnnnnns 97

Tabela 8: Valores estatisticos obtidos para FC-AFEA atrawésultva ROC para o grupo
TEA, NA AIUIGAO 1:4.096.........uuuuiiiiieit i st ettt e e e e e e e e e s aeasass e e e ereeaeaaeaaeeens 98

Tabela 9: Comparacgéo das técnicas convencionais dos paxigate Tratados.................. 112
Tabela 10:Comparacao das técnicas convencionais dos paxi€rgados Nao Curados..113

Tabela 11. Comparacdo das técnicas convencionais dos paxieftatados Em

7= 1= Vo= Lo TS 114

Tabela 12: Sensibilidade e taxa de falso-negativo dos testeslogicos convencionais em

Tabela 13:Variacéo de titulosem Tl e TS emrelacdo a TAAR.............cccovvrvviininnnnnn, 117

Tabela 14:Variagéo de titulosem T1 e T5 em relacdo a TFha...........ooociveeeeeernnnee. 118



LISTA DE ABREVIATURAS

Ac - Anticorpos

AL - Anticorpos liticos

ASC - Anticorpos da sorologia convencional

AcM. - Anticorpo Monoclonal

ACP. - Anticorpo Policlonal

cm?- Centimetro quadrado

CTR/DIP/HC/UFMG - Ambulatéorio de Doenca de Chagas do Centro ddafento
Referéncia de Doencgas Infecto Parasitarias do kvgfas Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais

Curva ROC - Receiver Operating Characteristic Curve

DO - Densidade otica

ELISA - Enzyme linked immunosorbent assay

EPI - Forma epimastigota dirypanosoma cruzi

Fc - Frac&o constante

FC-AFEA - Reacao de imunofluorescéncia por citometriduefanti-formas epimastigotas
fixadas

FC-ALTA - Reacédo de imunofluorescéncia por citometria daxof anti-formas
tripomastigotas vivas

FITC - Isotiocianato de fluoresceina

FL1 - Fluorescéncia do tipo 1

FL2 - Fluorescéncia do tipo 2

FN - Falso negativo

FSC - Forward Scatter Disperséo frontal (tamanho)

g - gramas

HAI - Hemaglutinag&o Indireta

IC - Intervalo de confianca

IFI - Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

IgG - Imunoglobulina G

IgG 1 - Imunoglobulina G1

Ladoc/CPgRR - Laboratério de Doenca de Chagas do Centro dguRas René Rachou



LIT - Meio de cultivo da foram epimastigota doypanosoma cruzil{ver Infusion
Tryptose)

MFF - Solucéo fixadora para citometria

min - Minutos

mL - Mililitro

mM - Mili molar

NT - Pacientes néo tratados

PaGIA - Particle Gel Immuno Assay

PC - Ponto de corte

PBS- Salina tamponada com fosfato

pH - Potencial hidrogeniénico

LMCo - Lise mediada pelo complemento

PPFP - Percentual de parasitos fluorescentes positivos
PCR - Reacao da cadeia em polimerase

RVs - Raz&o de verossimilhanca

rpm - Rotac¢des por minuto

SAPE - Estreptoavidina ficoeritrina

SBF - Soro Bovino Fetal

SC- Sorologia convencional

SSC- Side Scatter Dispersao lateral (granulosidade)
TC - Pacientes tratados curados

TEA - Pacientes tratados em avaliagao

TNC - Pacientes tratados nao curados

TO - Antes do tratamento

T1 - Um ano apos o tratamento

T5 - Cinco anos apos o tratamento

TRIPO - Forma tripomastigota dbrypanosoma cruzi
T. cruzi- T. cruzi

°C - Graus Celsius

Mg - Micrograma

A PPFP- Diferenca de PPFP (PPFP em TO menos PPFP em T5)



SUMARIO

INTRODUGAD. ..ot ettt ettt e et eae s te s etenneaenenes 23
1. EPIDEMIOLOGIA. ... eeieee ettt ettt et e e et a e e e e sttt e e e e e s snnnee e e esnsbaeeeaeeaanns 25
2. TRANSMISSAO DA DOENGCA DE CHAGAS........oveieeeeeeeteeeeeeeeeee e seeaeen e ee e 26
3. CICLO EVOLUTIVO . .ottt eeee sttt e e e et e e e s aenaesean e e e aaaeaees 28
4. APRESENTACAO CLINICA DA INFECCAO..........cuimmeeeeeteeeeeeeeeeeeeeee e erereenenns Q.2
5. MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS........ooueoveeeeeeeectecteeeee et 31
6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA DOENCA DE CHAGAS. .......cooeeeeeeeeeeeee, 34
6.1. DiagndstiCo ParasitoOlOQICO. ..........uueeeeeeiriiiiiiiiiiiiiieeeeeee e e e e e e e e e e s s s sennnneeeeeeeeas 34
6.1.1.XeN0AIagNOSLICO. ... ..uuurriiiiriiiiieeeeeeiseiiieeeirrr e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeanees 34
6.1.2. HEMOCUITUIA. ...t 34
6.1.3. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR).ccoevvvvvviiviiiiiiiiiiieeeeeeeeee 35
6.2. DIagnOStiCO SOr0IOQICO. .....cceee it eeeeee e e e e e 36
(GRS I 1Y/ 11 7o To [0 ISE=To T £] (oo [{odo 1S OO 36
6.3.1. Teste de Imunofluorescéncia INAIreta e ..uuvveeeeeiiiiiiiiiiieeeeeeeies 37

6.3.2.Teste de Hemaglutinagao INdireta. .. co.eeeeeeeeieeeeeeeeieeiieiiiiiiiinn . 38

6.3.3. ENZIMOIMUNOENSAIOS. ......cceiiiiiiieereeee it 39
6.3.4. Teste de aglutinacdo de particulas denpodis................cccocvvvvvrnnnnnne. 40
6.3.5. Testes de iImUNO-DIOL...............mumm e 40
6.3.6. Pesquisa de anticorpos por citometridld@®f.................ccovvvveiviiiiinnnns 41
7. TRATAMENTO ETIOLOGICO........coeeeeeeiecie ettt eaeeneaeene s 42
7.1. Tratamento Na Fase AQUAQA..........oooi e 43
7.2. Tratamento Na FasS@ CrONICA.........cii e e e 44
8. CRITERIO DE CURA ... .ov ettt cee e eeeem et et e et te et e e e se st sesaestesaeseeneeneanes 46
(O ] =0 I V@ TSP 52
OBJIETIVO GERAL.....ci ittt e ettt e e e e e sttt e e e e e semnnne e e e e annanneenaeeans 53
OBJETIVOS ESPECIFICOS... ..o ettt cteeeeeeteie et e et veeee e ene s 53
MATERIAL E METODOS.......ccuiitiieeeeeeeee e ets e ete e eaee e stestesaeeaensasestestenesansseneeseans 54
1. POPULACOES DE ESTUDO........ciiiiteeieeeieete ettt et e st eaenanasseeanens 55
1.1, POPUIAGEO ...ttt e e e s e e e e eas 55

1.2. POPUIAGEO ...ttt e e e e e e e e s e e e e e e e eeas 56



2. OBTENCAO, COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS.......cooooeeieeeeeeeeeeeeeeee 58

3. TESTES SOROLOGICOS. ....ceiuiuiitiieneetcmmmmme e eeseseseesesessssesessssesesssessesnnssssesns 58
3.1. HemaglutinaGao INdireta - HAL...........ommeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiesaee e e e eeeeeeeeseeeeeeeaes 58
3.2. Teste IMunoenzimatiCo - ELISA.........oooi e 59
3.3. Imunofluorescéncia Indireta - 1Fl.......oeeeeeiiiee s 60
3.4. Anticorpos Chagas Teste/Particle Gel Immunsafs- PaGIA..............ccoovvennnen. 60
3.5. Reacgdo de Imunofluorescéncia Indireta pargtria de FIUXO............cceeeeeeen. 62
T B @] o] =] gTox=To Jo [ A o1 £ U 4 FR USSR 61
3.5.2. Cultivo e preparagdes antigeniCas. ...cccueuuvvreruniiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeniinnns 1.6

3.5.3. Anticorpos reveladores utilizados para osa@s de citometria de

3.5.4. Reacdo de Imunofluorescéncia indireta ptwmatria de fluxo anti-

formas epimastigotas fixadas - FC-AFEA e anti-fa@rtrgpomastigotas vivas -

O IR ISP 64
3.5.5. Obtencéo dos dados de citometria de fluX0...........cccoeeveeiiiiieennnnnn., 65
3.5.6. Percentual de parasitos fluorescentes positiPPFP.......................... 67
4, DEFINIQAO DO PONTO DE CORTE....ciiti it iereeeei e e e e 68
4.1. Receiver Operating Characteristic Curve V&ROC...........ccccceeeiiiiiieneineennnn. 68
5. ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt eneeans s 70
5.1. TeSte de WIICOXON.......uuuiiiiiiiiiiiiieeee e et e e 70
5.2. Sensibilidade e Intervalo de ConflanGa......cc..ccvvvveeeeiiiiveiiiiiiiiiiiiie e 70
5.3. Razao de verossimilnanGa............coummceeeeeeeeeeee e 70
5.4. Teste QUI-QUAarado..........oiiiiiiiiiii e e e e 71
5.5. SeNSIDIldade. .......ccooiiiiiiiii e ————— 71
5.6. Taxa de falSo NeQAtiVO..............uvimmmeuuiiiiie e e e e e e e e e e aeees 71
RESULTADOS.....ceeeee ettt e et e e e e s e st e e e e e e s st be e e e ensnneeeeeeeanstneeeeeeans 72

1. AVALIACAO SOROLOGICA ATRAVES DA REACAO DE
IMUNOFLUORESCENCIA POR CITOMETRIA DE FLUXO PARA DEHCCAO DE
ANTICORPOS ANTI-FORMAS TRIPOMASTIGOTAS VIVAS (FC-ATA) NA
MONITORACAO PRECOCE DE CURA POS-TERAPEUTICA NO TRAWENTO
ETIOLOGICO DA DOENCA DE CHAGAS DOS GRUPOS NT, TNC HEA
REFERENTES A POPULAGAO Il....iviuiieiee et 74



2. ESTUDO RETROSPECTIVO DE AVALIACAO DO DESEMPENHDA REACAO DE
IMUNOFLUORESCENCIA POR CITOMETRIA DE FLUXO PARA DEHCCAO DE
ANTICORPOS ANTI-FORMAS EPIMASTIGOTAS FIXADAS (FC-AEA) NA
DISCRIMINAGAO DE PACIENTES CHAGASICOS DOS GRUPOS NTNC E TC
REFERENTES A POPULAGAO ... eeeeeeeee e sees e 83
3. AVALIACAO SOROLOGICA ATRAVES DE FC-AFEA NA MONIDRACAO
PRECOCE DE CURA POS-TERAPEUTICA NO TRATAMENTO ETIOGICO DA
DOENCA DE CHAGAS DOS GRUPOS NT, TNC E TEA REFERENSE POPULAGCAO

4. AVALIACAO SOROLOGICA ATRAVES DE TESTES DE SOROI®A
CONVENCIONAL NA MONITORACAO PRECOCE DE CURA POS-TRREUTICA NO

TRATAMENTO ETIOLOGICO DA DOENGA DE CHAGAS........ceeeeeeeeeeeeeeeeeerenaen 110
DISCUSSAOD......c.oiuiieiteeeteeiete ettt eeeem ettt ettt ettt ettt et e e st et ete s eseesenseaens 119
CONCLUSOES. ..ottt s et ae s ae e ensteesaseeaenneaenens 130
CONSIDERACOES FINAIS........ovoveeeeeteeeeeeeeeee e es s st teases s s s aeneannanens 133

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccooiitiiitieeeeee et 135



Introducéao



A doenca de Chagas humana é uma antropozoonose @sai m@mo agente
etiolégico o Trypanosoma cruzi,um protozoario flagelado, pertencente a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, que s&ite de dois hospedeiros para completar
seu ciclo evolutivo, um vertebrado - homem ou maro# de outras espécies - e um
invertebrado - hemipteros hematéfagos da familduRdae e subfamilia Triatominae (REY,
2001).

A biologia doT. cruzibem como seus transmissores, seus reservatormg|inica,
sua epidemiologia e a patologia da doenca causadaspe protozoario, foram descobertos
em 1908 na cidade de Lassance (MG), por Carlos @&hagtornados publicos através da
publicacdo de seu artigo histérictNova tripanosomiase humana. Estudos sobre a

morfologia e o ciclo evolutivo de Schizotrypanumzcn. gen. n. sp., agente etiologico de

nova entidade moérbida do homemha revista Memoérias do Instituto Oswaldo Cruz
(CHAGAS, 1909).

A despeito do vetor invertebrado, cerca de 130 agdspeade triatomineos ja foram
descritas e todas sdo vetores potenciai$.douzi Entretanto, sdo importantes, do ponto de
vista epidemiologico, as espécies domiciliares, @upEesentam maior antropofilia e
capacidade de domiciliacdo, principalmente aqupéatencentes aos génerbsatoma (T.
infestan$, Panstrongylus (P. megistus e Rhodnius (R. prolixu3 (BARRETO, 1976;
SHERLOCK, 2000). Espécies silvestres representamai@ria absoluta dos triatomineos.
Alguns eventualmente podem ser encontrados em p@rtificiais, mas, em geral vivem
associados aos animais silvestres, em seus abogosinhos naturais e tém menor
importancia na infecgcdo humana.

Em relacdo aos hospedeiros vertebrados, a presentacruzija foi verificada em
cerca de cem espécies de mamiferos vertebrad@snaw carnivoros domésticos, primatas,
roedores, marsupiais, desdentados etc.

Estudos recentes, através de técnicas isoenzisiaticdicam que pelo menos dois
grupos de populacdes de cruzipodem ser encontrados na natureza. O primeirpadegio
Z1 e Z3, esta intimamente ligado ao ciclo silvestreesulta, aparentemente, em infeccdes
brandas e de baixa morbidade em humanos. O segdedpadrdo Z2, esta intimamente
ligado ao ciclo doméstico e é responsavel pelac@dfes graves e pela alta morbidade em
humanos (WHO, 1991; WHO, 2002).
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1. EPIDEMIOLOGIA

A doenca de Chagas acarreta um importante probtiensadde publica, sendo a
quarta maior de impacto social entre todas as dseinfecciosas e parasitarias da América
Latina (DOCAMPO et al., 2001; WHO, 2002), e uma g@msologias de mais ampla
distribuicdo no continente americano (VINHAES e BI&000).

Ocorre em toda a América Latina, mas as maniféstagda doenca e suas
caracteristicas epidemioldogicas variam de uma aremica para outra, e as taxas de
prevaléncia, as caracteristicas do parasita, dogéoclinica, os vetores e 0s hospedeiros
diferem grandemente. Como qualquer outra doencasitéaia, a doenca de Chagas esta
intimamente relacionada ao desenvolvimento soaabadmico (WHO, 2002).

Estimou-se que 16 a 18 milhdes de pessoas esigjartadas nas Américas, desde o
México até a Argentina e Chile, e 100 milhdes, @ele 25% da populacdo da América
Latina, correm o risco de adquirir a doenca (SCHN®RINL997; WHO, 1991). Entretanto,
um estudo mais recente mostra que a estimativarealpncia da infeccao foi revisada,
indicando que apenas 11 milhdes de pessoas estdartadas (SCHMUNIS, 1999). Esta
gueda se deve a iniciativas regionais, baseadasomirole da transmissao vetorial
(erradicacdo do inseto vetor), na melhoria da ¢nagle doadores de sangue, reduzindo a
probabilidade de transmisséo transfusional e naarial na deteccdo e tratamento nos casos
congénitos (DIAS, SILVEIRA e SCHOFIELD, 2002).

Nos paises da América Central (Costa Rica, El 88aly Guatemala, Honduras,
Nicaragua, Panama) e dos Andes (Colébmbia, EquBdoun, Venezuela), cinco a seis milhdes
de pessoas estdo infectadas e 25 milhdes corresmoode adquirir a doenca (WHO, 2002).

No Brasil, a regidao de alta prevaléncia da doelec@&hagas humana abrange uma area
de trés milhdes de quildbmetros quadrados, desdararao até o Rio Grande de Sul. S&o
cerca de 2.450 municipios, envolvendo uma populagimais de 28 milhdes de pessoas
expostas ao risco de contaminagcdo e uma populaga@aproximadamente cinco milhdes de
individuos infectados (DIAS e COURA, 1997).

Minas Gerais, que desde a descoberta da doengmuise e continua sendo
importante centro de investigacdes sobre a doeac&€hégas, tem como cenério atual o
desaparecimento do vetdriatoma infestansios lares e a quase inexisténcia de individuos
menores de dez anos infectadseEgundo inquéritos soro-epidemioldgicos (SES-MIB12.

Apo6s a descoberta da doenca de Chagas, observoorseonstante aumento do
namero de notificagbes de casos da doenca, devidonfinua imigracdo de pessoas
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contaminadas provenientes de areas endémicas @R 0 endémicas, e a transmissao
transfusional. Este quadro s6 foi modificado apusidativa do Cone-Sul, coordenada pela
Pan American Health Organization (PAHO), em asg@tiacom 0s paises envolvidos, que
através de diversas medidas (melhora do modo @e eahtrole vetorial, uso de inseticidas
modernos) conseguiram interromper a transmissawi&ee transfusional no Uruguai (em
1997), no Chile (em 1999), em 8 das 12 areas emd8nuo Brasil, e em 4 das 16 areas
endémicas da Argentina (em 2000) (PRATA, 2001; WB?2; ARAS et al., 2003).

No final dos anos 90, ficou comprovado que medisiagematicas de controle e
vigilancia epidemioldgica, em &reas endémicas, poteyar a eliminacdo da maioria das
populacdes de vetores domésticos, contribuindo pairgerrupcdo da doenca. O impacto
social deste controle pode agora ser demonstrddalpeaparecimento de casos agudos e de
novas infeccdes em individuos mais jovens, bem canpoogressiva reducédo da razéo de
mortalidade e morbidade em &reas, onde a transmiss@rial esta sob controle (DIAS,
SILVEIRA e SCHOFIELD, 2002).

2. TRANSMISSAO DA DOENCA DE CHAGAS

O principal mecanismo de transmissédo da doencahdgds ainda € a via vetorial (80
a 90%), que ocorre apos o repasto sanglineo di imstor, através do contato da pele ou
mucosa do hospedeiro vertebrado com fezes e/oa doninseto vetor, contaminadas com
tripomastigotas metaciclicos do cruzi(DIAS, 2000; SCHMUNIS, 2000).

No Brasil, € certo que a transmissao vetorial denda de Chagas foi grandemente
reduzida e que ha tecnologia bastante para sustentdveis de controle alcancados, ficando
evidente o progresso alcancado no controle da da@iHAES e DIAS, 2000).

O segundo mecanismo mais frequiente (5 a 20%)ia amansfusional (DIAS, 2000;
SCHMUNIS, 2000). Em 1935, suspeitou-se da posddike da transmissdo da doenca por
esta via, que foi descrita um ano mais tarde peitds et al. (1936) e claramente definida na
década de 40. Os mecanismos e estratégias delequdra evitar a transmissao transfusional
foram desenvolvidos na década de 50 e implementa@akécada de 60. Mas somente nos
anos 80, com o aparecimento da infeccéo pelo HI,as programas de controle de doacao
de sangue, nacionais e regionais, foram totalmenpggementados nos paises endémicos
(WENDEL, 1997; DIAS e SCHOFIELD, 1998).

Esta forma de transmissao assumiu uma grande témooa epidemiolégica devido ao

movimento migratério de pessoas infectadas dasszomais endémicas para as zonas
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urbanas, onde, em geral, os triatomineos j4 haw@lm eliminados. Assim, 0 que era
inicialmente uma infecgdo rural, tornou-se tambéma unfeccdo urbana, e isso ocasionou
aumento de individuos com sorologia positiva pai oruzientre doadores de sangue no
Brasil e em outros paises (DIAS e BRENER, 1984; WB@?2). As estratégias de controle
da transmisséo transfusional envolvem essenciagnmeselecdo soroldgica dos doadores de
sangue (WENDEL, 1997; WHO, 1991) e a melhora ndidpde dos testes empregados na
triagem de doadores, com 0s servigos de triageatdgipea utilizando técnicas cada vez mais
sensiveis e especificas (WANDERLEY et al., 1993;EZALQUEZAR et al., 1998;
UMEZAWA et al., 2003).

O terceiro mecanismo de transmissdo mais freqiemtesponde a via congénita ou
transplacentéria (0,5 a 8%) (DIAS, 2000; SCHMUN2800), que foi descrita em 1911 por
Carlos Chagas (CHAGAS, 1911). Este mecanismo teseomnais conhecido desde estudos
realizados na década de 40, e tem sido observaduowgi@s areas endémicas. A prevaléncia
de gestantes infectadas, no Brasil, correspondd aa @% das mulheres, particularmente
naquelas de origem rural e que viveram em casanalqualidade (MOYA e MORETTI,
1997). Estudo de triagem neonatal realizado em,1®87Minas Gerais, em 18.400 amostras
provenientes dos municipios participantes do Prograle Triagem Neonatal — Teste do
Pezinho, sem selecdo prévia de procedéncia, apdathuesultados positivos, ou seja, um
coeficiente de prevaléncia de 1% de puérperas sltagaem Minas Gerais, com a detec¢ao
de trés casos congénitos, sugerindo um risco dsmriasdo de 1,7% (GONTIJO et al.,1998).

Esta via de transmissao, juntamente com a viaftrsinsal, tem sido responsavel pela
manutencgéo da transmissao urbana da doenca. Dasi@a fis medidas preventivas envolvem
o diagnostico precoce e o tratamento especifico rdoém nascidos comprovadamente
infectados, mas o grande problema tem sido o peqgexu de cobertura especializada para
as gestantes e recém nascidos de areas endémiags (©97).

A diminuigdo da transmissao vetorial resultou nagpessiva diminuicdo de doadores
de sangue e de gestantes infectadas, reduzindssams rda transmissao transfusional e
congénita (DIAS e COURA, 1997; SCHOFIELD e DIAS99%

Um mecanismo de pequena importancia epidemiologies, que pode se transformar
num grande problema de saude publica, quando déesadberto ou quando nao se tomam as
precaucdes necessarias, € a transmissdo pelalv{@AISON et al., 1980; MARCONDES et
al., 1987), que ocorre pela ingestédo de alimerdotaminados pelo parasita.

O primeiro caso de surto de transmisséo pela \a&for relatado em 1965, numa

escola agricola de Teutbnia, municipio de EstmtaRio Grande do Sul, onde 17 alunos
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apresentaram forma aguda da infeccdo com quadronideardite. A fonte exata da
contaminagdo ndo foi esclarecida, mas suspeitaesalihentos contaminados com o0s
parasitos. Houve seis casos de 6bito na ocasidm 8wrto semelhante, envolvendo ingestéao
de caldo de cana contaminado, ocorreu em 1986 eonléCdo Rocha (Pb), atingindo 26
pessoas, das quais uma faleceu. Nos ultimos @mxdorrido com relativa frequiéncia surtos
micro-epidémicos multi-familiares na regido amaezénirelacionados ao consumo de acai.
Mais recentemente, ocorreu um surto da infeccdo Santa Catarina, onde foram
identificados 45 casos suspeitos relacionadosesifig de caldo de cana, sendo que 31 destes
foram confirmados laboratorialmente e cinco progeed para Obito (SVS, 2005). E
importante relatar que a via oral de transmissde@iente entre animais, uma vez que
hospedeiros vertebrados do ciclo silvestres sagenal onivoros, alimentando-se inclusive
de insetos, muitas vezes infectados.

A transmissdo acidental em laboratério foi relatpéta primeira vez em 1938, e
varios casos que ocorreram na década de 60 foraaomitds (HERWALDT, 2001), sendo
que, pelo menos 65 casos ja foram registrados (EREN984; HOFFLIN et al., 1987).

Outros mecanismos que nao apresentam risco psaade publica também tém sido
descritos, como a transmissao por transplantegioénDIAS, 1987), por transmissao sexual
(STORINO e BARRAGAN, 1994) e por aleitamento matefMEDINA-LOPES, 1983).

3. CICLO EVOLUTIVO

O ciclo evolutivo doT. cruzi inicia-se quando os hospedeiros invertebrados se
infectam ao ingerir sangue do hospedeiro vertebreolatendo formas tripomastigotas
sanguineas. Poucas horas apds sua ingestdo, mdsfigota sanguineo transforma-se em
amastigota no estbmago e é levado para o segmeasteripr do intestino médio onde se
transforma em epimastigota e multiplica-se ativamepor fissdo binaria. Alguns
epimastigotas sdo entdo arrastados para o inteptsterior e |4 se transformam em
tripomastigotas metaciclicos. O tripomastigota cieteo constitui a forma infectante para o
hospedeiro vertebrado e ao ser eliminado com as f&pu urina, durante o repasto sangiineo
do vetor, pode penetrar no organismo do hospedemebrado através de feridas na pele e
mucosas, invadindo as células do sistema fagosefitmeoonuclear. No interior destas células,
rapidamente se diferenciam em amastigotas, quegoes escapar do vacuolo parasitofago
para o citoplasma das células hospedeiras, ontarmum processo de divisao binaria. Apés

a multiplicacdo, as formas amastigotas diferenganem tripomastigotas sanguineos, que
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rompem a célula e sao liberados na circulacdo Saegudisseminando-se pelo organismo e
atacando musculos e outros tecidos, onde podemtanf@ovas células ou continuar na
corrente sanguinea, iniciando um novo ciclo bia@ogjuando ingerido pelo vetor (BRENER,
1973; GARCIA e AZAMBUJA, 1991; DIAS, 2000) (Figudg.
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4. APRESENTACAO CLINICA DA INFECCAO

A analise de aspectos clinicos e laboratoriaipat@entes portadores da doenca de
Chagas permite classificar a infeccdo em duas:fagesa e cronica.

A fase aguda compreende os fendmenos clinicos eestabelecem nos primeiros
dois a quatro meses de infec¢cdo e seu sinal da pertentrada € geralmente uma leséo
inflamatoria da pele, denominada chagoma de ingaaladMAZZA e FREIRE, 1940).
Quando o local de penetracédo do parasita se dégr@orocular, forma-se o sinal de Romafa
(ROMANA, 1935), considerado por muito tempo comeacteristico da doenca de Chagas

aguda.
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A fase aguda é marcada por alteragdes teciduaendegivas e inflamatorias focais,
devidas a intensa multiplicacdo local do paraditBRANJA et al., 1953). Manifesta¢cfes
sistémicas, como febre, mal estar, astenia, edemfacutineo, linfadenomegalia,
esplenomegalia e hepatomegalia, podem ser també&ervaldas (REZENDE e RASSI,
1994). Geralmente € de curta duracdo e predormanprimeira década de vida da pessoa
(primeiro ao quinto ano) uma vez que as crianci#®expostas aos triatomineos desde muito
cedo (CHAGAS, 1916a). Devido a alta mortalidade @iancas e jovens (DIAS, 1984), o
tratamento etioldégico da fase aguda € indicadolggea que tenha sido o mecanismo da
infeccdo (FUNASA, 1997).

A evolucdo da fase aguda para a fase crbnica é pmsdrada pelo gradativo
desaparecimento das manifestacdes clinicas, digdiouda parasitemia e elevacdo de
anticorpos especificos da classe IgG.

A fase cronica é caracterizada por parasitemiaarhatxa, ndo detectavel através de
métodos parasitolégicos diretos. A infeccdo permarpor toda a vida do hospedeiro, e as
curas espontaneas, ocorridas sem que 0 paciemssdivsido submetido ao tratamento
especifico, sdo muito raras (LUQUETTI, 1987; ZELEIDCet al. 1988; FRANCOLINO et
al., 2003). Esta fase é de grande importancia ragdi@presenta-se sob trés formas clinicas
classificadas como indeterminada, cardiaca e digesjue comprometem Orgaos vitais do
organismo.

A forma clinica indeterminada foi reconhecida, ja £916 (b), por Carlos Chagas, e
por ele conceituada para designar a infeccao neefein de qualquer das sindromes clinicas
predominantes”. Apds diversos estudos a respegalifierentes formas da fase crénica, bem
como dos exames utilizados para seu diagndsticonMeeto et al. (2002) relataram que a
forma indeterminada, para efeito de aplicacdo naédicde pesquisa, apresenta-se como
individuos chagasicos assintomaticos, nos quaisegaer a explicita demonstracdo de
normalidade eletrocardiografica, radiol6gica cardj& a exclusdo de envolvimento esofagico
e intestinal col6nico por técnicas radioldgicassifAs a forma indeterminada é caracterizada
pela presenca da infeccdo, comprovada atravésagéea® sorologicas especificas, mas na
auséncia de manifestacdes clinicas, eletrocardiogsaou radiologicas.

Os pacientes, de forma geral, apresentam-se eneb@uo de saude, desconhecendo,
muitas vezes, a presenca da infeccdo. Estima-seceuwa de 50-60% dos individuos
infectados apresentam essa forma clinica. O bongnpslico, em médio prazo, foi
demonstrado através de estudos longitudinais goirro@aram que as taxas de mortalidade

sdo similares entre pacientes com esta forma deegad e individuos ndo chagéasicos
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(MACEDO, 1980; COURA e PEREIRA, 1985). Embora rduemcendo que o progndstico
seja favoravel, sabe-se que, anualmente, cerca5d 8esses pacientes evoluem para a
forma cardiaca (MACEDO, 1980) e digestiva (CASTRQle 1992) por razGes que ainda
nao estao claras.

A forma cardiaca constitui a forma clinica tardiaisrgrave da infec¢é@o pelo cruzj
ocorrendo em 60-70% dos pacientes sintomaticoaskadronica (UMEZAWA et al., 2001).
Apo6s 20-30 anos de infeccéo, cerca de 20-30% divgidnos assintomaticos desenvolvem a
forma cardiaca, resultante de danos progressivosinoardio, consequentes a incessante
miocardite fibrosante (BRENER, 1987). Assim, a esg8o clinica da doenca cardiaca é
caracterizada pela presenca de sintomas, sinassfis alteracdes de exames laboratoriais
simples, o eletrocardiograma e a radiografia teea(DIAS, 1989).

A infeccdo chagasica pode levar ainda, a dilatagliesesdofago (megaeséfago) e colon
(megacadlon), principais manifestacées da formdaaidigestiva. Esta forma ocorre em 10%
dos pacientes da fase crbnica, e as alteracbesapueem sdo devidas, principalmente, a
destruicdo das células nervosas do sistema en(@®i8&, 1989). Os primeiros sintomas séo
geralmente de disfagia, podendo ocorrer tambémedesdtestinais (colopatias), dor

epigastrica ou retroesternal, além de solucospsatsalivacdo e emagrecimento (REZENDE
e MOREIRA, 2000). Ainda, uma das complica¢cdes nfegliente do megacélon € o

desenvolvimento de fecalomas e a ocorréncia deV@\LIVEIRA et al., 2003)

5. MECANISMOS FISIOPATOLOGICOS

Acredita-se que as manifestacdes patologicas taatéase aguda quanto na fase
cronica da doenga sejam consequéncias de mecanmuititoriais relacionados tanto ao
parasito quanto ao hospedeiro vertebrado. Dentfatoes relacionados ao parasito, andlises
em camundongos revelaram que a variabilidade dassce tropismo, a antigenicidade e o
tamanho do inoculo sédo aspectos relevantes (ANDRAIDBO). Quanto ao hospedeiro, €
importante ressaltar a faixa etéria, o estado ciofral e, especialmente, as caracteristicas
imunoldgicas (DIAS, 2000).

Grande parte das manifestacbes clinicas no hospeseideve a resposta imune
dirigida contra o parasito. Tanto os pacientes m@® desenvolvem sintomas, os da forma
indeterminada, quanto os sintomaticos, apresengamosta imunoldgica contra o parasita
(BRODSKYN e BARRAL-NETO, 2000). A estimulacdo dostema imune € crucial na
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reducdo da carga parasitaria, mas, por outro ladde contribuir para o agravamento dos
sintomas clinicos.

Os mecanismos imunoldgicos que controlam a infeogdioral ou experimental pelo
T. cruzi tém sido muito estudados nas ultimas décadas.rdaiseevidéncias mostram a
participacdo de componentes diversos da respostegeimata e adquirida, tanto na resisténcia
guanto na patogénese da infeccdo (CASTRO, 2002).

A imunidade inata atua como componente chave dst&asia do hospedeiro contra o
T. cruzi. As célulasnatural killer (NK) desempenham papel fundamental na fase iniaal
infeccdo, limitando o crescimento parasitario e ppomovendo o desenvolvimento da
imunidade celular adquirida (SCOTT e TRINCHIERI, 959 Tradicionalmente, os
mecanismos principais desempenhados pelas céllase Melacionam com a destruicdo das
células-alvo e com a producéo de citocinas envadvitbm a sensibilizacdo de outras células
imunes. Deve ser lembrado, que as células NK s@ortantes fontes de IFN-e TNF4],
citocinas relevantes na ativacdo de outras célotesp macrofagos, capacitando-as a destruir
microorganismos intra e extracelulares. Estudosntes de nosso laboratério demonstraram
que a fase aguda tardia da doenca de Chagas éecaemta por aumento seletivo de uma
linhagem de células NK com fenétipo CD16+CD56-,esimglo uma habilidade de antigenos
derivados dd'. cruziem promover a ativacdo de células NK, mesmo nénaissde ativacédo
de linfécitos (SATHLER-AVELAR, 2003).

Outros estudos demonstraram que a infeccdo dosofagos peloT. cruzi pode
induzir a secregdo de IL-12 por essas célulasgedeua ao aumento da producéo de \F&-
TNF-a, resultando em controle da parasitemia e da nuoatid (ALIBERTI et al., 1996;
HUNTER et al., 1996).

Outro aspecto importante pertinente a imunidadsairesta relacionado com a
resisténcia de formas tripomastigotas Tocruzi a acdo do complemento (NOGUEIRA,
BIANCO e COHN, 1975). . cruzié capaz de induzir prontamente a ativacao deipeste
e enzimas efetoras da cascata de complemento gtreade as formas epimastigotas nao
infectantes, mas que nédo destroem as formas trgi@otas, por serem resistentes a acao
litica da cascata. Varias glicoproteinas expressamembrana das formas tripomastigotas
participam dessa resisténcia, incluindo a protedgaladora do complemento (CRP), inibindo
a formacédo da C3 convertase e impedindo a lise (BAMRGI et al., 1993).

Além do envolvimento da imunidade inata, observatm®mbém, uma ativacao
inespecifica do sistema imune humoral, acompanti@dena resposta policlonal de linfécitos
T e B (MINOPRIO et al., 1986).
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A imunidade mediada por anticorpos constitui umarntgnte mecanismo de defesa do
hospedeiro vertebrado contrd ocruzi na fase crénica da infeccdo, e parece ser regpeins
pela sobrevivéncia dos vertebrados susceptiveifysive o homem (KIERZENBAUM e
HOWARD, 1976), por manter, nesta fase, uma paragtsub-patente. A acao protetora dos
anticorpos pode ser efetiva por varios mecanismas igoladamente ou em conjunto
destruirdo o parasito. Em 1982, Krettli e Brenétoduziram a idéia de anticorpos dotados de
atividade litica (AL), pois verificaram que existiama dissociacdo entre 0s anticorpos
envolvidos no diagnéstico da doenca de Chagas elemjgue participavam da resisténcia
contra o parasita. Romeiro et al. (1984) verifioargue os anticorpos liticos pertenciam a
classe IgG, subclasse IgG1l e IgG2, além de denaorgtie somente 0s anticorpos liticos
presentes no soro de individuos chagasicos eraazespe mediar a citotoxicidade celular
mediada por anticorpos (ADCCantibody dependent cell citotoxigitfLIMA-MARTINS,
1985).

Em relagdo a imunidade celular, embora indmerabathos tenham definido a
importancia das sub-populagdes de linfocitos CDED8+ na infeccdo experimental pdlo
cruzi, esse aspecto ainda nao esta totalmente defiaidiofeccdo humana. As células CD4+
sdo importantes na protecao contra a infeccdoTpatouzi uma vez que sdo necessarias para
a inducdo da producado de anticorpos liticos e m@mucitocinas como IFN; que auxiliam
na destruicdo de formas intracelulares do paréd$SRRLETON et al., 1996). Também tem
sido verificada a participacdo de células CD8+manidade e patogénese chagasica humana,
principalmente nos mecanismos envolvendo citélisgbmse que levam a destruicdo da
miofibra cardiaca na cardiopatia chagasica (CUNGUAIA, 1995).

Também as citocinas desempenham papel importantegulacédo da resposta imune,
e estdo envolvidas tanto na resisténcia quanto mesanismos relacionados com a
imunopatologia na doenga de Chagas. O yH&m sido considerado, por alguns autores,
como uma citocina protetora, uma vez que ao estimmiacrofagos, estes produzem
metabdlitos tdxicos para o parasito. Por outro ldde4, IL-10 e TGFy sdo capazes de
suprimir a ativacdo dos macrofagos induzida por-yfhhibindo tanto a liberacdo dos
metabdlitos téxicos quanto a diferenciacdo dasla®llfhl (BRODSKYN e BARRAL-
NETO, 2000). Entretanto, Gomes et al. (2003) redatauma associacao entre a producao de
IFN-y por células CD3+CD4+ e a forma cardiaca, enquantoroducdo de IL-10 por
macrofagos/mondocitos estava relacionada a reguldgdcesposta imune em pacientes da

forma indeterminada.
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6. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA DOENCA DE CHAGAS

O diagnostico clinico-laboratorial da doenca dedalsgpode ser realizado por meio da
busca do parasito ou de anticorpos dirigidos camfparasita, sendo orientado em funcéo da
fase clinica da infeccao.

6.1. Diagnostico Parasitolégico

O diagnéstico parasitologico na fase aguda dagdode Chagas, devido ao grande
namero de parasitos circulantes, é facilmente zaddi pela demonstracdo direta de formas
tripomastigotas dd'. cruziem amostras de sangue. S&o utilizados os métadkiesdde
observacdo como o exame a fresco, micro-hematporétodo de Strout e a gota espessa. Na
fase cronica, devido a baixa parasitemia, os pgasmagiodem ser localizados por meétodos
indiretos, como o xenodiagndstico, hemoculturareagdo em cadeia da polimerase (PCR).
Embora sejam altamente especificos, estes mét@domsito laboriosos e apresentam uma
sensibilidade em torno de 50% (CHIARI et al., 1988 VAO et al., 1993).

6.1.1. Xenodiagnéstico

O xenodiagnastico foi introduzido por Brumpt (19%éfrendo diversas modificacbes
(DIAS, 1940; MAEKELT, 1964) ao longo dos anos patanizacao de seus resultados. Foi
um método bastante utilizado, mas, além de reagbegsas dos individuos aos triatomineos,
o alto custo operacional para a manutencdo dasiasl@os insetos e a dificuldade de sua

padronizacao limitaram seu uso (CHIARI, 1992).
6.1.2. Hemocultura

A hemocultura comecgou a ser utilizada na décade0deom resultados inicialmente
inferiores aos obtidos pelo xenodiagnostico (CHIARIGALVAO, 1997). Em 1972,
Albuquerque et al. encontraram positividade de %7¢m 38 chagasicos na fase cronica
utilizando seis coletas de sangue de cada paanemteintervalo de 30 dias. Tais resultados
nao foram confirmados por outros pesquisadores gstaaularam novos estudos por Mourao
e Mello (1975) e Chiari e Dias (1975) que encoatrarpositividade de 45% e 43,7%,
respectivamente. A introducdo de modificacfes t&sncomo a retirada do plasma, a coleta
de maior volume (30mL) de sangue e o processamenfC foram responsaveis pelo
aumento da sensibilidade (CHIARI et al., 1989; LBE al., 1994). Luz et al. (1994)
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demonstraram a importancia do processamento rdpibém a %, em material de 52
individuos chagasicos cronicos, obtendo 79% e 9d%oaditividade quando realizaram uma

anica hemocultura ou com trés amostras, respectivgm
6.1.3. Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

Com o0 avanco da biologia molecular, novas técnitdizadas no diagndstico das
doencas infecciosas e parasitarias foram aprimsradaescritas. Dentre estas técnicas,
destaca-se a reacdo em cadeia da polimerase (®Al&l, 1995; MULLIS e FALOONA,
1987) que vem sendo aplicada em varias areas ec®és, apresentando valiosas
contribuicbes. Dados da literatura mostram que rasilséidade da PCR tem sido sempre
superior a hemocultura e do xenodiagndstico quaediizados conjuntamente. Moser et al.
(1989) iniciaram varios ensaios utilizando a PCRlei@ccao dd. cruzi Neste mesmo ano,
STURM et al. (1989) utilizaram uma regido altamerdaservada do minicirculo do kKDNA
do T. cruzi(120pb) como alvo para amplificacéo pela PCR edl@tam o correspondente a
10 moléculas do minicirculo ou 0,1% do kDNA de unica parasito entre bilhes de DNA
humanos. A PCR s6 comecou a ser empregada comoadmara o diagnéstico da infeccéo
chagésica por Avila et al. (1993), que a utilizon 86 pacientes residentes em Virgem da
Lapa - MG, uma area endémica da doenca de Chagjasb$ervado que 100% dos pacientes
com sorologia positiva apresentaram PCR positivguanto que apenas 57,8% dos pacientes
apresentaram positividade pelo xenodiagndstico.

Alguns autores tém demonstrado que a sensibilidadeCR é bastante variavel nas
diferentes populacdes (regides endémicas) estudaascker et al. (1994a; 1994b)
encontraram positividade de 96,5% em amostras mgusade 96 individuos de Virgem da
Lapa - MG e em 93,3% das amostras de 30 criangatogiramente positivas da Bolivia.
Jungueira, Chiari e Wincker (1996) detectaram 59¢#positividade da PCR em amostras
de 101 individuos do Sertdo Piaui. Corroborando estas dados, Chiari (1999) realizou um
estudo comparando a PCR com hemocultura e a Liskealite pelo Complemento (LMCo) na
deteccédo da infeccao pelo cruziem individuos procedentes de diferentes regide3rdsil,
endémicas ou nao, e que apresentavam testes sooslogositivos, negativos ou
inconclusivos. A técnica foi capaz de detectar amagita integro ou 0,01% de fragmentos de
DNA deT. cruzicirculando no sangue de individuos contaminadode§s&@mpenho da PCR
foi avaliado em 126 amostras de sangue de indigigonovenientes de areas endémicas (113)

e ndo endémicas (13). O método foi positivo em @3dos individuos com sorologia
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positiva, em 46,2% dos casos com sorologia incen@due em 47,6% dos casos com
sorologia negativa. Dos 10 individuos com PCR pasite sorologia negativa, oito
apresentavam LMCo positiva e foram consideradosocoacientes chagasicos pelos autores.

No grupo controle, 100% das amostras foram PCRtivega
6.2. Diagndstico Sorologico

Apesar do reduzido nimero de parasitos na fasecer&itulos elevados de anticorpos
especificos contra antigenos Tocruzipodem ser observados. Portanto, o diagnésticadess
fase baseia-se principalmente na pesquisa de gragantiT. cruzino soro, que podem ser
detectados por técnicas da sorologia convenciocalno hemaglutinagdo (HAI),
imunofluorescéncia indireta (IFIl), reacdo imunoerdica (ELISA) e por técnicas “ndo
convencionais”, como lise mediada pelo complemghtdCo), reacdo de western-blot,
ELISAs com antigenos recombinantes, reacao de ifluamescéncia por citometria de fluxo
e aglutinacé@o de particulas de polimero (PaGIA).

De forma geral, todos os métodos convencionais bsfbante sensiveis, de facil
execucdo e fornecem resultados mais rapidos do aguemétodos sorolégicos “nao
convencionais” e parasitologicos. No entanto, sesechpenho pode variar em funcédo dos
reagentes, procedimentos técnicos e dos critégoavdliacdo. A utilizacdo de apenas um
teste apresenta sensibilidade e especificidadeosm tle 98,91 e 98,52%, respectivamente.
Enquanto que a associacdo de dois ou trés métamosnéa a sensibilidade para cerca de
100% (FERREIRA et al., 2001). Resultados falso{paxs ocorrem geralmente devido a
reacdes cruzadas com outros tripanosomatideos eoheishmaniasp (ARAUJO, 1986;
CHILER, SAMUDIO e ZOULER, 1990).

O teste sorolégico ideal deveria ser facilmenteceteglo numa Unica etapa, rapido,
barato, sem necessidade de equipamentos espeefaigeracdo para 0s reagentes e ter
sensibilidade e especificidade de 100% (WHO, 2002mo nao dispomos de um unico teste
com todas essas caracteristicas, a Organizacdo idlluhel Salde (2002) preconizou a
utilizacé@o de pelo menos dois testes soroldgicadifdeentes principios para o diagndstico da

doenca de Chagas.
6.3. Métodos soroldgicos

E necessario conhecer a especificidade e a sétadsl em todo teste laboratorial. A
especificidade indica a capacidade do teste enctdeta populacdo nado infectada, desta
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forma, um teste extremamente especifico serd agpdiscriminar todos os néo infectados. A
sensibilidade indica a capacidade do teste dedntticlos os individuos infectados, entdo, um
teste pouco sensivel deixara de detectar algungdnds portadores da infeccdo (PEREIRA,

1995). Nao existe teste sorolégico para doencahag&s com 100% de especificidade e com
100% de sensibilidade, mas muitos testes ja digpmnchegam a valores proximos. Com o
intuito de melhorar a especificidade e a sensHuilégl pode-se utilizar algumas estratégias,
como o emprego de mais de um teste, a repetic&old do material, o uso de diferentes
pontos de corte nos testes soroldgicos e a melldmsatestes jA& empregados na rotina
laboratorial através da utilizacdo de antigenosormdinantes e peptideos sintéticos

(LUQUETTI e RASSI, 2000).

6.3.1. Teste de Imunofluorescéncia Indireta

O teste de imunofluorescéncia foi estabelecidoacam teste diagndstico para a
doenca de Chagas através dos trabalhos de Cani#§6),(que o padronizou. Diferentes
fatores podem influenciar nos resultados. A qudkdda microscopia de fluorescéncia e dos
antigenos, a diluicédo correta do conjugado e éraride leitura das laminas sao os principais
fatores envolvidos no teste e devem ser rigorosemeadronizados para a obtencédo de
resultados confiaveis (FERREIRA e AVILA, 2001).

O teste emprega numero maior de passos que alestemaglutinagdo, assim como
mais reagentes, aumentando as possibilidades @ téonicos. A leitura é subjetiva, sendo
extremamente importante que 0 equipamento estejaapgstado e que o técnico seja bem
treinado. A grande vantagem é a sua alta sensiddidproporcionando titulos elevados de
anticorpos nos soros da populacao infectada. LtiquBassi (2000) observaram em soros de
pacientes chagasicos, que sao raros 0s soros tdaos finferiores a 1:160 (1,4%), sendo a
maioria (76%) com titulos de 1:640 ou mais. Entretamuitas amostras, especialmente
aquelas provenientes de triagem em bancos de saesentam reatividade duvidosa (1:20
a 1:40), em geral ndo acompanhada de positividasi@utros testes.

Amato Neto et al. (2002) analisaram, através da 1B0 soros de pacientes
chagasicos cronicos, sendo 50 co-infectados coiruse da imunodeficiéncia humana (HIV),
com o intuito de avaliar o comportamento do testediuicdo 1:20. Foi observado que
nenhum resultado foi positivo apenas na diluic0,1sempre ocorrendo positividade nesta e
em diluicbes maiores, mesmo quando presente coggxdepelo HIV. Desta forma, os autores
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destacam a elevada sensibilidade do método e saggue é valido valorizar resultados

positivos nesta diluigao.
6.3.2.Teste de Hemaglutinagéo Indireta

O teste de hemaglutinacdo foi descrito pela pramgez por Cerisola, Chaben e
Lazzari em 1962, sendo amplamente utilizado arpdesta data. Uma década mais tarde foi
padronizado por Camargo et al. (1971) e a sua aagiflisdo deveu-se a facilidade de
execucao, rapidez de leitura (1 a 2 h) e de naesséar de equipamentos adicionais. E uma
técnica de elevada especificidade (96 a 98%), maslmente falhando ao deixar de detectar
1,6 a 2,5% de individuos infectados (falso negati\WwHO, 2002).

Uma vantagem desse teste € a sua simplicidadeedeg®o, que consiste em apenas
dois passos: a diluicdo do soro e a aplicacdo tigesnow, 0 que contribui para evitar erros
técnicos.

Devido a grande variedade de reagentes utilizadss diferencas nos procedimentos
técnicos, o Ministério da Saude tentou padronizéits de HAI utilizados no Brasil, visando
corrigir as discrepancias. A primeira tentativapderonizacéo foi dirigida pela Coordenacéao
de Laboratérios (COLAB) da Fundacdo Nacional dedS8aiteve como objetivo a avaliacao
dos conjuntos diagnosticos existentes no mercadando a recomendacdo daqueles com
melhor resultado. Neste estudo multicéntrico, foramalisados 87 soros por cinco
laboratérios de referéncia, que receberam os 1ljumtms diagnosticos disponiveis no
mercado a época, perfazendo um total de 4.524td3pe demonstrado que quatro dentre os
11 conjuntos diagnésticos ofereceram sensibilid&deespecificidade desejadas, trés
apresentaram desempenho variavel e, nos outrosoguattomportamento foi aquém do
desejado (SAEZ-ALQUEZAR et al., 1997).

A segunda tentativa foi realizada através da agafuota da Coordenacao de Sangue
de Hemoderivados (COSAH) e do Programa Nacional Rizencas Sexualmente
Transmissiveis e AIDS por meio dos cursos da Teletm objetivo de unificar os
procedimentos técnicos na execucdo dos testesreiposede hemoterapia e em laboratorios
de Saude Publica. Como resultado desta iniciafiivalaborado um Manual e Video da série
Telelab, destinado a técnicos que realizam osstesimldgicos, em abrangéncia nacional,
permitindo um melhor desempenho dos técnicos nangdb de resultados de elevada
confiabilidade (SAEZ-ALQUEZAR et al., 1997).
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6.3.3. Enzimoimunoensaios

Os testes imunoenzimaticos tiveram ampla aplicagageteccdo de anticorpos apos a
introdugcédo da ELISA (ENGVALL e PERLMANN, 1972), eaido a Voller et al. (1975) a
sua aplicagdo no diagnéstico da doenca de Chagas.

Uma vez padronizada, a ELISA abriu amplas persgecina sorologia convencional
desta enfermidade, por ser sensivel, especifica,leibura objetiva e passivel de automacéao
(FERREIRA e AVILA, 2001). Existem no mercado Kitsnb padronizados para serem usados
principalmente na triagem de doadores de sangugeM®entexto, Oelemann et al. (1998)
realizaram um estudo para avaliar o desempenhdlitirentes kits diagndésticos, no qual a
especificidade variou de 93,3 a 100% e a sensiiéicde 97,7 a 100%, dependendo da area
onde as amostras de sangue foram coletadas. Erandée estudos, foi constante a elevada
sensibilidade com especificidade variavel (LORCAakt 1994; TEIXEIRA, BORGES-
PEREIRA e PERALTA, 1994).

O antigeno mais amplamente utilizado na sensibéiaada placa é proveniente de
extrato bruto de epimastigotas, porém fracGes dasfga (LUQUETTI e RASSI, 2000) ou
mesmo antigenos recombinantes ou peptidios simgétiocdem ser empregadas. Umezawa et
al. (1999) testaram seis antigenos recombinant49, (L7, JL8, B13, A13 e 1F8) em 541
soros chagasicos e nao chagasicos provenientesisis mlas Ameéricas Central e do Sul. Os
resultados mostraram que a sensibilidade vario@3¢ a 99%, e a especificidade foi em
cerca de 96%. Entretanto, nenhum dos seis antiggilizados isoladamente foi capaz de
detectar 100% das infec¢gbes, comprovando a hetezmpele antigénica dd. cruzie as
implicacbes desta variabilidade no diagnostico danda de Chagas, e sugerindo que a
associacdo de diferentes antigenos recombinantdsripoelevar a sensibilidade e a
especificidade a indices maximos. Posteriormentenesmo grupo reportou o uso da
associagdo de trés proteinas recombinantes (BE3e1H49) em ensaio imunoenzimético
(mix-ELISA com 99,7% de sensibilidade e 98,6% de espeafigdara o soro-diagnodstico
(UMEZAWA et al., 2003).

Ferreira et al. (2001), ao utilizarem um antigemzombinante composto das
sequéncias de quatro diferentes peptidios (PEP)1T2, TcD e TcE) ddl. cruzi (TcF-
ELISA), obtiveram 100% de sensibilidade e 98,94%edpecificidade, indicando que este
teste poderia ser utilizado no diagnostico sorogla doenca de Chagas. Além disso, ao
compara-lo com a ELISA convencional observaram umelhor distingdo entre soros

reagentes e néo reagentes e uma menor ocorrénaagé® cruzada com leishmaniose.
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Gomes et al. (2001) ao avaliarem o kit diagndstieoELISA que utiliza antigenos
recombinantes repetitivos do citoplasma e flagelol' d cruzi (CRA+FRA), produzido por
BioManguinhos, obtiveram 100% de especificidade easiilidade e além disso nao
encontraram reacao cruzada com outras doencas giifisy HTLV e leishmaniose, o que &

observado quando se utiliza ELISA convencional.

6.3.4. Teste de aglutinacéo de particulas de potiree

O teste de aglutinacdo de particulas de polimdétaS&KA) foi lancado no mercado
recentemente e possui como novidade a sensibiizdedpolimeros com trés diferentes
peptideos sintéticos da estrutura antigénicd .doruzi Ag2, TcD e TcE (PERALTA et al.,
1994; REED, 1996) e a rapida e facil execucdo. Amte seu lancamento no comércio,
Rabello et al. (1999) investigaram a habilidadetete em discriminar amostras positivas e
negativas para a doenca de Chagas. Para issonz¥ras de soros, sendo 119 chagasicos e
111 ndo chagasicos, previamente avaliadas peléog@aonvencional, foram testadas. Os
resultados indicaram sensibilidade de 96,8% e dspeade de 94,6%, além de relatarem
algumas vantagens como, realizacdo de apenas ghedagens, a nao utilizacdo de outros
reagentes e lavagens sucessivas e o menor tempalidacao do teste (cerca de 20 minutos).
Uma desvantagem do PaGIA é a necessidade de ¢Aitizie uma centrifuga especifica (ID-

Centrifuga), que possui um custo elevado.
6.3.5. Testes de imuno-blot

Umezawa et al. (1996) avaliaram um teste de imuioQlUe utiliza antigenos
secretados/excretados do cruzi (TESA blot) como um método de diagndéstico das fases
aguda e cronica da doenga de Chagas. O diagndgtcencial destas fases foi possivel uma
vez que soros da fase aguda e congénita reagenmasdmandas de 130-200Kda (“ladder-
like™), reconhecidas por IgM e IgG, enquanto osata fase crénica reagem com as bandas
largas de 150-160Kda, reconhecidas por IgG; e o3ssoedo chagasicos nao apresentam
reatividade a essas bandas. Foram avaliados 5li2nfesc chagasicos, sendo 111 nao
chagasicos, incluindo soros de leishmaniose e ©utvancas, e 401 soros chagasicos (361
cronicos, 36 agudos e 4 congénitos). Foi obsergagotodos os soros agudos e congénitos
foram positivos no TESA blot IgG e IgM, enquantdds 0s soros crénicos também foram
positivos para IgG. Nos soros ndo chagasicos, acdgidade foi de 100% e nenhuma
reatividade cruzada foi observada. Desta formastetpoderia ser utilizado nos casos de
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suspeita de doenca aguda ou congénita e, de foena gomo um teste confirmatoério da
infeccao.

6.3.6. Pesquisa de anticorpos por citometria dexéiu

A introducéo da citometria de fluxo por MartingHei et al. (1995), como um método
sensivel para a detec¢do de anticorpos, trouxenoreaperspectiva ndo s6 para os estudos da
doenca de Chagas (CORDEIRO, 2000), mas tambémaogaestudos de diversas doencgas
parasitarias como, leishmaniose (ROCHA, 2005), $iabe (BITTAR, 2002), erliquiose
canina (MOREIRA, 2005) e também doencas causadagins (MARTINS, 2004; SILVA,
2005).

A citometria de fluxo é uma técnica de analise mattizada através da qual uma Unica
particula pode ser caracterizada fisica e biogq@mente, em meio liquido. A caracterizagéo
inclui o tamanho, granulosidade (ou complexidaderina) e intensidade da fluorescéncia.
Todos esses parametros podem ser detectados sieantante, medidos, armazenados e
analisados no computador. Esse método apresentegtande versatilidade, uma vez que
permite o desenvolvimento de estudos que empregato formas tripomastigotas vivas
qguanto formas epimastigotas fixadas, ou mesmaogeras adsorvidos em particulas solidas
(BRENER, 2000).

Utilizando esta metodologia, Cordeiro et al. (206839lizou um estudo da analise da
reatividade de anticorpos IgG séricos de pacianfestados cronicos apresentando diferentes
manifestacdes clinicas da Doenca de Chagas. Pswa fid empregada preparacbes de
tripomastigotas vivos e epimastigotas fixados, eeddmonstrada a existéncia de uma
reatividade diferencial de subclasse de IgG das dwaegorias anticorpos da sorologia
convencional (ASC) e AL no soro de pacientes camiente infectados pela cruzi.lgGl e
IgG2 foram as principais subclasses de ASC, enqug@®1 e IgG3 foram predominantes em
AL, podendo ser utilizados como indicadores de mpdstico e de monitoramento da
progressdo da doenca de Chagas. Além disso, fenama existéncia de um perfil distinto de
reatividade entre portadores de diferentes forniagcas da infeccdo, enquanto o nivel de
IgG2 em ASC foi inferior nos soros de portadoresodaa clinica digestiva, IgG1 em AL foi
detectado predominantemente no soro de pacientetadpees da forma clinica
indeterminada.

Recentemente (2005), através da citometria de fliskam analisadas as reatividades

de IgG anti-epimastigotas fixadas deypanosoma cruziem soros de pacientes com
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diferentes doencas parasitarias, sendo observadaibifidade e especificidade de 82,1% e
89,3%, respectivamente. Ainda, as razbes de varitisanca confirmaram o elevado
desempenho do teste no diagndstico da doenca dg€hbal estudo foi agraciado com o
Prémio Jovem Cientista 2005 - “Sangue: Fluido ddaVipela estudante de ensino médio,
Natalia Martins Evelin do Laboratério de DoencaGleagas do Centro de Pesquisas René
Rachou.

7. TRATAMENTO ETIOLOGICO

Embora ja se conhecesse a doenca de Chagas des@ed@scoberta em 1909, a
primeira iniciativa de tratamento foi a de Stei@32), que usou, em camundongos, derivado
de bismuto, seguida por Jensch (1937), que descelmpiricamente e utilizou bisquinaldinas
também nesses animais.

A partir destes achados e com o surto de farmagosdos das descobertas apés a
Segunda Guerra Mundial, uma série de drogas tripandas foi testada, mas o tratamento
etiolégico da doenca de Chagas teve inicio somentécada de 50, com a comprovacéo da
acao favoravel de compostos nitrofuranicos na doeexperimental em camundongo,
conseguindo transformar a infeccdo aguda fatalrémaa (PACKCHANIAN, 1952).

O grande avanco no uso deste composto ocorreuiadms estudos experimentais de
Brener (1961), cujos resultados animadores obtmma a administracdo prolongada da
nitrofurazona encorajaram os ensaios terapéutmogatados na doenca de Chagas humana,
abrindo assim perspectivas para o tratamento dgee¢FERREIRA, 1961; CANCADO,
1963; FERREIRA, 1990).

Em 1968, Grunberg et al. publicaram um trabalhoresobm derivado 2-
nitroimidazélico, benzonidazol, um composto quirarapeuticamente ativo contralocruzi,
comercializado pela Roche como Rochagan, que tadozido no Brasil em 1978. Ainda,
em 1972, o Laboratério Bayer anunciou a sintesameitrofurano, o Nifurtimox (BRENER,
2000). Estas duas drogas atuam contra as fornpasniaistigotas sanguineas e amastigotas do
T. cruzi mas ap06s ser amplamente usado no Brasil e emsquaiises Latino Americanos, 0
Nifurtimox foi retirado do mercado, permanecendspdhnivel para o tratamento somente o
Benzonidazol (CANCADO, 2000).

Quase uma centena de drogas ja foi testada contfa oruzi em infeccdes
experimentais de animais de laboratério. A triagdamvarios compostos contraTo cruzi

demonstrou que a maioria deles suprime a parasiferaduz a mortalidade, previne a
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letalidade e diminue o periodo de infeccdo. Estugies visam a identificacdo de novos

compostos continuam sendo realizados (RASSI e2@00), buscando baixa toxicidade e

maior eficacia no tratamento da fase crénica. Wrleinal. (1996 e 1998) demonstraram que 0
DO870, um derivado azélico de quarta geracdo, dpaz de induzir cura parasitologica em

70 a 100% dos camundongos tratados durante arfasea da infec¢cdo. Corroborando esses
dados, Molina et al. (2001) utilizando DO870 obaeawmn cura em 60-90% dos camundongos
tratados. De forma analoga, Maldonado et al. (1%8®ervaram cura em 80 a 90% dos
camundongos tratados com este mesmo compostoenadada.

Como ja comentado, o Unico composto disponivel,Bnasil, para a terapéutica
especifica € o Benznidazol, (Rochagan®, Roche,n¢ibe nitro- 1 imidazol acetamida) que
€ administrado por via oral, durante 30 - 60 diasme dosagem diaria de 5 - 7mg/Kg
(CANCADO, 2000).

Um dos problemas em relacdo ao tratamento é aogi@dbde, o que pode causar
varias reacdes colaterais como dermatites, migbosssdo e polineuropatia periférica
(CASTRO et al., 1998; ARAUJO et al., 2000; COURAQ3). Curiosamente, os efeitos sdo
muito menos freqlentes na fase aguda do que nea&yddo s6 em criancas, mas também em
adultos (RASSI, RASSI JR e GABRIEL RASSI, 2000).

Os pacientes infectados pe€lo cruzi em sua maioria (60%), apresentam sobrevida
normal durante muitas décadas, permanecendo gdufextiva,apenas sob o ponto de vista
parasitologico, mas latente, sob o ponto de visitsico. O tratamento especifico pode
interferir na evolucédo da doenca, prevenindo oardendo o surgimento de formas clinicas
definidas, nos 40% dos pacientes que se tornardionsiticos (CANCADO, 1979). Desta
forma, um dos grandes questionamentos da doenChalgas diz respeito a sua abordagem

terapéutica nas diferentes fases da doenca.
7.1. Tratamento na Fase Aguda

A terapéutica especifica € atualmente recomendadim@os os casos de fase aguda,
independentemente do mecanismo de transmissao (BBNA997), incluindo a via
congénita, transfusional e a infeccdo acidentalitddlestudos relataram que a taxa de cura,
baseada na negativacdo das provas sorologicasasitpkigicas, situa-se entre 60 a 80%.
Entretanto, poucos estudos focalizaram o efeiteidgéutica especifica durante a fase aguda,
no que diz respeito a prevaléncia posterior deagfes cardiacas e ou digestivas. Assim,

Rassi, Rassi Jr. e Gabriel Rassi (2000) trataram, lmenzonidazol e nifurtimox, 43 pacientes
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durante a fase aguda da infeccdo, com acompanhamentarios anos. Foi observada cura
em 14 (35%) pacientes e constatado que a a¢ao deamento realizou uma intervengao
favoravel na evolugcdo da doenca, pois somente omernpas nao curados apresentaram
manifestacbes de comprometimento visceral. Nundestimilar, Cancado (2000) tratou com
benzonidazol e nifurtimox, 38 pacientes que se mnaeam na fase aguda da infecgéo, e os
acompanhou por um periodo minimo de nove anos;osebdervado cura em 16 (76%)
pacientes. Entretanto, Silveira et al. (2000) teate 12 criancas (7-12 anos) com
benzonidazol (10 criancas) ou nifurtimox (duas rgés). Apos 8-20 anos de
acompanhamento, 33,3% evoluiram para cardiopatia tjre ou esofagopatia, apesar do

tratamento precoce.
7.2. Tratamento na Fase Crobnica

De acordo com o Consenso Brasileiro em Doenca ldegd@s (2005), o tratamento
especifico € recomendado principalmente na fas@carGecente, em crian¢as. Em adultos,
embora faltem evidéncias que garantam o0 sucesspétdico, o tratamento pode ser
instituido na fase cronica recente, consideradaoconperiodo de 10 a 12 anos apés a
infeccao inicial. Na fase crénica de maior duragitratamento tem sido indicado na forma
indeterminada e nas formas cardiacas leves e id@®sEle possui como objetivo, a retirada
dos parasitos da circulacdo sangiinea e a preveng&aucao dos sintomas (WHO, 2002).

Entretanto, a indicacdo de tratamento etiologicofarema indeterminada tem sido
considerada controversa (AMATO NETO, 1998; IANNMADY, 1998), pois ha estudos
gue ndo mostram evidéncias de eficacia do tratamentjuanto outros estudos indicam que o
tratamento pode reduzir ou retardar a evolucédcelisha forma indeterminada.

Entre os varios estudos que avaliaram o efeit@i@dgéutica especifica sobre os testes
soroldgicos e parasitologicos, alguns descreveaambém alteracdes na progressao clinica da
doenca de Chagas (FRAGATA et al., 1995). Os redodtalesses estudos séao discordantes e
abertos a controvérsias, principalmente por caagdifdrencas nas populacdes estudadas, nos
métodos de avaliacdo da terapéutica especifica,esggsemas terapéuticos, no tempo de
acompanhamento, nos critérios de cura e na intagée dos resultados.

lanni et al. (1993) estudaram, por oito anos, 33tas com a forma indeterminada
que foram tratados com benzonidazol e placeboserahram alteracées no ECG em 13,3%
dos pacientes tratados com benzonidazol e nenhliaracdo nos pacientes que receberam

placebo. Entretanto, o pequeno nimero amostrablina interpretacéo dos resultados.
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Comparando um grupo de pacientes com a forma imdie@da ou com minimas
alteracdes cardiacas ou digestivas que foram tmtenin benzonidazol e um grupo pareado
nao tratado, Miranda et al., (1994) observaramus@m clinica de ECG e radiologica em 76
pacientes tratados e em 44 pacientes nao tratados.

Apesar destes estudos ndo mostrarem grande vantdgetratamento especifico,
muitos autores afirmam o contrario. Neste sendiatti et al. (1994) avaliaram os efeitos do
benzonidazol sobre alteracfes do ECG e sobre aggsip clinica da doenca. Para isso, um
total de 201 pacientes com a forma cronica da goBm@companhado por oito anos, sendo
131 tratados e 70 nao tratados. Ao final do tenpaabmpanhamento, foi observado que o
grupo tratado apresentou maior porcentagem de inaega@b de trés provas soroldgicas,
quando comparado ao grupo nao tratado, 19% vefdygespectivamente. Foi observada
ainda, uma significante reducdo no niumero de peserom alteracdo no ECG (4,2% versus
30%).

Macedo e Silveira (1987) estudaram 171 adultos acforma crbénica da infecgéo,
onde 103 foram tratados com nifurtimox ou benzarotia 68 receberam placebo. Apds sete
anos de acompanhamento, foi relatada progressaaltelmcdes no ECG em seis (6%)
pacientes do grupo tratado e oito (12%) do gruposqiio.

Corroborando estes dados, Fragata et al. (1995)estudo retrospectivo de 7-8 anos,
analisaram 71 pacientes chagésicos com forma cariiée e sem cardiomiopatia, que foram
tratados com benzonidazol e 49 pacientes ndo t®tadncontrando também menor
evidéncias clinicas, pelo ECG e por radiologia,pdegressdo da doenca no grupo tratado
(7%) comparativamente ao grupo nao tratado (14,3%).

Em relacdo ao comportamento da imunidade humohaling estudos relatam a
influéncia do tratamento especifico sobre os AS€reAL. Cancado (2002), utilizando a
negativacdo da sorologia convencional como critdgocura, estudou 21 pacientes com a
forma aguda e 113 pacientes com a forma crénicidaca, por um periodo de 13 a 21 anos
e de seis a 18 anos, respectivamente. Ele encomtnautaxa de cura de 76% nos pacientes
agudos e, nos pacientes crbnicos, apenas 8% de @564 de resultados duvidosos.

Ferreira (1990) tratou 100 pacientes com a forrdaterminada da doenca de Chagas,
metade com nifurtimox e metade com benzonidazobsA meses de acompanhamento, 0s
pacientes tratados com nifurtimox e benzonidazoresgmtaram, respectivamente,
xenodiagnoéstico negativo em 25 (50%) e nas reagd@ieddgicas em 3 (6%) dos pacientes; e

xenodiagndstico negativo em 35 (70%) e nas reaggresogicas em 5 (5%) dos pacientes. Os

45



oito pacientes, com xenodiagnosticos negativospéamapresentaram SC nao reagente,
sendo considerados curados.

Ainda, Krettli, Cancado e Brener (1982) detectaeganticorpos liticos, atraves do teste
de LMCo, em 100% dos pacientes nao tratados e & @ds pacientes tratados com
nifurtimox ou com benzonidazol que mantiveram apB€itiva e xenodiagndsticos negativos.
Os pacientes com SC positiva e LMCo negativa fod@mominados pacientes dissociados.
No grupo de pacientes curados sorologicamente, aCd_Mambém foi negativa.
Posteriormente, a auséncia de anticorpos liticosono® de pacientes chagasicos mostrou ser
uma excelente ferramenta para a avaliacdo de Gatado et al. (1993), analisando através da
LMCo e da SC pacientes chagasicos que foram acdragas por um periodo de 10 anos
apos tratamento, demonstraram resultados posiEm®9% dos pacientes nado tratados, e
negativos em 1% dos individuos normais. A LMCo mmste negativa em todos pacientes
curados (SC negativa) e em alguns com SC posdordirmando a presenc¢a de um grupo de
pacientes dissociados.

Recentemente, Villar et al. (2002) realizaram ummaséo sistematica sobre este tema
e concluiram que a terapéutica especifica resuitaefeito benéfico no que diz respeito a
negativacéo da sorologia convencional, em pacieméscos tratados com benzonidazol. No
conjunto, o benzonidazol reduziu em cerca de 8@¥bpor¢cdo de xenodiagndsticos positivos
em criangas e em adultos, e acarretou aumento deze$ na taxa de negativagao da SC.

Quando a terapéutica especifica € empregada eenpagicronicos, a queda de titulos
de anticorpos anfl= cruzi ocorre de forma gradual e lenta, até que se obsereara
parasitolégica por esse critério, que pode dembbapu mais anos para acontecer. Desta
forma, as taxas de cura, ou seja, SC persistentemegativas, sdo da ordem de 8% a 26%,
conforme relatos de pesquisadores que acompanlpaeentes tratados por longos periodos
de tempo, como em torno de 20 anos (CANCADO, 2002).

8. CRITERIO DE CURA

A utilizacdo de um critério de cura em pacientes fpram submetidos ao tratamento
e dificil devido a auséncia de métodos utilizad@s rotina laboratorial que possam
discriminar os pacientes que curaram daqueles §oecnraram (GONTIJO, GALVAO,
ELOI-SANTOS, 1999).
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Como o principal objetivo da terapéutica especificea erradicacdo do agente
etiolégico, o critério de cura diz respeito justateea eliminacdo dd. cruzi demonstrada
pela negativacdo pos-terapéutica definitiva dosnesgparasitologicos e necessariamente, dos
sorologicos especificos cujo processo pode demarers de observacdo, geralmente
proporcional ao tempo de infeccdo (CANCADO, 1999).

Atualmente existe um consenso de que os paramgiliaados para se determinar a
eficacia do tratamento baseiam-se na negativacaaedtes sorolégicos e parasitologicos,
realizados apOs a terapéutica especifica. Entogtansaios clinicos com compostos ativos
contra oT. cruzitém mostrado que apds o tratamento, o diagndgtcasitoldgico torna-se
repetidamente negativo, enquanto a SC continuaiy@msQuando o parasito € detectado, fica
estabelecida a falha terapéutica, independententmsteresultados obtidos pela sorologia.
Todavia, na opinido de varios autores, os testessipalogicos persistentemente negativos
ndo indicam sucesso terapéutico, e estes s6 sadosvatomo critério de cura se
acompanhados da negativagdo sorologica (CANCAD®5;1BASSI e LUQUETTI, 1992;
CANCADO, 2000).

Os testes parasitologicos como, xenodiagnosticemeohultura, detectam parasitas
circulantes em 50 a 70% dos casos cronicos n&amtst(CERISOLA et al., 1972; CASTRO
et al., 1983; CHIARI et al., 1989). Na doenca cténiresultados parasitologicos pos-
terapéuticos negativos, mesmo repetidos por lomgopd, sem considerar a SC, nao
significam cura, porque podem corresponder a pesiate auséncia de parasitemia ou de
parasitemia baixa. Entretanto, estes resultadadamy nos casos de elevada parasitemia, a
atividade da droga (CANCADO, 1985).

A PCR tem sido uma promissora ferramenta que pedeatsizada na deteccao de
cruzi no sangue de pacientes crénicos para fins de asdramento do tratamento especifico
(MOSER, KIRCHHOFF e DONELSON, 1989; MEIRA et al.0@®). Dados iniciais
mostraram PCR positiva em 83 a 100% dos pacieritagasicos (AVILA et al., 1993).
Apesar disso, poucos trabalhos tém mostrado queRa por ser uma técnica sensivel, pode
ser utilizada como um método de avaliacdo de curga&cientes submetidos ao tratamento
(BRITTO et al., 1995; BRITTO et al., 1999); ou coram método de deteccdo de falha
terap@utica (GALVAO et al., 2003). Estudos compdoaa LMCo com a PCR em um grupo
de pacientes chagésicos cronicos mostraram umacboalacdo entre os dois testes,
sugerindo que a PCR pode ser utilizada na avalidedura parasitoloégica em pacientes que
receberam tratamento especifico (GOMES et al.; 3P9esta forma, a PCR apresenta-se

como uma alternativa no controle pés terapéutida pga maior sensibilidade frente aos 30
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outros testes parasitolégicos, por esses apresentbaixa sensibilidade com resultados
negativos e por vezes inconclusivos apos o trattmg€BRITTO, et al., 1995; GOMES, et
al., 1999).

Em relacdo aos testes da sorologia convencionakaamle extremamente eficientes
para o diagnostico da infeccdo chagasica, elescooram como parametros de cura
precoce, uma vez que a auséncia dos anticorpostatiie pela sorologia convencional ap6s
a eliminacéo do parasito é lenta e gradual, perd@spor varios anos, mesmo na auséncia do
parasito (KRETTLI, CANCADO e BRENER, 1984; GALVAQ al., 1993; LUQUETTI e
RASSI, 2000).

Poucos anos apos o inicio da utilizacdo de dragapéuticas, estudos mostraram que
a cura era obtida (negativacao sorologica acompianti@ negativacao parasitologica) em 2/3
dos infectados tratados durante a fase aguda decéd, com seguimento de alguns anos.
Entretanto, adultos tratados durante a fase cropiessistiam com anticorpos, embora 0s
testes parasitolégicos fossem repetidamente negatBomente na década de 80 foi possivel
observar que criancas, tratadas durante a fasear@® comportavam como os tratados na
fase aguda, ou seja, com razoavel porcentagem de clesde que o tempo de
acompanhamento fosse estendido a alguns anos (LUQUWERASSI, 2002).

Recentemente, Cancado (2000) e Rassi et al. (200d)rovaram a cura (auséncia de
anticorpos) em adultos tratados 15 a 20 anos drtesambém demonstrado que os niveis de
anticorpos no paciente infectado sdo constanteaus@ncia de tratamento, mesmo decorrido
décadas apés a infeccdo (LUQUETTI e RASSI, 1998). dbservado ainda, que alguns
pacientes apresentavam titulos de anticorpos migtilamente mais baixos apdés o
tratamento, podendo apresentar reacées negatieasdapois, o que levou a considerar que
estes pacientes estariam a caminho da cura.

Considerando os anticorpos de sorologia ndo corglc em 1982, Krettli e Brener
demonstraram que, na fase cronica da infeccdogetesps infectados possuiam anticorpos
especificos reativos a epitopos na superficie genrastigotas vivos dd. cruzi Esses
anticorpos foram denominados AL por serem capazesinduzir lise das formas
tripomastigotas, mediada pelo sistema do complemmekdsim, os hospedeiros infectados
apresentam em seu soro duas categorias de ansdorpponalmente distintas: os anticorpos
nao protetores e os protetores. Os anticorpos ndietpres sdo encontrados no soro de
hospedeiros infectados peld. cruzi mesmo apos quimioterapia eficaz, sdo aqueles
rotineiramente identificados vitro por técnicas de sorologia convencional, empregando

antigenos fixados da forma epimastigotalderuzie sdo atualmente denominados anticorpos
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da sorologia convencional. Os anticorpos protefor@mbém conhecidos como AL, séo
detectados pelo teste de LMCo e de imunofluoresgé&amm tripomastigotas vivos, e séo
caracteristicos de infec¢des ativas sendo capa&zes tigar a formas tripomastigotas vivas.
Por serem capazes de induzir a lise mediada pehplemento de formas tripomastigotas
sanguineas, os AL tém sido considerados importamesontrole da parasitemia na fase
cronica da infeccéo.

A importancia funcional dos AL foi confirmada palaa auséncia nos soros de alguns
pacientes tratados, enquanto a SC permaneciavapsifiracterizando desse modo uma nitida
dissociacdo entre AL e aqueles da SC. Esta teralériou novas perspectivas em relacao a
avaliacdo de cura nos pacientes chagasicos e mostma clara discordancia entre os
anticorpos da SC e os AL, sendo classificados cualissociados”.

Esses autores demonstraram que de 82 pacient@dosa®% negativaram todos o0s
testes e 26% apresentaram os testes de LMCo e ukunas persistentemente negativos,
enquanto a SC permanecia positiva. Consideranda ¢Co positiva significa presenca de
tripomastigotas vivos no sangue e, portanto, irffle@tiva, chegou-se a admitir que a LMCo
poOs-terapéutica negativa, representaria cura @&dabd, a despeito da SC residual positiva
(ISRAELSKI, SADLER e ARAUJO, 1988; GALVAO et al.993).

No entanto, essa afirmacao foi revista por Can¢a889), pois a SC positiva pos
terapéutica ndo é residual, mas ao contrario, pena, como pode ser observado no
tratamento de pacientes crénicos, onde os altdeditlas reacdes soroldgicas convencionais
continuaram inalterados, nos mesmos niveis pr@é&eateos, em 77% dos 113 pacientes
cronicos tratados e acompanhados por mais de 6 anos

A LMCo negativa por si s6 ndo deve ser estabelemdao o critério de cura, pois a
auséncia de tripomastigotas vivos, revelado pelaCbaMnegativa, ndo significa,
necessariamente, auséncia de infeccdo ativa. @sijoar remanescentes nos tecidos, sob a
forma de amastigotas, ndo estimulariam a produeddlLd mas poderiam ser a causa da SC
uniformemente positiva ha maioria dos pacientesicod tratados (CANCADO, 2000).

Além dos testes convencionais e daqueles que esmobtv AL, outros métodos tém
sido desenvolvidos para avaliar o processo dedaidbenca de Chagas. Neste sentido, varios
pesquisadores passaram a utilizar antigenos renantbs nos testes de ELISA e Western
Blot (KRAUTZ et al., 1994; MEIRA et al., 2004). Nas Uultimas décadas, técnicas
sorologicas usando antigenos excretados/secretgamgicados e ou recombinantes e
moleculares tém sido empregadas com grande poteamigredizer a cura em pacientes
chagasicos cronicos (ALMEIDA et al., 1991; NORRiSk, 1994; GUEVARA et al., 1995).
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Varios antigenos dd. cruzi que possibilitam a substituicdo dos parasitos syivo
usados no teste de LMCo e de imunofluorescénciatdpomastigota vivo, na avaliacao de
cura dos pacientes tratados foram obtidos e testdeioire eles encontram-se a cisteina
proteinase purificada das formas epimastigotas (WWRet al., 1990) que identificam
aproximadamente 70% dos pacientes tratados disesciAZINELLI et al., 1993) e os
antigenos sollveis secretados por formas tripogtaa em sobrenadante de cultura celular
(KRAUTZ et al., 1994).

Antigenos d€T. cruzicomo a fracdo glicoconjugada F2 (ALMEIDA et alR93B) e a
proteina recombinante Tc24 - 24KDa (OUAISSI et #092; TAIBI et al., 1993) tém sido
utilizados para detectar anticorpos anti-tripongaséis vivos no soro de pacientes chagasicos
tratados, sendo que este Ultimo tem se mostrado compromissor indicador de cura, mas
ainda nao se encontra disponivel na rotina (KRAWETZl., 1995).

Silva et al. (2002) avaliaram o0 ensaio de ELISA quidiza os antigenos
recombinantes CRA+FRA, produzidos por BioManguinhoemo um método de
monitoramento de cura ap0s o tratamento especPRiaa tal, foram avaliados 22 pacientes
tratados classificados através da SC em pacientaslas, dissociados e ndo curados. Foi
observado que todos os pacientes ndo curados dosuzpresentaram resultados positivos e
negativos, respectivamente, confirmando a classic realizada anteriormente. A andlise
dos seis pacientes dissociados mostrou que doeseapgaram resultados positivos, sendo
considerados néo curados. Os quatros pacientestestforam considerados curados, pois
apresentaram resultados negativos, estando deoacord os resultados parasitolégicos e
LMCo prévios, que também foram negativos. No caigjuastes resultados estdo de acordo
em 90,9% com a SC, o que valida sua utilizacdo comanétodo de triagem inicial para
avaliacao de cura.

Meira et al. (2004) avaliaram o teste de ELISA #®lisado com uma proteina
recombinante regulatéria do complemento (rCRP) camo método para determinar a
eliminacdo do parasita (parasite clearance), empamgao com a LMCo, com outros
métodos da SC, com a hemocultura e a PCR. 131 mwmakt soros foram coletadas antes e
apos o tratamento e monitorados por em média 2@sésnapos o tratamento. Os resultados
mostraram que a porcentagem de pacientes posgelagCRP ELISA foi reduzido de 100 a
70,3, 62,5, 71,4 e 33,4% no primeiro, segundo.eterce quarto ano apdés o tratamento,
respectivamente, enquanto as amostras positivas.peCo foi reduzida de 85,2, 81,2, 71,4 e
33,4% durante este mesmo periodo. Esta queda demomsmesma tendéncia na reducao

das amostras positivas. Além disso, a porcentagenandostras positivas pela PCR foi
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inicialmente de 77,4% e caiu para 55,5, 68,7, €750% no quarto ano ap0s o tratamento,
confirmando a dréstica diminuicdo de parasitasuldrdes apds o tratamento. Os autores
sugerem que a rCRP ELISA foi capaz de detectariciogd terapéutica mais cedo, nos
pacientes tratados e confirmam a sua superioridaderelacdo aos testes de SC e
parasitologicos.

Outra metodologia ndo convencional aplicada adranitde cura é a pesquisa de
anticorpos por citometria de fluxo. Esta técniceeapnta-se como um meétodo sensivel que
reconhece a presenca ou ndao de AL anttruzi em tripomastigotas vivos (FC-ALTA) e
também a presenca ou ndo de ASC anteruzi em epimastigotas fixados (FC-AFEA),
aplicando-se na monitoragdo de cura pOs-terapéndicdoenca de Chagas. Martins-Filho et
al. (2002), observaram que todos os pacientes rafalds ou aqueles tratados, porém nao
curados, apresentaram resultados positivos, emmuadds os pacientes tratados e curados
apresentaram resultados negativos. Os pacientesddsa ainda sem definicdo de cura
apresentaram uma grande variacdo de reatividade, resultados negativos, fracamente
positivos e altamente positivos; sendo que o0s pgsge negativos que apresentaram
xenodiagndstico negativo e SC positiva ou oscildatam classificados como dissociados
(KRETTLI, CANCADO e BRENER, 1982).

A partir desses resultados, inicialmente promissatecidimos continuar essa linha de
investigacdo e verificar com mais acuracia a apfioalas técnicas de pesquisa de anticorpos
por citometria de fluxo na avaliacdo pos-terapa@utioptamos por eleger esta técnica em
virtude de sua alta sensibilidade e versatilidapde,ser um sistema isento de variabilidades
metodoldgicas e por possuir um protocolo Unico teraatizado de revelacdo e analise dos
dados, independente do analista, além de estémastee padronizada em nosso laboratério.
Com o intuito de verificarmos a aplicabilidade elesempenho da FC-AFEA frente a FC-
ALTA, substituimos a forma tripomastigota do cruzj utilizada no trabalho discutido
anteriormente, pela forma epimastigotaldaruzi.Esta forma apresenta algumas vantagens
como nao ser infectante ao humano, ser de fadivoulpodendo ser produzida em larga
escala e possuir estabilidade antigénica aposeaioK

Para tanto, desenvolvemos o presente trabalho, agsimpe dois diferentes estudos,
um retrospectivo e outro prospectivo, para avatiagd desempenho das técnicas de FC-
AFEA e FC-ALTA em diferentes grupos de pacientdssetidos a tratamento etiologicos.
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Obijetivos



Com o intuito de acrescentar novos conhecimentescacdo comportamento de
diferentes metodologias sorolégicas no acompanhianpéis-tratamento etioldgico da doenca

de Chagas, este trabalho possui como objetivo.geral

“Avaliar o desempenho da pesquisa de anticorpasTapphanosoma cruzpor citometria de

fluxo, na monitoragc&o precoce de cura pos-teragegetiologica da doenca de Chagas”.

Para alcancarmos este objetivo, tracamos os seguibjetivos especificos.

1. Avaliar, através de estudo prospectivo, o desaimp da FC-ALTA na monitoracéo

precoce de cura pos-terapéutica no tratamentagibal da doenca de Chagas.
2. Avaliar, em estudo retrospectivo, a aplicabdielae o0 desempenho da FC-AFEA na
discriminacdo de pacientes chagasicos curados eurados, através da monitoracdo tardia

apos tratamento etioldgico.

3. Avaliar, através de estudo prospectivo, o desaemmp da FC-AFEA na monitoracdo

precoce de cura pos-terapéutica no tratamentagiiol da doenca de Chagas.

4. Avaliar, através de estudo prospectivo, o desaimp de testes de sorologia convencional
na monitoragdo precoce de cura pos-terapéuticatamento etioldgico doenca de Chagas.
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Material e Métodos



O presente trabalho foi desenvolvido em quatrostage primeira parte objetivou
avaliar a técnica de FC-ALTA, em estudo PROSPECTI¥® um grupo de pacientes
portadores da forma cronica indeterminada subnmetidtratamento etiolégico. A segunda,
que consistiu de um estudo RETROSPECTIVO, objetaoalisar a técnica de pesquisa de
anticorpos anti-formas epimastigotas fixadas ptonoetria de fluxo (FC-AFEA) em um
outro grupo de pacientes chagasicos agudos e ogpieviamente submetidos ao tratamento
etiologico. A terceira parte, objetivou avaliar ecriica de FC-AFEA, agora num estudo
PROSPECTIVO, no mesmo grupo de pacientes da panpairte. A quarta parte objetivou
avaliar testes da sorologia convencional, também estudo PROSPECTIVO, no mesmo
grupo de paciente citado anteriormente.

1. POPULACOES DE ESTUDO

1.1. Populacéo |

Para a padronizagcdo deste estudo foram selecior@l@scientes chagésicos com
idade variando entre seis meses a 68 anos, acoagmmnpelo Dr. Anis Rassi da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Goias.

Estes pacientes tiveram sua sorologia e paragitolavaliada em um estudo
retrospectivo, que variou de trés a 26 anos apfasntento etioldgico, e foram classificados
(duplo cego) em trés diferentes categorias: PaseN&o Tratados (NT, n=19), Pacientes
Tratados Nao Curados (TNC, n=17) e Pacientes Toat@drados (TC, n=24) (Figura 2).

Pacientes Chagasicos Cronicos
n=60
N&o Tratados - NT Tratamento
n=19
n=17 n=24

Figura 2: Representacao esquematica dos grupos avaliadtspodacao |
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O tratamento foi realizado durante a fase agudaaguda ou cronica da infecgéo. O
critério de cura utilizado para a classificacdo gngos baseou-se na negativacdo conjunta
dos testes sorologicos convencionais, IFI, HAlI é3A_e do xenodiagndstico. Desta forma,
0s pacientes dos grupos NT e TNC apresentavantadsslpositivos em ambos os testes
soroldgicos e parasitologicos e 0s pacientes TE€saptavam ambos o0s testes, parasitolégicos
e sorolégicos, repetidamente (pelo menos oito) tharga

A relacdo dos grupos de pacientes, idade, sexo neenodde individuos estédo

detalhados na Tabela 1.

Tabela 1- Grupos avaliados na Populacéo |

Grupos N° de individuos Sigla Idade Sexo M/F
N&o Tratado 19 NT 34-68 10/9
Tratado Nao Curado 17 TNC 12-66 9/8
Tratado Curado 24 TC 6 meses-54 6/18

1.2. Populacéo Il

Para este estudo foram selecionados 44 pacierdgasibos adultos da forma crénica
indeterminada ou cardiaca inicial. Destes, 28 p#e$e foram submetidos ao tratamento
etiologico especifico. Os pacientes que apresentan@moculturas negativas apos o
tratamento e, por isso, permanecem em acompanharaeiiulatorial, foram classificados
em Tratados Em Avaliagéo - TEA, n=23 (amostrassatibetratamento - TO, n=23; 1 ano apos
tratamento - T1l, n=23 e 5 anos apds tratamento ,- NE23). Os que apresentaram
hemoculturas positivas ap0s o tratamento, ou $ejapbservada falha terapéutica, foram
classificados em Tratados Nao Curados - TNC, n£h (E5; T1, n=5 e T5, n=5). Um
terceiro grupo foi constituido de pacientes naargtlilos ao tratamento (NT, n=16) (Figura
3).

Ressaltamos que o critério de cura utilizado pactassificacdo dos grupos TEA e
TNC baseou-se nos resultados de hemocultura ap@samento. O TEA foi constituido por
pacientes que permaneceram com hemoculturas negatio grupo TNC foi constituido por
pacientes que apresentaram pelo menos uma hemacylositiva apés o tratamento,

indicando falha terapéutica.
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Pacientes Chagasicos Crbnicos
n=44

| Antes Tratamento - TO |
N&o Tratados - NT |

n=16 Tratamento

n=5 n=23

Tratamento

1 ano apés tratamento - T1

5 anos ap0és tratamento - T5

n=5 ‘ ‘ n=23

Figura 3: Representacéo esquematica dos grupos avaliadtspadacao I

Para o tratamento, empregou-se 0 benzonidazol s& de 5mg/Kg/dia durante 60
dias consecutivos, apds cinco dias de sensibilizagin doses crescentes a partir de
50mg/dia. Observou-se a dose diaria maxima de 308rag pacientes foram monitorados
cuidadosamente do ponto de vista clinico e laboghto

Todos os participantes deste estudo foram volustade demanda espontanea
atendidos no Ambulatério de Doenca de Chagas dpitdbslas Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais desde o ano de 1997 ali@®atuais. Estes pacientes sdo de ambos
0s sexos, com idade variando de 20-50 anos e pemtea de Belo Horizonte/MG e de outras
cidades endémicas ou nao.

A conduta clinico-laboratorial adotada nesse estimiigpreviamente aprovada pelo
Comité de Etica da UFMG (ETIC 097/05). Todos oscpdimentos, incluindo os estudos
eletrocardiogaficos, radioldgicos e a assisténa@dion-laboratorial dada aos pacientes, bem

como o acompanhamento ambulatorial durante e apatamento e a coleta de sangue
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esteve sob a responsabilidade da Profa. Dra. SilMamia El6i Santos e da Profa. Dra. Eliane
Dias Gontijo.
A relacdo dos grupos de pacientes, idade, sexo neenodde individuos estédo

detalhados na Tabela 2.

Tabela 2- Grupos avaliados na Populagéo Il

Grupos N° de individuos Sigla Idade Sexo M/F
N&o Tratado 16 NT 34-57 4/12
Tratado Nao Curado 5 TNC 36-59 1/4
Tratados Em Avaliacédo 23 TEA 7-68 10/13

2. OBTENCAO, COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

A participagdo dos voluntérios neste estudo cdosigt doacdo de 30mL de sangue
venoso periférico coletado através do sistema titaca vacuo (Vacuntainer, BD). O soro
obtido foi utilizado nos estudos de reatividadeIgié anti-T. cruzi através das diversas
metodologias utilizadas neste estudo. No Labo@atde Doenca de Chagas do Centro de
Pesquisas René Rachou (Ladoc/CPqRR/FIOCRUZ), asteaadoram inativadas a 56°C por
30 min e centrifugadas 14.000 rpm por 5 min pamnog&io de particulas. AplGs a

centrifugacédo, o sobrenadante foi aliquotado e zemedo a —20°C até a sua utilizacao.

3. TESTES SOROLOGICOS

Antes da realizacao dos testes soroldgicos as eana soros foram descongeladas e
centrifugadas a 4°C, 14.000 rpm por 5 min; quare@ssario, foram diluidas em PBS-3% ou

10%SBF, novamente centrifugadas e os sobrenadatiiizados.
3.1. Hemaglutinacao Indireta - HAI

Foi empregado o kit Chagatest HAI screening A-Vidieér, Argentina) que
resumidamente, consistiu na diluicdo seriada dosssi@este qualitativo e quantitativo), no
diluente de soros fornecido, em microplacas condeaes em fundo em “V”, iniciando na
diluicdo 1:40 até a diluicdo 1:2.560. A seguir, camiou-se a preparacdo antigénica,
constituida de hemécias de ave sensibilizadas otigeaos citoplasmaticos e de membrana
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do T. cruzi Apos rdpida homogeneizagdo, a microplaca foikiada durante uma hora a
temperatura ambiente. A leitura foi feita a olhoencom o auxilio de um espelho, através do
qual a imagem de cada poco era obtida e avaliadadstra foi considerada reagente quando
as hemacias estavam distribuidas de forma homogénedorma de “manto” ou “tapete”,
cobrindo todo ou parcialmente o fundo da cavidaée,reagente quando as hemacias ficaram
acumuladas em sedimentos na forma de um botdondo flo poco e indeterminada quando
ocorreu um padrao diferente dos descritos acimatdg8os os testes foram incluidas amostras
de soros controles positivo e negativo. Todo o gutvaento foi realizado segundo instrucdes

do fabricante.
3.2. Teste Imunoenzimatico - ELISA

O teste imunoenzimatico se baseia na reacéo digeaos das formas tripomastigotas e
epimastigotas dé&. cruzi,previamente adsorvidos nas cavidades de microplanapresenca
de soro contendo anticorpos contra esse antigaewetados por composto enzimaticos e
seus respectivos substratos para a pesquisa d@domplexo. A reacdo final € mensurada
por um espectrofotdmetro que avalia a mudanca idéacsolucéo do substrato.

A ELISA foi realizada conforme técnica descrita poller et al. (1975) utilizando o
Kit Chagatest - ELISA recombinante v. 3.0 (Wiergngentina). Microplacas, com cavidades
em fundo em “U” contendo os soros previamente diisii1:20 e ap0s suave agitacdo com
batidas nas laterais, foram incubadas a 37°C pari0Apds cinco lavagens com tampao, as
placas foram incubadas a 37°C por 30 min na prasef& 5@L do conjugado
(imunoglobulina de cabra anti-lgG humana conjugedan peroxidase). As placas foram
novamente lavadas e incubadas a temperatura amlpen80 minutos na presenca d@ls50
de perdxido de hidrogénio em tampao citrato e del5fe tetrametilbenzidina em &acido
cloridrico. Apés a incubacéo, foram adicionadogl5@e acido sulfurico e em seguida foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro para mlaoas equipado com filtro de 450nm. O
ponto de corte para a leitura foi calculado seguimdeguinte equacao: Ponto de corte = CNx
(valor de absorbéancia dos controles negativos ensidigde otica) + 0,300. A zona de
indeterminacao foi definida pelos valores de dexggddtica compreendidos entre o ponto de
cortex 10%. A amostra foi considerada reagente quandssaptava uma absorbancia maior
que o limite superior da zona de indeterminacda néagente quando apresentava
absorbancia menor que o limite inferior da zonandeterminacéo e indeterminada quando

apresentava absorbancia dentro da zona de indetgr@o. Em todos os testes foram
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incluidas amostras de soros controles positivo gathe para doenca de Chagas. Todo o
procedimento foi realizado segundo instru¢des dodante.

3.3. Imunofluorescéncia Indireta - IFI

A reacdo de Imunofluorescéncia Indireta se baseigacado dos parasitos fixadds (
cruz) em laminas de microscopia para fluorescéncia, ppasenca de soro contendo
anticorpos contra esse parasita.

A IFl foi realizada conforme técnica descrita poamargo e Rebonato (1969)
utilizando o Kit IFI - Chagas (BioManguinhos/FIOCRURIo de Janeiro, Brasil). Laminas
contendo formas epimastigotas, previamente fixaftmam incubadas em camara umida a
37°C por 30 min, em estufa, na presenca q& 1@ soro diluido em tampéo fosfato (PBS -
0,15M, 8g/L de NaCl, 2g/L de KCI, 2¢g/L de KH2P0O4,45g/L de Na2HPO4, pH 7,2, Sigma
Chemical Corp., St. Louis, MO) nas seguintes dileg; 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640,
1:1.280. Apés as lavagens em PBS e em agua destitadm adicionados ik de anticorpo
anti-lgG humano marcado com FITC na diluicdo 1:¥00 PBS - Azul de Evans. Apos
incubacédo, as laminas foram novamente lavadas esnd’8m agua destilada, e depois de
secas a temperatura ambiente, as laminas foramadamtom glicerina tamponada e cobertas
com laminulas. A leitura foi realizada em microsoéde fluorescéncia. A amostra foi
considerada reagente na presenca de fluorescémtmame nas membranas dos parasitos, e
ndo reagente na auséncia de fluorescéncia. Ogst&#B0 foram considerados como reacdo
positiva, segundo sugerido pelo kit utilizado. Exdds os testes foram incluidas amostras de
soros controles positivo e negativo para doengahdgas. Todo o procedimento foi realizado

segundo instruc¢des do fabricante.
3.4. Anticorpos Chagas Teste/Particle Gel Immuno Asay - PaGIA

A reacao de Anticorpos Chagas Teste/Particle @eiuno Assay (PaGIlA) se baseia
na aglutinacdo de particulas de polimeros sermadiis com peptideos da estrutura
antigénica dd'. cruzi

A reacdo foi realizada utilizando-se o Kit DiaM&d-Anticorpos Chagas Teste/
Determinacdo de anticorpos afiti-cruzi com cartdes (DiaMed - ID, Cressier, Suica). Em
microtubos contendo a matriz em gel, aliguotas gde Be soro foram incubadas a
temperatura ambiente por 5 min na presenca del 2%as particulas de polimeros

sensibilizadas com 3 diferentes peptideos singtda estrutura antigénica do cruzj e
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centrifugadas por 10 min em centrifuga propriaeifuta foi feita conforme instrucées, sendo
a amostra considerada reagente quando as partfoutagram uma linha vermelha no topo
do gel ou aglutinacdes dispersadas ao longo doegefio reagente quando as particulas se
sedimentaram no fundo do microtubo formando um doat@mpacto. Em todos os testes
foram incluidas amostras de soros controles positimegativo para doenca de Chagas. Todo
o procedimento foi realizado segundo instru¢cdetadocante.

3.5. Reagédo de Imunofluorescéncia Indireta por Citmetria de Fluxo
3.5.1. Obtencéo do T. cruzi

Nos experimentos de citometria de fluxo foi utitlaza cepa CL dd. cruzi,isolada no
Rio Grande do Sul, Brasil, a partir de um triatomoinda espécielriatoma infestans
naturalmente infectado (BRENER e CHIARI, 1963). @®seu isolamento, a cepa vem sendo
mantida no Laboratorio de Doenca de Chagas (LadReffRR/FIOCRUZ), atualmente sob a
supervisao do Dr. Olindo Assis Martins Filho.

A cepa CL foi escolhida por ser uma cepa cuja negagdo em cultivo celulan vitro
possibilita a obtencdo de uma preparagdo purificdda tripomastigotas com baixa
contaminagdo com formas amastigotas. Além dissepa CL é sensivel a drogas utilizadas
clinicamente na doenca de Chagas, como o benzahi@EzARDI e BRENER, 1987), o que

oferece maior seguranca ao operador.

3.5.2. Cultivo e preparagOes antigénicas

A) Formas Epimastigotas

A forma epimastigota (EPI) caracteriza-se pelo &&cil cultivo, podendo ser
reproduzida em larga escala, por ser uma formaimf@ctante e por possuir estabilidade
antigénica ap0s a fixacdo. Por ser antigenicanentglexa, permite avaliar a variabilidade
do repertério de anticopos dos individuos infecsado

Formas EPI foram obtidas a partir de uma culturareio liquido acelular complexo
Liver Infusion Tryptose LIT (Solucdo a 10% em agua de infuso de figaitc¢), 50,0g de
triptose (Difco), 40,0g de NaCl (Synth), 4,0g delKSynth), 80,0g de N&IPQ, (Synth),
5mL de trietanolamina, 250,0mg de hemina (Sigmid)dp meio ajustado para 7,2 com acido

fosforico ou hidréxido de sddio, solucdo a 40% euaade Glicose (Sigma), 50mL de soro
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fetal bovino) (CAMARGO, 1964) mantida no Laboratoride Doenca de Chagas
(Ladoc/CPgRR/FIOCRUZ). Para a realiza¢do dos exyaarios foi iniciada uma nova cultura

a partir de um inéculo de 22,5 x®1parasitos/mL em um erlenmeyer contendo 3mL de meio
LIT (BARBOSA, 2000). Diariamente, as culturas foragitadas para uma melhor aeracdo do
meio e verificadas quanto a auséncia de contaminag&ada sete dias as culturas foram
examinadas quanto a auséncia de contaminacdo ddasar{tepicadas) por passagens
sucessivas em meio LIT. Antes do repique era obdana motilidade e morfologia dos
parasitos. Este procedimento foi repetido a cattadias para a manutencao das culturas em
fase de crescimento exponencial e também parar esitaiferenciagcdo das formas
epimastigotas em formas tripomastigotas metacglida culturas foram mantidas em estufa
B.O.D. (modelo 302) a temperatura de:28°C.

Para a obtencdo da massa de parasitos, a culiuexdandida em erlenmeyer, na
proporcéo de 22,5 x $parasitos/mL, em um volume suficiente para a ragdie de todos os
experimentos. Os parasitos, coletados na fase@shai@ de crescimento, foram transferidos
para tubos de polipropileno de 50mL (Falcon®, Bectdickinson, San Diego), e
homogeneizados em vortex a baixa rotacdo parazdesia grumos. Em seguida, a suspensao
foi submetida a centrifugacdo a baixa rotacdo (@@0rl0 min, 18°C) para remocédo de
particulas e de grumos de parasitos do sedimeagteormente, os tubos conicos de 50mL
foram mantidos por 10 min em estufa B.O.D. 28°G pre as formas flageladas pudessem se
deslocar do sedimento para o sobrenadante. O smlanete foi entdo transferido para outro
tubo de polipropileno de 50mL e o sedimento foipdesado. Em seguida, os parasitos foram
lavados por duas vezes em solucdo salina tampauwaddosfato - PBS suplementado com
3% de soro bovino fetal - SBF (Sigma Co., USA), gamtrifugagao a alta rotagéo (2.200rpm,
10 min, 18°C). O sedimento formado foi cuidadosamérmmogeneizado, ressuspenso em
igual volume com PBS e solucéo fixadora para citomes mantidosvernighta 4°C. No dia
seguinte, os parasitos foram novamente centrifugjaddta rotacao (2.200rpm, 10 min, 18°C)
para a retirada da solugéo fixadora e ressuspenséBS. A suspenséo de parasitos foi entdo
quantificada em camara de Neubaeeem Citdmetro de Fluxo, e ajustada para 5 % 10
parasitos/mL para o0 ensaio de imunofluorescéncracfgometria de fluxo. Além disso, a
distribuicdo da populacéo foi observada em grafamsamanho (FSC) versus granulosidade
(SSC) obtidos no citometro de fluxo. As formas ERddas foram estocadas a 4°C por um
periodo de até 30 dias e todos os experimentosnfoealizados com um mesmo lote de

antigenos.
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B) Formas Tripomastigotas

As formas tripomastigotas (TRIPO) de cultura dedtedoram obtidas a partir do
sobrenadante de culturas de células LLC,M#fectadas cont. cruzida cepa CL. As células
foram semeadas em frascos de cultura de tecidéate fFalcon), com meio DMEM (Gibco
BRL, USA) - 5% SBF previamente inativado a 56°C B6r min, 2mM de L-glutamina
(Gibco), 4ug/mL de ciprofluoxacine (Endoterapica, Brasil). Ap& adesdo e formacdo da
monocamada, as células foram infectadas com tripgosas sanglineos de camundongos
experimentalmente infectados com a cepa CL Te cruzi na proporcdo de 10
tripomastigotas/célula. As garrafas foram mantidas estufa a 37°C, 5% GO095% de
umidade por 24 horas para favorecer a infeccdo addhslas. Apds este periodo, as
monocamadas foram lavadas para retirar os paragtoanescentes, mantidas com meio
DMEM-5% SBF a 33°C, 5% C095% de umidade (BERTELLI et al., 1977). O meio fo
trocado diariamente, e a partir do quarto dia diéuiai os TRIPO foram coletados por
centrifugacdo em tubos conicos de 50mL. Os pams$tam separados por centrifugacéo
diferencial.

Para a obtencdo da massa de parasitos, a suspEng@vasitos foi centrifugada a
temperatura ambiente, 200rpm por 10 min. Poste&ante) os tubos conicos de 50mL foram
mantidos a 33°C por 30 min para que as formasl#dge pudessem se deslocar do sedimento
para o sobrenadante. O sobrenadante foi coletadatafugado a 4°C, 2.200 rpm por 10min.
Os parasitos foram lavados em PBS-10% SBF, cegaidiorse 3 vezes nas condicdes
anteriores. As preparacdoes de TRIPO apresentanttancmacdo com formas amastigotas
superior a 5% foram descartadas. A suspenséao dsitparfoi entdo quantificada em camara
de Neubauer e ajustada para 5 % gdrasitos/mL para o ensaio de imunofluorescéncia po

citometria de fluxo.
3.5.3. Anticorpos reveladores utilizados para os&os de citometria de fluxo

Os anticorpos reveladores utilizados para os emsiomunofluorescéncia marcados com
isotiocianato de fluoresceina - FITC ou biotinammbeomo o reagente de segundo estagio
estreptoavidina-ficoeritrina - SAPE, foram obtideemercialmente da Sigma (Sigma
Chemical Co, USA). A titulagdo especifica para ticanpo policlonal anti-lgG molécula
total foi utilizada conforme previamente padronggubr Cordeiro (2000); a titulacdo do
anticorpo monoclonal anti IgG1 e do revelador SABiEleterminada por citometria de fluxo,
empregando-se diluicbes seriadas de 1:3.200 a8D02 1:18.000 e de 1:400 a 1:800,
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respectivamente. Para cada diluicdo foram test@itiagbes seriadas de uma mistura de soros
de individuos infectados e néo infectados (1:12816.384). A diluicdo do conjugado que
melhor discriminou os grupos avaliados foi esc@lpdra a realizacdo dos ensaios. Todos os
anticorpos reveladores bem como as amostras de fmam diluidas em PBS-3% SBF.
Todos os anticorpos testados foram subclasse-éspeciOs conjugados sempre foram
diluidos na hora de uso em PBS-3% SBF, ao abrigluzlaA relacdo de anticorpos, sua

especificidade, procedéncia e a diluicdo utilizads ensaios estdo detalhadas na Tabela 3.

Tabela 3 -Anticorpos utilizados nos ensaios de citometrifiule

Anticorpo Clone Especificidade Origem Marcacdo Diluicdo de uso
AcP. anti IgG - Molécula Total Cabra FITC 1:400
AcM. anti IgG1 8c/6-39 Fragmento Fc Camundongo Biotina* 1:18.000

AcP. = anticorpo policlonal; AcM. = anticorpo monoclonal
FITC = isotiocianato de fluoresceina
*AcM. biotinilados foram posteriormente incubados com estreptoavidina-ficoeritrina (SAPE) para deteccao.

3.5.4. Reacdo de Imunofluorescéncia indireta portocnetria de fluxo anti-formas

epimastigotas fixadas - FC-AFEA e anti-formas tripaastigotas vivas - FC-ALTA

Os ensaios de citometria de fluxo para o estudoad#gcorpos anti-formas
epimastigotas fixadas e tripomastigotas vivas forealizados segundo protocolo descrito por
Martins-Filho et al. (1995), e adaptado para milzogs por Cordeiro et al. (2001).

Em placas de 96 pocos com fundo em “U”ub@o soro diluido em PBS-3% SBF
(1:128 a 1:16.384) foram incubados a 37°C por 3tutas e ao abrigo de luz, na presenca de
50uL da suspensdo de parasitos (5 X fifrasitas/mL/poco). Apds a incubaco, os parasitos
foram lavados duas vezes, com PBS-3% SBF, porifteyacao (2.200rpm, 10mim, 18°C) e o
sobrenadante desprezado. Para analise de IgGdstpgrasitos foram novamente incubados
(na mesma condicdo anterior) na presenca gé& 8@ anticorpo anti-IgG humano marcado
com isotiocianato de fluoresceina - FITC (Sigmé&)idos em PBS-3% SBF (Tabela 3). Os
parasitos foram novamente lavados duas vezes c@BPBSBF (2.200rpm, 10mim, 18°C) e
0 sobrenadante desprezado.

Para a analise da subclasse de IgG - IgG1, osifearésram submetidos a duas etapas
de incubacdo. Na primeira etapa, os parasitos fonaabados (37°C por 30 minutos e ao

abrigo de luz) na presenca dgubOde anticorpo humano anti-subclasse de IgG blatioi
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(Sigma) diluidos em PBS-3% SBF (Tabela 3). Apdscabacao, os parasitos foram lavados
duas vezes como descrito acima. Na segunda etapgarasitos foram re-incubados, nas
condicbes anteriores, comll0de estreptoavidina conjugada a ficoeritrina - §ABibco)
diluida 1:800 em PBS-3% SBF. Apoés a incubacao oasfias foram novamente lavados duas
vezes e fixados com 200 de solugao fixadora para citometria - MFF (Pa@@riL; 5mL de
Paraformaldeido 20X e 5mL de Cacodilato 20X. AcestpH para 7,2).

As amostras foram mantidas pelo menos por 30 sm#( e ao abrigo de luz até o
momento da leitura no citdmetro de fluxo (FACScattBn Dickson, San Jose, CA, EUA),
onde empregou-se o0 software Cell Quest. As leitdess amostras foram realizadas num
periodo maximo de 24 horas ap6s a fixacdo dosipEsas

Para cada ensaio de imunofluorescéncia por citcararfluxo, foi feito um controle
interno da reacéo (controle do conjugado), ondganasitos foram incubados na auséncia de
soro humano, porém na presenca de anticorpo se@mnd@ara monitorar ligacdes
inespecificas. Em todos os testes foram incluisdassttas controles de soros positivo e
negativo para a doenca de Chagas.

Nos ensaios de FC-ALTA, por se tratar de parasitgoss e altamente contaminantes,
as solucbes eram mantidas durante os experimediBs @ as placas eram manipuladas sobre

gelo com o intuito de evitar o desgaste dos passit

3.5.5. Obtencéo dos dados de citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma metodologia que udilizm sistema 6tico eletrdnico, que
avalia a emissao de fluorescéncia e a dispersaaialaser incidentes sobre uma célula,
permitindo a andlise de trés parametros celulat@stanho (FSC - Forward Scatter),
granulosidade ou complexidade interna (SSC - Sid¢t&) e a emissdo de fluorescéncia.

Nesse estudo foram empregados anticorpos marcamosHTC e pelo sistema
biotina/SAPE que, quando excitados, emitiam sihaisinosos distintos, correspondentes as
fluorescéncias do tipo 1 (FL1 - fluorescéncia veeléeo tipo 2 (FL2 - fluorescéncia laranja),
respectivamente. Os ajustes do citbmetro de fliGFcan empregados para a aquisicao dos
dados foram escolhidos por se tratar de uma pdpulde pequeno tamanho (cerca deuByy
e de pequena complexidade interna (tripanosomaiideade os ganhos de voltagem para
FSC e SSC foram ajustados para EO0 e 300, ambosscala LOG para permitir a
identificacdo do parasito em graficos bidimensisndd tipo FSC (tamanho) versus SSC

(granulosidade). O eliminador deebris era posicionado empregando o parametro de
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tamanho, pois esta modalidade € que oferecia nsawrances de interferéncia durante o
processo de leitura (Tabela 4). E importante ressajue os mesmos ajustes foram
empregados para todos 0s experimentos, 0 que gargrussibilidade de estudo comparativo

isento de variabilidade metodologica.

Tabela 4 -Ajustes no citometro de fluxo FACScan para avalege anticorpos anti- cruzi

Ganho Eliminador de debris Compensacao
Canal Escala Nivel Nivel
FSC - Tamanho LOG EOO 400 FL1 - 0,9% FL2
SSC - Granulosidade LOG 300 052 FL2 - 24,8% FL1
FL1 - Verde LOG 549 052 _
FL2 - Laranja LOG 547 052

Para cada amostra individual foram adquiridas mégdes relativas aos parametros
tamanho, granulosidade e intensidade relativaudedscéncia de 5.000 parasitos.

A analise da reatividade de anticorpos dntcruzifoi feita inicialmente pela selecéo
da populacéo celular de interesse (Figura 4). Ands EPI (Figura 4A) e TRIPO (Figura 4B)
do T. cruziapresentam uma distribuicdo caracteristica e honeagém graficos de tamanho
(FSC) versus granulosidade (SSC), o que permigiasicionamento de um marcador sobre a
regido correspondente (janela) & populacdo deesder (R1). Utilizando histogramas de
intensidade de fluorescéncia em funcdo do numergatasitos, foi possivel analisar a

intensidade de fluorescéncia relativa apresentaldagopulacéo selecionada.
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Figura 4 - Representacdo esqueméatica das andlises dos datifiss qior citometria de fluxo.
Selecado da populacdo de formas EPI (A) e de TRB)QI@ T. cruzj utilizando-se os parametros
de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC).
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Os resultados das andlises de fluorescéncia apmdssn pelos parasitos apos
incubagdo com soros de pacientes chagasicos ddands/ndo infectados, e os respectivos
sistemas de reagentes fluorocromos foram expresgps forma de percentual de parasitos
fluorescentes positivos (PPFP) observados parateat&individual em relacdo ao controle

do conjugado.

3.5.6. Percentual de parasitos fluorescentes pusgi- PPFP

Os resultados das anélises de fluorescéncia apmdssnpelos parasitos foram
expressos sob a forma de percentual de parasitoesicentes positivos (PPFP) observados
para cada teste individual em relacéo ao contmieodjugado.

O PPFP foi determinado para cada amostra atravéstdbelecimento de um limiar
de negatividade em funcdo da curva de fluorescéoloima para o controle da ligacao
inespecifica da conjugado (M1, Figura 5A). Paraacaperimento foi estabelecido um limiar
de reatividade de no maximo 2% de PPFP para odtentiterno da reacdo (controle do
conjugado). Em seguida, empregando-se o mesmo doearfia obtido os valores de PPFP
dos titulos de cada amostra individual (Figura 58C¢. Para cada conjunto de ensaios um
novo marcador foi posicionado empregando-se o alentio conjugado daquele experimento.

Esse tipo de parametro oferece algumas vantagenw) facilidade e rapidez para
obtencado dos resultados e sua reprodutibilidadguecse refere a dados obtidos em andlises
interlaboratoriais ou em analises realizadas réastvezes. Além disso, a expressdo dos
resultados sob a forma de PPFP elimina interfea8nitierentes ao uso de reagentes com
diferentes niveis de fluorocromos. Todos os da@ssealtrabalho foram analisados utilizando

o programa Cell Quest da Becton Dickinson.
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Figura 5 - Histogramas individuais representando o percerdagparasitos fluorescentes positivos
(PPFP) obtidos com controle interno da reacédo dpds incubacdo com um soro nao infectado (B) e
um soro de paciente chagésico (C). O posicionamntoarcador (M1) segue sempre o critério de se
obter no méximo 2% de PPFP para o controle do gadju

67



4. DEFINICAO DO PONTO DE CORTE

Uma vez que objetivavamos avaliar a capacidadeedeaios de FC-AFEA e FC-
ALTA em distinguir a reatividade de pacientes nabados de pacientes tratados, tornava-se
essencial definir o melhor ponto de corte a séizatido nessa segregacao. Dentre os diversos
critérios para definir um ponto de corte, um cdrafanco entre sensibilidade e especificidade
esta sempre envolvido no processo. Tal definicade pser inclusive arbitraria, mas €
importante levar em consideracdo o0s propésitosedte te as implicacdes dos resultados
errdbneos, falso-positivos e falso-negativos (METQ78; BROWNER et al., 1988;
FLETCHER et al., 1989). No presente estudo, néavastm avaliacdo a utilizacao dos testes
no diagnostico da doenca de Chagas e sim, na magéi pds-terapéutica. Inicialmente
usamos pontos de corte ja utilizados em estudogogré posteriormente optamos por
empregar a construcdo deceiver operating characteristic curvecurva ROC, abordada a

seguir, para definicdo do novo ponto de corte.
4.1. Receiver Operating Characteristic Curve - Cura ROC

A curva ROC é uma ferramenta estatistica capaindiear a diluicdo do soro que
possui maior distanciamento entre o ponto de csuigerido pela curva e seus valores
adjacente e subjacente, além de fornecer a areaa smbbva (BROWNER et al., 1998;
SWETS, 1988; SACKETT et al., 1991) e a razdo dessmilhanca (JAESCHEKE et al.,
1994) do teste avaliado, indicando a acuracia glabguantas vezes é mais provavel (ou
menos provavel) encontrar um dado resultado nalpggm doente em relacdo a populacao
nao doente, respectivamente.

Neste estudo, utilizou-se a curva ROC, sendo queasas curvas foram obtidas
utilizando-se o programa estatistico MedCalc Siedils As curvas consistiram na
representacdo grafica dos indices de reatividadgujm TNC x reatividade do grupo TC na
Populacéo I, e dos indices de reatividade dos griydg TNC e TEA em TO x reatividade
dos mesmos grupos em T5 na Populacdo Il. Estexemdgeraram a sensibilidade
(verdadeiro-positivo) no eixo vertical, e o comp&mno da especificidade (falso-positivo) no
eixo horizontal (GREINER et al., 1981; ZWEIG e CABILL, 1993; GREINER et al.,
2000). E importante salientar que nesta avaliagéig@estio, entendeu-se por sensibilidade a
capacidade do teste em detectar todos os pacisot@setidos ao tratamento e por

especificidade a capacidade do teste em detecanas pacientes tratados.
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Cada ponto no gréfico representa os valores diesides indices, em diferentes
pontos de corte, determinando assim a &rea solwva elASC. A ASC € o indicador de
acuracia global do teste. Quanto maior a ASC, o sigeifica mais proximo do valor 1,
melhor € o desempenho do método avaliado. Confsugere Swets (1988), em funcéo do
valor da ASC podemos classificar o teste de diggmdsomo: sem valor (ASC=0,5), de
baixa acuracia (0,5<AS0,7), de moderada acuréacia (0,7<AB(), de elevada acuracia
(0,9<ASC<0,1) e como teste perfeito (ASC=1). Seguocaimentam Browner et al. (1988) e
Sackett et al. (1991), o valor correspondente attgpsituado o mais proximo do angulo
superior esquerdo da curva, trata-se do ponto de essociado a um menor nimero de
resultados falso-positivos e negativos.

A Figura 6 mostra uma curva ROC ilustrativa, repnégndo dois testes diagndsticos.
A avaliacdo da ASC permite concluir que aquelaedtetl (ASC=0,85) € maior que a do teste
2 (ASC=0,76), o que significa dizer que o test@rksenta melhor desempenho que o teste 2,
ou seja, uma melhor capacidade em discriminar goasilacdes distintas (doente e nao-
doente). As setas fora do grafico demonstram ded@squematica o sentido que aumenta a
sensibilidade e a especificidade. Cada ponto diicgréepresenta os indices sensibilidade e
(100 - especificidade) de um ponto de corte estalml. Um teste diagnostico ideal seria
aquele cujo ponto de corte estivesse 0 mais proxinda intercessao

sensibilidade/especificidade.
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Figura 6 - Curvas ROC dos testes 1 e 2, construidas a gagimdices de desempenho, sensibilidade
e (100 - especificidade) dos testes avaliadosefstados estdo expressos, pelos pontos dos grafico
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que representam os valores dos respectivos indiétesminando assim a area sob a curva (ASC) para
o teste 1 (ASC= 0,85) e para o teste 2 (ASC=0,76).

5. ANALISE ESTATISTICA
5.1. Teste de Wilcoxon

Para avaliar os niveis de reatividade da pesq@daCdAFEA, nos diferentes grupos,
antes e apoOs tratamento especifico para a doengahdgas, foi utilizado o programa
estatistico Prisma versdo 3.0. O teste de Wilcg@aymite a avaliagdo de dois grupos atraves
de esquema de pareamento com distribuicdo ndo @triean Nesse estudo, o nivel de

significancia foi estabelecido em 0,05.
5.2. Sensibilidade e Intervalo de Confianca

Para avaliar a sensibilidade da pesquisa de FC-ARBA diferentes grupos, antes e
apos tratamento especifico para a doenca de Clasgas, como o intervalo de confianga, foi

utilizado o programa estatistico MedCalc Statistica
5.3. Razéao de verossimilhanca

Uma forma de abordagem do desempenho de testgsodimos, particularmente
daqueles cujos resultados sdo expressos em escdlaua, consiste na determinacdo das
razdes de verossimilhanca (RVs) para diferentegltag®ds. A RV para um determinado
resultado do teste diagnostico € expressa em cleadcefinida pela razdo entre proporcéo de
um referido resultado em pacientes doentes emaelagropor¢cdo do mesmo resultado em
individuos sem doenca. As RVs para um resultadatipmsou negativo dos testes
diagndsticos sdo determinadas, respectivamentas petlacbes [a/(a+c)]/ [b/(b+d)] e
[c/(a+c)]/ [d/(b+d)]. Desta forma, as RVs expresgsprantas vezes € mais provavel (ou menos
provavel) se encontrar um determinado resultadeste em relagcéo a outro grupo.

No estudo em questdo, foi avaliada a probabilidtatpiele resultado (em PPFP) de
representar a populacdo de pacientes submetiddsa@mento em relacdo aqueles néo

submetidos ao tratamento.
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5.4. Teste Qui-Quadrado

Para comparar as proporcdes de valores da difedmgaatividade, entre TO e T5
(APPFP), entre os trés grupos analisados, tanto RAHEA quanto na FC-ALTA, foi

utilizado o teste de Qui-Quadrado, considerandivel e significancia de 0,05.

5.5. Sensibilidade

A sensibilidade foi calculada pela relacdo [verdade positivos / (verdadeiros
positivos + falsos negativos)] x 100. Traduzindssia, a proporcdo de pacientes curados,

detectados pelo teste.

5.6. Taxa de falso negativo

A taxa de falso negativo foi calculada pela redel¢alsos negativos / (falsos negativos

+ verdadeiros positivos)] x 100.
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Resultados



A fim de atingirmos os objetivos deste trabalhcseswolvemos nossos estudos em
quatro diferentes situacdes. A primeira parte poa avaliar a reacao de FC-ALTA, em um
estudo PROSPECTIVO, utilizando os mesmos critéaetabelecidos anteriormente por
Martins-Filho et al. (1995). Para isso, utilizamas grupo de 44 pacientes chagasicos
cronicos submetidos ao tratamento etiolégico, cein menos 5 anos de acompanhamento,
que consistem na Populacéo Il da secao Materiagdtedds.

A segunda parte pretendeu avaliar a reacdo de FERAIBMO um teste soroldgico a
ser utilizado como auxiliar no critério de cura sp@tamento especifico, de forma similar ao
estudo realizado por Martins-Filho et al. (2002)agdo avaliou o FC-ALTA. Para tanto,
delineamos um estudo RETROSPECTIVO utilizando uapgrde 60 individuos chagasicos,
provenientes do estado de Goias, com 10 a 15 gdssterapéutica especifica, que consistem
na Populacédo | da secdo Material e Métodos.

A terceira parte pretendeu avaliar o FC-AFEA, emm w@studo de desenho
PROSPECTIVO que envolveu o acompanhamento dosmesida Populacéo Il e a quarta
parte envolveu a analise dos resultados dos méttele®rologia convencional, também da
Populacao Il

Para as técnicas de FC-ALTA e FC-AFEA, a andlisaeddividade de anticorpos
séricos anti-tripomastigotas vivas e anti-epimastig fixadas doT. cruzi envolveu a
contagem do percentual de parasitos fluorescentgsvos (PPFP), detectados por citometria
de fluxo. Resumidamente, os soros dos pacientedjleigdes progressivas, foram incubados
com suspensao de tripomastigotas vivas ou epinogasifixados e revelados com conjugados
fluorescentes. Através de leitura em citdmetro Idgof foram contados 5.000 parasitos e
verificado o percentual de parasitos fluorescemtescurvas de reatividades foram realizadas
empregando diluicbes seriadas do soro iniciandd .28 até 1:16.384. Todos 0s ensaios de
imunofluorescéncia por citometria de fluxo foramlizados segundo protocolo descrito por

Martins-Filho et al. (1995), e adaptado para milzogs por Cordeiro et al. (2001).
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Parte | — Relativa ao Objetivo |

1. AVALIACAO SOROLOGICA  ATRAVES DA  REACAO DE

IMUNOFLUORESCENCIA POR CITOMETRIA DE FLUXO PARA DET ECCAO DE
ANTICORPOS ANTI-FORMAS TRIPOMASTIGOTAS VIVAS (FC-AL TA) NA
MONITORACAO PRECOCE DE CURA POS-TERAPEUTICA NO TRAT AMENTO
ETIOLOGICO DA DOENCA DE CHAGAS DOS GRUPOS NT, TNC E TEA
REFERENTES A POPULACAO I

Uma vez que a reacdo de FC-ALTA ja havia sido adaliem sua capacidade de
identificar com precisdo pacientes tratados e asgMartins-Filho et al, 2002), verificamos
sua aplicabilidade na predicao de falha terapéuiicratamento etiolégico apds cinco anos
de tratamento. Realizamos um estudo prospectivoalgtoracdo sorologica atraves de FC-
ALTA, em um grupo de 36 individuos chagasicos pnoxetes do Centro de Tratamento e
Referéncia em Doenca de Chagas do Hospital dag&lida UFMG e classificados em N&o
Tratados (NT, n=8), Tratados Ndo Curados (TNC, neS)ratados em Avaliacdo (TEA,
n=23) conforme categorizados em Materiais e Méta@oRopulacdo Il. Os pacientes foram
avaliados em dois tempos distintos: TO e T5, sast® Ultimo tempo considerado cinco anos
apos o tratamento etiologico, nos pacientes trataokd cinco apds a primeira amostra, nos

pacientes ndo tratados.

1.1. Reatividade de anticorpos da classe IgG aatirfas tripomastigotas vivas (FC-ALTA),

presentes em soros individuais, nos grupos NT, T&NTC

A curva de reatividade foi realizada empregandoighes seriadas (1:128 a 1:16.384)
dos soros de cada grupo avaliado. A Figura 7 mastarva de titulagcdo da reatividade em
PPFP. Analisando os graficos dos trés grupos dermias, observamos dois diferentes
padroes de reatividade. Nas diluicdes iniciaispsools grupos apresentaram alta reatividade.
Entretanto, verificamos que nos grupos NT e TNfmervada queda na reatividade a partir
da diluicdo 1:8.192 (Figura 7A e B), enquanto ngpgr TEA, esta queda foi mais precoce,
sendo vista a partir da diluicdo 1:2.048 (Figurd. TCcomportamento dos pacientes do grupo

TNC assemelhou-se aqueles do grupo NT.
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Inverso da diluigdo do soro
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Figura 7: Curvas de titulacdo de FC-AFEA IgG total, em PRIPsoros individuais de pacientes dos
grupos NT (n=8), TNC (n=50) e TEA (n=230). As amostras individuais de soros foram testadas
conforme descrito em Material e Métodos. Os redaltada reatividade para cada grupo estdo

expressos como PPFP.

Para classificar as amostras como positivas ouimagautilizamos o critério segundo
proposto para reacdo de FC-ALTA descrita por Ms#hitho et al. (1995, 2002). Segundo

esse critério, consideram-se reativas as amosim$PeFP> 20% na diluicdo do soro 1:256.

Utilizando esse critério de avaliagdo em T5, olm®os que todos 0s pacientes apresentam

resultados positivos (Figura 8).
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Figura 8: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-tripogatsts vivos presentes nos soros
individuais de pacientes chagasi®dk (n=8e), TNC (n=50) e TEA (n=23>), em T5 ou cinco anos

apos a primeira amostra, na diluicdo 1:256 e naopda corte de 20% de PPFP.
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Como o grupo TEA nao apresentou nenhum resultadative em T5, resolvemos
investigar nos trés grupos, se houve queda davidsdte de PPFP entre TO e T5. Quando
comparamos a reatividade nos dois tempos, foi ypelssbservar que nos grupos NT e TNC
apenas um paciente apresentou queda de reatividadeanto que no grupo TEA houve

maior frequéncia de queda da reatividade nos \@tted®PFP (Figura 9).
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Figura 9: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-tripogatsts vivos presentes nos soros
individuais de pacientes chagasi®®b (n=5e), TNC (n=50) e TEA (n=230), na diluicdo 1:256, em
TO e T5.

Numa abordagem complementar, avaliamos a varidgdeatividade entre TO e T5
através da determinagéo do valor&RPFP (PPFP em TO menos PPFP em T5), na diluicdo
1:256. Considerando que em TO a reatividade sejarmae a reatividade em T5, espera-se
gue quanto maior o valor ddPPFP, maior é a queda de reatividade.

A Figura 10 mostra a variacdo de reatividade ofasier entre os tempos TO - T5.
Observamos que, no grupo NT (média= -5,4 + 7,9)estbenum paciente apresentou queda de
reatividade APPFP > 0), enquanto os quatro restantes (80%) aaragnsua reatividade. No
grupo TNC (média= 1,2 + 7,6) dois pacientes (40%esentaram queda de reatividade
(APPFP > 0), enquanto os outros trés aumentaraneatigidade. Ja no grupo TUE (média=
2,2 £ 10,3), 15 pacientes (65%) apresentaram gdedeeatividade, enquanto os demais
aumentaram a reatividade.

A analise estatistica dos dados ndo revelou difarestatisticamente significativa

entre os valores d&PPFP entre 0s grupos.
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Figura 10: Queda de reatividade em PPFP entre os tempos B0&PPFP), de anticorpos da classe
IgG anti-tripomastigotas vivos nos soros individudiluidos 1:256 dos grupos NT (neh TNC (n=5
o) e TEA (n=23>). As linhas pontilhadas indicam as médias dosrgalmdividuais.

1.2. Comportamento de soros individuais na técna= FC-ALTA em diferentes tempos -

Andlise das curvas de reatividade de FC-ALTA, emosoindividuais, nos grupos NT, TNC

e TEA

Encontra-se descrito na literatura que os niveisagde anticorpos detectados pela
sorologia convencional apresentam niveis estaeeisrgo da infeccdo. Para compreender o
comportamento individual de pacientes submetidosdmao tratamento etiolégico diante do
ensaio de FC-ALTA, tracamos, em soros individuaisurva de reatividade dos grupos NT,

TNCe TEAem TO e T5.

1.2.1. Andlise da curva de reatividade de FC-AL@A,soros individuais, dos pacientes Nao

Tratados

A Figura 11 mostra os graficos individuais de redtide ao FC-ALTA dos pacientes
NT, em diluicbes seriadas em TO e T5. Na analiseuta de reatividade de FC-ALTA dos
cinco pacientes NT, observamos que cada paciessupom perfil diferente e individual, e
gue suas curvas também mantiveram o mesmo perfiem@, sdo semelhantes, em ambos os

tempos avaliados.
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Figura 11: Curvas de titulacdo de FC-ALTA, em PPFP, de armmeranti-tripomastigotas vivos
presentes nos soros individuais de pacientes deagd¥T (n=5), em dois tempos distintos: TO (antes

do tratamento) e T5 (cinco anos apds tratamento).

1.2.2. Andlise da curva de reatividade de FC-AL&M soros individuais, dos pacientes

Tratados Nao Curados

observamos que da mesma forma que nos NT, cadanpgagossui um perfil diferente e
individual, independente do tempo avaliado. Um g¢uatei apresentou reatividade baixa

(negativa se considerarmos PPER0%) nas duas ultimas diluicbes do soro, em ambkos

Na andlise da curva de reatividade de FC-ALTA dascoc pacientes TNC,

tempos (Figura 12).
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Figura 12: Curvas de titulacdo de FC-ALTA, em PPFP, de anim®ranti-tripomastigotas vivos

presentes nos soros individuais de pacientes doagaSNC (n=5), em dois tempos distintos: TO
(antes do tratamento) e T5 (cinco anos apos tratane

1.2.3. Andlise da curva de reatividade de FC-AL&M soros individuais, dos pacientes
Tratados em Avaliagao

Na analise da curva de reatividade de FC-ALTA ddgacientes TEA, observamos
gue da mesma forma que nos NT e nos TNC, cadanmpagmssui um perfil diferente e
individual, independente do tempo avaliado. Vesifiims também que dois pacientes (#17,

#21) apresentaram queda de reatividade ao longouds sugerindo evolucdo para cura
(Figura 13).
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Figura 13: Curvas de titulacdo de FC-ALTA, em PPFP, de antim®ranti-tripomastigotas vivos
presentes nos soros individuais de pacientes dicagabEA (n=23), em dois tempos distintos: TO
(antes do tratamento) e T5 (cinco anos apos tratane
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Parte Il — Relativa ao Objetivo Il

2. ESTUDO RETROSPECTIVO DE AVALIACAO DO DESEMPENHO DA REACAO
DE IMUNOFLUORESCENCIA POR CITOMETRIA DE FLUXO PARA DETECCAO
DE ANTICORPOS ANTI-FORMAS EPIMASTIGOTAS FIXADAS (FC -AFEA) NA
DISCRIMINACAO DE PACIENTES CHAGASICOS DOS GRUPOS NT, TNC E TC
REFERENTES A POPULACAO |

Nos resultados anteriores, haviamos observado queC-ALTA foi capaz de
identificar alguns pacientes que apresentaram ngaieda na reatividade apos cinco anos de
tratamento. Decidimos entdo, avaliar a capacidadEQIAFEA, método que utiliza formas
nao infectantes, em reproduzir os achados ja desaom o FC-ALTA em 2002. Para tanto,
procedemos a analise da mesma populacéo utilizad2082, que € composta por um grupo
de 60 individuos chagasicos, anteriormente trat@ad40-15 anos), e classificados em N&o
Tratados (NT, n=19), Tratados Nao Curados (TNC,7h=€l Tratados Curados (TC, n=24),
conforme categorizados em Materiais e Métodos palBgéo .

2.1. Analise da reatividade de anticorpos anti-famepimastigotas fixadas (FC-AFEA) da

classe IgG presentes em soros individuais, nos gauNT, TNC e TC

A Figura 14 mostra a reatividade, em PPFP, dosd0s de pacientes chagasicos,
distribuidos, conforme a classificacdo, em NT (FRagl4A, n=19), TNC (Figura 14B, n=17) e
TC (Figura 14C, n=24). Analisando os graficos aés grupos de pacientes, observamos dois
diferentes padrdes de reatividade. Os grupos NINE &presentaram menor variagao de
reatividade entre os soros individuais, estandmaidade dos soros do grupo NT e a maioria
dos soros do grupo TNC na zona de alta reatividadediluicbes iniciais. Ao contrario, os
soros do grupo TC apresentaram alta variabilidadediluicdes iniciais, estando todos com
baixa reatividade nas diluigoes finais.

Verificamos que no grupo NT, foi observada uma qued reatividade a partir da
diluicdo 1:4,096 (Figura 14A). No grupo TNC, estzeda foi mais precoce, a partir da
diluicdo 1:1,024 (Figura 14B), enquanto que no grilic observamos queda na reatividade
em todas as diluicbes avaliadas (Figura 14C). Opootamento dos soros do grupo TNC
assemelhou-se aqueles do grupo NT, com a excecdaie amostras, que apresentaram

reatividade semelhante a do grupo TC.
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Figura 14: Curvas de titulacdo de FC-AFEA IgG total, em PP soros individuais de pacientes
dos grupos NT - gréfico A (n=19, TNC - gréfico B (n=1®) e TC - gréafico C (n=2¢). As amostras
individuais de soros foram testadas conforme desern Material e Métodos. Os resultados da
reatividade para cada grupo estdo expressos coR®. PP

Para classificar as amostras como positivas outimagautilizamos inicialmente o
critério segundo proposto para FC-ALTA descrita plartins-Filho et al. (1995, 2002) e ja
utilizado na Figura 8. Segundo esse critério, c@ram-se reativas as amostras com PPFP >
20% na diluigéo 1:256.

Utilizando esse critério de avaliacdo, pela FC-AFBbservamos que todos os
pacientes dos grupos NT e TNC apresentaram readigigpositiva. Entretanto, 92% dos
individuos TC também apresentaram resultados posijtindo consistentes com seus
diagndsticos atuais, baseados na negatividade stes tée HAI, ELISA e IFI. Somente dois
individuos (8%) apresentaram resultados negatisonstrando que o método empregado

apresenta sensibilidade muito maior que aquelssmdogia convencional (Figura 15).
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Figura 15: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epimdasgbxados presentes nos soros
individuais de pacientes chagéasicos NT (ne€L9TNC (n=17e) e TC (n=240), na diluicdo 1:256 e no
ponto de corte de 20% de PPFP.

2.2. Busca de um novo parametro de avaliacdo delltados de FC-AFEA a ser utilizado
na monitoracdo pos-terapéutica: Analise da reatiaade média de FC-AFEA em pacientes
dos grupos TNC e TC

Uma vez que o critério anteriormente aplicadofoéioapaz de distinguir os pacientes
curados dos néo curados, decidimos procurar poo autério que melhor atendesse a esse
Nosso proposito, seja alterando a diluicdo e oconbdopde corte (PC).

Para identificar a diluicdo da amostra que aprasset melhor desempenho na
segregacao entre os grupos TNC e TC e o pontortie ideal para discriminar tais grupos,
foram tragcadas curvas de titulacdo das médias BE EE cada grupo.

Avaliando as curvas de reatividade média de PRiSRdduicdes analisadas (1:128 a
1:16.384) e seus respectivos desvios-padrao, &sipel identificar diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos TNC e TC em todadilscdes. O grupo TNC apresentou, em
todas as dilui¢cdes, valores de reatividade médiargres aos valores do grupo TC. Ainda,
foi possivel observar que os desenhos das duaascforam semelhantes, variando apenas a
intensidade da reatividade média, e que o0s dep@dsio variaram de maneira oposta ao
longo da curva, sendo maiores nas diluiges fib@i$NC e maiores nas diluicdes iniciais do
TC (Figura 16).
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Figura 16: Curvas de titulacdo das reatividades médias de PBFFEC-AFEA IgG total, presentes
em soros de pacientes dos grupos TNC (rlé TC (n=24e). As amostras individuais de soros
foram testadas conforme descrito em Material e M#do Os resultados da reatividade para cada
grupo estdo expressos como meédias e respectivemsipadrdo dos valores de PPFP. Apds andlise
estatistica, descrita em Material e Métodos, faispael demonstrar diferenca significativa em taakas

diluicdes, 0,05 (*).

2.3. Definicdo do ponto de corte ideal para discm@acao entre os grupos TNC e TC

utilizando a Curva ROC

Com o intuito de respaldar os resultados atravé$edamentas estatisticas mais
consistentes, utilizamosReceiver Operating Characteristic Curggurva ROC) dos valores
de PPFP das amostras individuais de soros dosnpexidNC (considerados “casos” no
lancamento dos dados) e TC (considerados “contmete’lancamento dos dados) e nas
diluicbes 1:128, 1:256, 1:512, 1:1.024, 1:2.048,.96, 1:8.192 e 1:16.384 para definir a
diluicho e o ponto de corte ideais para discrimipacientes TNC e pacientes TC. Foi
empregado o programa estatistico MedCalc Statfi®ticdale ressaltar que, nas avaliacdes
aqui mostradas, entendeu-se por sensibilidadeaxicigle do FC-AFEA em apontar todos os
pacientes curados e por especificidade a capacidadéeste em identificar apenas o0s
pacientes curados.

Considerando os tracados obtidos, foi observadoagueito diluicbes apresentaram
acuracia perfeita, conforme classificacdo suggrmaSwets (1988), uma vez que os valores
da &rea sob a curva (ASC) foram iguais a 1. Istoag, oito diluicbes avaliadas ha total
discriminacéo entre os dois grupos, no ponto deedadicado pela curva ROC para cada

diluicdo (Figura 17).
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Figura 17: Curvas ROC de FC-AFEA construida a partir dos gwliale desempenho, sensibilidade e
(100-especificidade), dos grupos TNC e TC nas @iks 1:128, 1:256, 1:512, 1:1.024, 1:2.048,
1:4.096, 1:8.192 e 1:16.384. Os resultados est@i@ssos, pelos pontos dos gréaficos, que determinam
a area sob a curva (ASC).

Como todas as diluicbes apresentaram acuraciaitpenerificamos nas curvas de
reatividade média de PPFP, qual diluicdo apresantaelhor segregacdo entre 0s grupos
TNC e TC. Observamos que as cinco ultimas diluigi@esoro, 1:1.024 a 1:16.384, foram
aquelas que melhor segregaram os grupos. Entretadtlnicdo 1:4.096 foi a que apresentou
melhor desempenho na discriminagcdo dos grupos,daed maior amplitude de

distanciamento entre as duas curvas (Figura 18).
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Figura 18: Curvas de titulagcdo das reatividades médias decaptis IgG por FC-AFEA, presentes em
soros de pacientes dos grupos TNC (nellé TC (n=24e). As amostras individuais de soros foram
testadas conforme descrito em Material e Métodssie@ultados da reatividade para cada grupo estédo
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expressos como médias dos valores de PPFP. Adoritinua ressalta a diluicdo 1:40@6significa a
diferenca entre as reatividades médias nas regaedciluicoes.

Apesar de todas as diluicbes manterem acuracieeif@eré da diluicdo 1:4.096
apresentar melhor desempenho na discriminacgéo rdpeg) estabeleceu-se pela curva ROC
um ponto de corte ideal para cada diluicdo, baseaadha melhor segregacdo dos valores
individuais de PPFP (Figura 19).
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Figura 19: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epimdatgfixados presentes nos soros

individuais de pacientes chagasicos TNC (n=17) €nEQ24), nas diluicBes 1:1.024, 1:2.048, 1:4.096,

1:8.192 e 1:16.384. As linhas horizontais represant ponto de corte indicado pela curva ROC para
cada diluicéo.

A analise da amplitude da diferenca entre os valdeePPFP de cada grupo, obtida
nas diluicdes avaliadas, mostrou que as diluicGé90D24 e 1:4.096 apresentaram maior
distanciamento entre o valor do ponto de corte redggela curva e os valores adjacente e
subjacente mais proximos. Entretanto, a diluic&o096 apresentou 100% de sensibilidade
(ICy50=90,2-100) e especificidade @43=85,6-100), enquanto que a diluicdo 1:1.024 também
apresentou 100% de sensibilidade ¢{80,3-100) mas 95,8% de especificidade
(IC95¢=85,6-100), como mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5 -Valores obtidos através da curva ROC para as;disi avaliadas

L Ponto de corte Valores . o o

Diluicao ) ) ] Amplitude Sensibilidade Especificidade
sugerido Adjacente Subjacente

1:1.024 166,5% 7% 61% 16 100% 95,8%
1:2.048 53% 63% 53% 10 100% 100%
1:4.096 33% 49% 33% 16 100% 100%

1:8.192 24,5% 30% 22% 8 100% 95,8%
1:16.384 13% 18% 9% 9 100% 100%

Considerando a diluicdo 1:4.096, podemos obsen@iogoonto de corte sugerido pela
curva ROC estd acompanhado de um amplo intervapmii®s (33% - 49%) que sdo capazes
de segregar os grupos TNC e TC com o mesmo desampmnseja, 100% de sensibilidade e
especificidade. Assim, selecionamos o PC referamtealor de 40% de PPFP.

A Figura 20 mostra a dispersao dos resultados, P Pdos soros dos pacientes TNC
e TC, na diluicdo 1:4.096 do soro. Valores maiapes 40% de PPFP foram considerados
positivos, enquanto que valores menores ou iguad®% de PPFP foram considerados
negativos. O estabelecimento desse novo ponto de coostrou um ganho real no
desempenho do método, em relacdo a utilizacdo o pde corte de 20% de PPFP,

previamente proposto.
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Figura 20: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epinwasgfixados presentes nos soros
individuais de pacientes chagasicos TNC (nelé TC (n=24e), na diluicdo 1:4.096 e no ponto de
corte de 40% de PPFP.
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2.4. Desempenho da FC-AFEA segundo indices expres®&n chances: Razao de
Verossimilhanca

Depois de estabelecidos o ponto de corte e a @dudeais a serem empregados como
critério para avaliacdo de FC-AFEA, foram avaliadagaz6es de verossimilhanca (RVs), na
diluicdo 1:4.096, das faixas de valores acima éxab@o PC de 40% de PPFP. A andlise da
RV de FC-AFEA dos valores > 40% apresentou resniltadO, e a andlise dos valoregd0%
apresentou resultado igual a zero. Segundo Jaescaktekl. (1994), valores acima de 10
praticamente confirmam a presenca de doenca esgaddmaixo de 0,1 praticamente confirmam
a auséncia de doenca. Desta forma, as RVs confirmardesempenho elevado da FC-AFEA,
pois valores de PPFP > 40% apresentam uma chantmeprwvavel de ser proveniente de um
paciente ndo curado, enquanto valores de PPFHR% apresentam uma chance nula de
pertencer a um paciente chagasico ndo curado otratado.

2.5. Andlise da reatividade de FC-AFEA da class&lde pacientes dos grupos NT, TNC e

TC utilizando os novos parametros

Apébs o estabelecimento do critério de avaliacda p&-AFEA (PC - PPFP=40%,
diluicdo 1:4.096) e da confirmacéo do desempenévadb da metodologia na discriminacao
de pacientes curados e pacientes nao curadosyaesrd re-avaliar os grupos NT, TNC e TC
utilizando este novo critério, comparando-o comritéigo utilizado anteriormente (PC -
PPFP=20%, diluicdo 1:256), para analisarmos a plieahilidade e verificar se este novo
critério seria capaz de segregar o grupo TC.

Analisando comparativamente estes dois critérioavddiacdo, foi possivel observar
um ganho do desempenho do método quando passaratkza este novo critério de
interpretacdo dos resultados. Utilizando este rwitério, pela FC-AFEA, observamos que
todos os pacientes do grupo NT e TNC apresentagatividade positiva (PPFP > 40%), e
todos os pacientes do grupo TC apresentaram iadizinegativa (PPHRP40%), consistente
com seu estado clinico. Desta forma, a FC-AFEA sgmi®u 100% de sensibilidade e
especificidade (Figura 21).
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Figura 21: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epimdatgfixados presentes nos soros
individuais de pacientes chagasicos NT (neL9TNC (n=17e) e TC (n=24e), na diluicdo 1:4.096 e
no ponto de corte de 40% de PPFP.
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Parte Il — Relativa ao Objetivo IlI

3. AVALIACAO SOROLOGICA ATRAVES DE FC-AFEA NA MONIT ORACAO
PRECOCE DE CURA POS-TERAPEUTICA NO TRATAMENTO ETIOL OGICO DA
DOENCA DE CHAGAS DOS GRUPOS NT, TNC E TEA REFERENTES A
POPULACAO I

Nesta terceira etapa do trabalho, demos contineidaavaliacdo do FC-AFEA, agora
em estudo prospectivo de monitoracdo soroldgics,gnopos de pacientes classificados em
N&o Tratados (NT, n=16), Tratados Ndo Curados (TiING) e Tratados em Avaliacéo (TEA,
n=23) conforme categorizados em Materiais e Mét¢Ropulacédo Il) e ja avaliados na Parte
I, através da FC-ALTA. Os pacientes foram avaliados dois tempos distintos: TO e T5,
sendo este Ultimo tempo considerado cinco anos @m@amento etioldgico, nos pacientes

tratados, ou cinco anos apos a primeira amostsapacientes ndo tratados.
3.1. Avaliagédo do desempenho de FC-AFEA no monitaento terapéutico

Avaliamos a curva de reatividade de anticorpos agpG-epimastigotas fixadas do
cruzino soro através da andlise do PPFP, mostrada naf2g.

Analisando os gréaficos dos trés grupos de pacigatasl'5, observamos que todos 0s
grupos ndo apresentaram variabilidade na reatigides diluicbes iniciais, permanecendo
com alta reatividade, enquanto que a partir daigditu 1:512 foi observada queda de

reatividade, estando a reatividade em continuaajaguirtir desta diluigao.
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Figura 22: Curvas de titulagdo de FC-AFEA IgG total, em PP#soros individuais de pacientes
dos grupos NT - gréfico A (n=29, TNC - grafico B (n=%) e TC - grafico C (n=28). As amostras
individuais de soros foram testadas conforme desenn Material e Métodos. Os resultados da
reatividade para cada grupo estéo expressos coffe. PP

Avaliamos os grupos NT, TNC e TEA utilizando o érid de avaliacdo da FC-AFEA
definida na Parte Il deste estudo, que preconizillizacdo da diluicdo 1:4.096 do soro e do
PC de 40% de PPFP, onde os resultados com PPF® sath) considerados positivos e com
PPFP< 40% sao considerados negativos.

Utilizando este critério de avaliacédo, observamas pdos os pacientes NT, TNC e
TEA apresentaram resultados positivos, em T5, ecidado mais uma vez a alta
sensibilidade do método e demonstrando uma linotaighatual forma de interpretacdo na
segregacao entre pacientes submetidos ao tratamewi® ainda sem critério de cura

estabelecido, e aqueles nao tratados (Figura 23).
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Figura 23: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epimdasgéixados presentes nos soros
individuais de pacientes chagasicos NT (neL6TNC (n=50) e TEA (n=232), em T5 ou cinco anos
apos a primeira amostra, na diluicdo 1:4.096 eambapde corte de 40% de PPFP.

3.2. Estudo das curvas ROC nos diferentes gruposTNTNC e TEA

Uma vez que o ponto de corte = 40% PPFP nao trooxeibuicdo na discriminagao
entre os trés grupos de pacientes, quando avaledoks, decidimos analisar o desempenho
da FC-AFEA em discriminar amostras prévias e arasgiosteriores ao tratamento em cada
grupo, separadamente. Para tanto, tracamos a R@@ a partir dos valores da reatividade
de PPFP em TO (considerados “casos” no lancameosodados) e T5 (considerados
“controle” no lancamento dos dados), em cada gmg@acientes, de forma a avaliar a
capacidade de FC-AFEA em discriminar a reatividates (TO) e ap0s o tratamento (T5).

3.2.1. Avaliacdo do comportamento da reatividaderofigica de FC-AFEA no

acompanhamento de pacientes NT

Analisando as amostras de pacientes NT em TO ol 6pbservado que na diluicdo
1:4.096, utilizando o ponto de corte de 70% de RRBRbelecido pela curva ROC como o
mais apropriado, nao foi possivel diferenciar carar@cia adequada (ASC=0,715;qd6+~
0,528-0,859) as reatividades dos dois tempos (&g4A e B), demonstrando que durante o
espaco de tempo igual a cinco anos, a reatividad@atientes cronicos ndo tratados é

mantida em niveis semelhantes.
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Figura 24:: Curva ROC de FC-AFEA construida a partir dos ieslide reatividade do grupo NT em
TO (“casos”) e T5 (“controle”) na diluicdo 1:4.098s resultados estdo expressos, pelos pontos dos
graficos, que determinam a area sob a curva (A8L)Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-
epimastigotas fixados presentes em soros indivddd@ipacientes chagasicos NT (n#)ém TO e

T5. Alinha horizontal representa o ponto de contiicado pela curva ROC (B).

Além da indicacdo do melhor ponte de corte, aa&i®R@C forneceu outros para@metros
importantes para a avaliacio do desempenho da MHEAAFcomo sensibilidade,
especificidade, razdo de verossimilhanca e valedifivo. Considerando o ponto de corte de
70% de PPFP, avaliamos as razdes de verossimill{fRws) das faixas de valores acima e
abaixo ao ponto de corte de 70% de PPFP. A arddis®V de FC-AFEA dos valores70%
apresentou resultado quatro, e a analise dos satoré0% apresentou resultado 0,57.
Segundo Jaescheke et al. (1994) valores acima gealibamente confirmam a presenca de
doenca e valores abaixo de 0,1 praticamente coafira auséncia de doenga. Desta forma, as
RVs confirmaram que a reatividade observada atrdaésC-AFEA em TO nao difere daquela
observada em T5. Consequentemente, na diluica096.4a FC-AFEA apresentou baixos

valores preditivos: VPP=80 e VPN=63,6 (Tabela 6).
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Tabela 6 -Valores estatisticos obtidos para FC-AFEA atrawésutva ROC para 0 grupo
NT, na diluicdo 1:4.096.

Pontos de Sensibilidade  Especificidade Raz&o de Verossimilhanca Valor Preditivo
corte Maior 70% Menor 70%  Positivo Negativo
51,47 6,2 100 >10 0,94 100 51,6
60,77 18,8 93,7 3 0,87 75 53,6
71,22 43,7 87,5 3,5 0,64 77,8 60,9

70 37,5 87,5 4 0,57 80 63,6
86,63 68,7 50 1,37 0,62 57,9 61,5
98,1 93,7 0 0,94 48,4 0

3.2.2. Avaliacdo do comportamento da reatividaderoilgica de FC-AFEA no

acompanhamento de pacientes TNC

Considerando as reatividades observadas em TO exdl'grupo de pacientes que
embora tratados apresentaram hemocultura posifiga a tratamento (TNC), foi tracada
curva ROC para verificar se a FC-AFEA seria capazddcriminar as duas reatividades.
Assim como nos pacientes NT, foi observado quduicéo 1:4.096 apresenta uma acuracia
baixa (ASC=0,640; I6.= 0.296-0.899) ao diferenciar os dois tempos dembgéo (Figura
25A). Observou-se, ainda, que 20% e 40% das arsostra TO e T5, respectivamente,
apresentaram resultados negativw8@%) (Figura 25B). Ressalta-se aqui 0 pequeno rime

de pacientes avaliados (n=5).
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Figura 25: Curva ROC de FC-AFEA construida a partir dos ieslide reatividade do grupo TNC em
TO (“casos”) e T5 (“controle”) na diluicdo 1:4.098s resultados estdo expressos, pelos pontos dos
graficos, que determinam a area sob a curva (ABL)Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-

96



epimastigotas fixados presentes em soros indiddipacientes chagésicos TNC (e3%em TO e
T5. Alinha horizontal representa o ponto de contiicado pela curva ROC (B).

Considerando o ponto de corte de 80% de PPFP,am@di as razbes de
verossimilhanca (RVs) das faixas de valores acinadaxo ao ponto de corte de 80% de
PPFP. A analise da RV de FC-AFEA dos valoré9% apresentou resultado dois e a analise
dos valores< 80% apresentou resultado 0,33. Desta forma, as d®wBrmaram o baixo
desempenho da FC-AFEA em diferenciar a reatividdglgacientes TNC antes e apds o
tratamento. Ainda, a diluicdo 1:4.096 apresentol ¥[56,7 e VPN =75 (Tabela 7).

Tabela 7 -Valores estatisticos obtidos para FC-AFEA atrawésutva ROC para 0 grupo
TNC, na diluigéo 1:4.096.

Pontos de Sensibilidade  Especificidade Razél_o de Verossimilhanca V_a_llor Preditivo_
corte Maior 70%  Menor 70%  Positivo Negativo
50,19 100 20 1,25 0 55,6 100

80 80 40 2 0,33 66,7 75
95,04 40 80 2 0,75 66,7 57,1
97,62 0 100 > 10 1 50

3.2.3. Avaliacdo do comportamento da reatividaderofigica de FC-AFEA no

acompanhamento de pacientes TEA

Os resultados relativos aos grupos NT ou TNC, radef acima, haviam
demonstrado que a reatividade verificada na anpk$® FC-AFEA permanecia estavel ao
longo de cinco anos de observacdo em pacientesadT gacientes TNC. Avaliamos, entdo, a
reatividade apOs cinco de tratamento em um grupopaeentes, que apods terapia
tripanomicida mantiveram hemoculturas negativasA)T e assim, seriam aqueles pacientes
com chance de apresentar resposta favoravel am&ato, ou seja, cura parasitologica.

A Figura 26Amostra a curva ROC tracada a partir dos valoreBRIEP obtidos na
reacdo de FC-AFEA na avaliagcdo dos pacientes Thi#&sa cinco anos ap0s o tratamento.
Observou-se que a acuracia de FC-AFEA em discrimasareatividades dos pacientes do
grupo TEA em TO quando comparadas com aquelas doi Toderada (ASC=0,730; &~
0,578-850), na diluicdo 1:4.096. Observou-se, ainda 13% e 61% das amostras em TO e
T5, respectivamente, apresentaram resultados neg#ti 84%) (Figura 26B), indicando que

em T5, podem ser observados dois diferentes gragogpacientes: um que manteve
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reatividade préxima daquela observada em TO e ayim apresentou reatividade em T5

menor que aquela de TO.
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Figura 26: Curva ROC de FC-AFEA construida a partir dos ieslide reatividade do grupo NT em
TO (“casos”) e T5 (“controle”) na diluicdo 1:4.098s resultados estdo expressos, pelos pontos dos
graficos, que determinam a area sob a curva (ABL)Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-
epimastigotas fixados presentes em soros indidimipacientes chagésicos TNC (no2&m T0 e

T5. A linha horizontal representa o ponto de contiicado pela curva ROC (B).

Considerando o ponto de corte de 84% de PPFP,am@di as razbes de
verossimilhanca (RVs) das faixas de valores acinadaxo ao ponto de corte de 84% de
PPFP. A analise da RV de FC-AFEA dos valoré®l% apresentou resultado 2,22 e a analise
dos valorex 84% apresentou resultado 0,21. Ainda, a diluicdd26 apresentou VPP = 69
e VPN =82,4 (Tabela 8).

Tabela 8 -Valores estatisticos obtidos para FC-AFEA atrawe@sutva ROC para o0 grupo
TEA, na diluicédo 1:4.096.

Pontos de Sensibilidade  Especificidade Razél_o de Verossimilhanca V_a_llor Preditivq
corte Maior 70%  Menor 70%  Positivo  Negativo
55,34 95,7 4,3 1 1 50 50
71,65 95,7 34,8 1,47 0,12 59,5 88,9

84 87 60,9 2,22 0,21 69 82,4
95,33 43,5 78,3 2 0,72 66,7 58,1
99,82 0 100 >10 1 50
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3.3. Variacao da reatividade ao FC-AFEA induzidalpgratamento

Os resultados anteriores apontaram para a hipdéegae, pelos critérios utilizados, a
reatividade quando avaliamos os valores de PPFRar@&u entre os dois tempos nos grupos
NT e TNC. Entretanto, observou-se que no grupo T&Apercentual de pacientes com
reatividade menor que o ponto de corte foi mai@Pgbque aquele observado nos grupos NT
(12,5%) e TNC (40%). A partir destas informacOexidimos analisar a queda da reatividade
em PPFP entre TO e T5.

Por ser um estudo prospectivo, foi possivel trag@ficos de acompanhamento
individual dos valores de PPFP nos dois temposaalad. A Figura 27 mostra que no grupo
NT ndo foram observadas variacbes expressivas a@vidade em qualquer paciente,
enquanto que no grupo TNC dois individuos apresamtajueda da reatividade, e no grupo

TEA houve maior frequéncia de queda nos valord3RieP.
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Figura 27: Reatividade, em PPFP, de anticorpos anti-epintwatgfixados presentes nos soros
individuais de pacientes chagasicos NT (neL6TNC (n=5e) e TEA (n=230), na diluicdo 1:4.096,
emTOe T5.

Utilizamos, também, a estratégia de verificar aagdio de reatividade entre os dois
tempos analisados. Considerando que em TO a dmdiiseja maior que a reatividade em
T5, espera-se que quanto maior o valoAB®FP, maior é a queda de reatividade.

A Figura 28 mostra a variacdo de reatividade ofasier entre os tempos TO - T5.
Observamos que, no grupo NT (média= -10,15 + &@@nas dois pacientes apresentaram
queda de reatividad@PPFP > 0%), enquanto os demais (88%) aumentaxBRPHP < 0%) a
reatividade de PPFP com o passar dos anos de dofebdp grupo TNC (média= 10,14 *
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11,17), um e quatro pacientes apresentaram, réspaeinte, aumento (20%) e queda (80%)
de reatividade. J& nos pacientes do grupo TEA @xédD + 11,17), observamos que a
maioria apresentou queda de reatividade (83%), andistribuicdo dos valores individuais
mostrou claramente a presenca de dois grupos digidm T5: um comPPFP > a média
dos dados e outro coAfPPFP < a média.

A comparagéo das proporcoes de valoreARIRFP > 0 entre os trés grupos revelou
diferenca estatisticamente significativa entre alsnes deAPPFP entre os grupos NT e TNC
(p<0,01) e entre NT e TEA (p<0,001). Assim, vedfitos que a intervencéo terapéutica,
independente da confirmacédo da cura parasitolofficeapaz de induzir queda na reatividade

de anticorpos circulantes da classe IgG anti-forepa®astigotas fixadas.

60 - ‘ p<0,001

20 - p<0,01 ‘

20 ° 600"
—~~ ] O
S 80%| © 83%| ©0500°
N~ aeee=r e _6 ______
T gl 12%ge %0 062004
2 ®eg000® c 900
< e o

-20 1 o,

-40

-60

NT TNC TEA

Figura 28: Queda de reatividade em PPFP entre os tempos B0&PPFP), de anticorpos da classe
lgG anti-epimastigotas fixados nos soros individwdiluidos 1:4.096 dos grupos NT (n=d) TNC
(n=50) e TEA (n=23>). As linhas pontilhadas indicam as médias dosrgalmdividuais.

3.4. Comportamento de soros individuais na técndm FC-AFEA em diferentes tempos -
Andlise das curvas de reatividade de FC-AFEA, emasandividuais, nos grupos NT, TNC

e TEA

De forma a compreender o comportamento individegbacientes submetidos ou nao
a tratamento etiolégico diante do ensaio de FC-AFE&camos, em soros individuais, a

curva de reatividade dos grupos NT, TNC e TEA eiereintes tempos.
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3.4.1. Analise da curva de reatividade de FC-AF&®,soros individuais, dos pacientes Nao
Tratados

A Figura 29 apresenta os perfis individuais deivigltde dos pacientes do grupo NT,
analisados em diferentes tempos. Na analise da aewreatividade de FC-AFEA dos 16
pacientes NT, observamos que cada paciente passpetfil particular, que se manteve, de
regra, estavel ao longo do periodo de observagimdo.
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Figura 29: Curvas de titulacdo de FC-AFEA, em PPFP, de amiso@anti-epimastigotas fixados
presentes nos soros individuais de pacientes dicagd¢T (n=16), em tempos distintos.

3.4.2. Andlise da curva de reatividade de FC-AFE/ soros individuais, dos pacientes
Tratados N&o Curados

Na andlise da curva de reatividade de FC-AFEA dogoc pacientes TNC,

observamos que da mesma forma que nos NT, cadanpagossui um perfil distinto e

particular, e que suas curvas também mantiveranesoma perfil, ou seja, sdo semelhantes,

independente do tempo avaliado.

A Figura 30 apresenta os perfis individuais deivieltde dos cinco pacientes do

grupo TNC, analisados em diferentes tempos.
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Figura 30: Curvas de titulacdo de FC-AFEA, em PPFP, de amtisornti-epimastigotas fixados
presentes nos soros individuais de pacientes dcagdiNC (n=5), em tempos distintos.

3.4.3. Andlise da curva de reatividade de FC-AFE/ soros individuais, dos pacientes
Tratados em Avaliagao

Na analise da curva de reatividade de FC-AFEA dpdtientes TEA, observamos
gue da mesma forma que nos NT e nos TNC, cadampagessui seu perfil, individual e
distinto. Apesar de manterem reatividades muitxipras, em alguns pacientes foi possivel
observar declinio na reatividade apos o trataméhtioicio da queda de reatividade de PPFP
variou entre as diluicdes 1:512 a 1:4.096, na naamws pacientes. Entretanto, seis pacientes
apresentaram um perfil de queda da reatividadeedife dos demais, onde a partir da
primeira diluicdo ja é possivel observar uma cartigueda da reatividade.

Utilizando o ponto de corte de 40% de PPFP, e derando TO, podemos observar
que nas diluicbes 1:8.192 e 1:16.384, um e doisieps tornaram-se nhegativos,

respectivamente. Considerando T5, podemos obsgueanas diluicdes 1:8.192 e 1:16.384,
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um e 12 pacientes tornaram-se negativos, respewivie. Onze pacientes permaneceram
com PPFP positivo, em TO e T5, ap0s o tratamento.

A Figura 31 apresenta os perfis individuais delveiide de cada paciente.
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Figura 31: Curvas de titulacdo de FC-AFEA, em PPFP, de amtisornti-epimastigotas fixados
presentes nos soros individuais de pacientes doagaEA (n=23), em tempos distintos.

3.5. Avaliacdo da pesquisa de anticorpos da suls#adgGl por FC-AFEA para

monitoramento de cura

Dados anteriores de nosso laboratério haviam dstramo que a deteccdo de
anticorpos da subclasse IgG1 apresentava maiociéisipede que a deteccédo de anticorpos
IgGs totais (Cordeiro, 2001). Desta forma, resolveranalisar a reatividade de FC-AFEA
IgG1, nos grupos NT, TNC e TEA.

Procedemos aos mesmos estudos anteriormente dpdEsempara IgGs totais, nos
quais avaliamos a reatividade de anticorpos IgGitepmmastigotas fixadas db. cruzino
soro através da analise do PPFP.

A Figura 32 mostra a reatividade, em PPFP, dosoddssde pacientes chagasicos,
distribuidos conforme a classificacdo em NT (Fig2#&, n=16), TNC (Figura 32B, n=5) e
TC (Figura 32C, n=23). Analisando os graficos du&s tgrupos de pacientes, em T5,
observamos que todos os grupos nao apresentaraabiMdade nas diluicdes iniciais,
permanecendo com alta reatividade, enquanto quarta da diluicAo 1:2.048 os grupos
passam a apresentar alta variabilidade, estangftimidade em continua queda.
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Verificamos que, de forma geral, foi observada qued reatividade a partir da
diluicdo 1:512 nos grupos NT e TNC (Figuras 32A28)3 No grupo TEA esta queda iniciou
na diluicdo 1:1.024, exceto por um paciente (Fi@2@).
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Figura 32: Curvas de titulacdo de FC-AFEA IgG total, em PP soros individuais de pacientes
dos grupos NT - grafico A (n=%9, TNC - grafico B (n=%) e TC - grafico C (n=20). As amostras
individuais de soros foram testadas conforme desern Material e Métodos. Os resultados da
reatividade para cada grupo estdo expressos coR®. PP

Utilizando os critérios antes empregados na peaglesigGs totais (ponto de corte =
40% e diluicdo 1:4.096), observamos que nao fosipes discriminar os trés grupos, com

mostrado na Figura 33.
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Figura 33: Reatividade Reatividade, em PPFP, de anticorposutdelasse IgG1l anti-epimastigotas
fixados nos soros individuais de pacientes chaga$®id (n=16e), TNC (n=50) e TEA (n=23>), em
T5 ou cinco anos apos a primeira amostra, na éibuic4.096.

Em seguida, da mesma forma que na pesquisa deotglGutilizamos a estratégia de
verificar a variagcdo de reatividade entre os demspios APPFP). Avaliando os valores de
APPFP IgG1 do grupo NT (média= 6,1 + 13,95), obseosmque 10 pacientes obtiveram
queda de reatividadeAPPFP > 0), enquanto os seis restantes (44%) aumentsua
reatividade. Diferentemente da analise &PPFP IgG total, todo o grupo TNC (100%)
(média= 22,15 + 15,84) apresentou queda de reatleidJ4 no grupo TUE (média= 17,91 +
16,02) apenas dois pacientes ndo apresentaram deedzatividade, enquanto os demais
(91%) tiveram sua reatividade reduzida em até e@%istribuicdo dos valores individuais
deste grupo também mostrou a presenca de doisgdgimidos: uma comPPFP > que a
média dos dados e outro cdRPFP < que a média.

A andlise estatistica dos dados revelou diferestigticamente significativa entre os
valores d&APPFP entre os grupos NT e TEA (p<0,01) (Figura 34).
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Figura 34: Queda de reatividade em PPFP entre os tempos T® @PPFP), de anticorpos da
subclasse IgG1 anti-epimastigotas fixados nos soddgduais diluidos 1:4.096 dos grupos NT (n=16
@), TNC (n=50) e TEA (n=23). As linhas pontilhadas indicam as médias dosrealmdividuais.
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Parte IV — Relativa ao Obijetivo IV

4. AVALIACAO SOROLOGICA ATRAVES DE TESTES DE SOROLO GIA
CONVENCIONAL NA MONITORACAO PRECOCE DE CURA POS-
TERAPEUTICA NO TRATAMENTO ETIOLOGICO DA DOENGA DE C  HAGAS

As técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFlgmiaglutinacdo indireta (HAI),
aglutinacdo de particulas de polimero (PaGIA) ¢etémunoenzimatico (ELISA) foram
realizadas nas amostra nos diferentes tempos:

e« TO: antes do tratamento nos pacientes tratadogoen@®iro tempo nos pacientes nao
tratados;

 T1: 1 ano apos tratamento, nos pacientes tratadhsano apds a primeira amostra nos
pacientes néo tratados;

» T5: 5 anos apdés tratamento, nos pacientes tratadosnos apds a primeira amostra nos

pacientes nao tratados.
Para avaliacdo da reatividade foram utilizadosegsistes critérios:

* HAI: Reativo quanto tituloz 40
N&o reativo quanto titulos < 40
* IFI: Reativo quanto tituloz 80
N&o reativo quanto titulos < 40
Inconclusivo quanto titulos = 40
» ELISA: Ponto de corte: DO = Média de controles tigga + 0,300
Zona de indeterminacé&o: Ponto de corte% 10
Reativo quanto DO acima da zona de indetagao
N&o reativo quanto DO abaixo da zona detardhinacao
Inconclusivo quanto DO na zona de indeteatéo
* PaGIA: Reativo: Particulas formando uma linha véina&o topo do gel ou aglutinacdes
dispersas ao longo do gel apos centrifugacgéo.

N&o reativo: Botdo compacto deipulas sedimentadas no fundo do microtubo.
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4.1. Acompanhamento longitudinal da sorologia comegonal

A reatividade sorolégica de pacientes dos grupos TWC e TEA, utilizando os
diferentes testes de sorologia convencional, eststrada nas Tabelas 9, 10 e 11 e sera
discutida separadamente.

4.1.1. Acompanhamento longitudinal da sorologiavemtional de pacientes Nao Tratados

Na analise sorologica dos 16 pacientes NT, atraaeddAl, 40 amostras foram
reagentes e sete ndo reagentes, considerandodsdempos em conjunto. Em TO, quatro
amostras foram nado reativas (reacfes falso-negatieaos titulos das demais amostras
variaram de 160 a maior que 1.280. Em T1, apenasamostra foi ndo reativa (reacéao falso-
negativa) e trés amostras apresentaram tituloooddd0 e 80). Nas demais amostras, 0s
titulos variaram de 160 a maior que 1.280. Em T&sdamostras foram néo reativas e, nas
demais amostras, o menor titulo encontrado foi J2fl. observado que um paciente
apresentou resultado néo reativo em todos os tetapiaglos (Tabela 9).

Na andlise através da IFl, 38 amostras foram reagee oito ndo reagentes,
considerando todos os tempos em conjunto. Em T&tra@wamostras foram nao reativas
(reacdes falso-negativas), sendo que trés destzstrasitambém apresentaram resultados ndo
reativos, neste mesmo tempo, na HAI. A maioria @aestras analisadas neste grupo de
pacientes apresentou titulos entre 80 e 160. Enagénas duas amostras foram néo reativas
(reacOes falso-negativas), sendo que estas mesnasras apresentaram titulos de 40 na
HAI. Os titulos das demais amostras variaram edADe320. Em T5, duas amostras
persistiram ndo reativas como em T0. A maioriamhasentes apresentou titulos de 80 e 160.
Foi observado que um paciente apresentou resultaaoeativo em todos os tempos testados
e que o paciente que apresentou resultado ndgaests amostras em TO e T5 e 40 em T1
corresponde com aquele em que todos os tempos fadameativos na HAI (Tabela 9).

Na andlise através da ELISA, todas as amostrasfogativas (Tabela 9) e, na anélise
através do PaGIA, uma amostra em T5 apresentolta@swndo reativo. Comparando esta
mesma amostra com 0s outros testes utilizadosywalmses que ela apresentou titulos de
1.280 e 80 na HAI e IFIl, respectivamente, e reatieoELISA, indicando uma falta de
correlagéo entre os testes - reacéo falso-negativaPaGIA (Tabela 9).

111



Tabela 9- Comparacéo das técnicas convencionais dos pesisido Tratados

Paciente | Tempo HAI IFI ELISA PaGIA

T0 1280 80 Reativo Reativo
39 T1 maior 2560 320

T5 maior 2560 160 Reativo Reativo

T0 N&o reativo Nao reativo Reativo Reativo
40 Tl 40 N&o reativo

T5 N&o reativo Nao reativo Reativo Reativo

T0 N&o reativo Nao reativo Reativo Reativo
41 T1 160 80

T5 640 80 Reativo Reativo

T0 320 160 Reativo Reativo
42 T1 320 80

T5 1280 80 Reativo Reativo

T0 2560 160 Reativo Reativo
43 Tl maior 2560 80

T5 maior 2560 160 Reativo Reativo

TO N&o reativo N&o reativo Reativo Reativo
45 Tl N4&o reativo 40

T5 N&o reativo N&o reativo Reativo Reativo

TO 160 160 Reativo Reativo
46 T1 80 320

T5 1280 80 Reativo Nao reativo

TO 320 80 Reativo Reativo
48 T1 640 160

T5 1280 160 Reativo Reativo

TO 160 80 Reativo Reativo
49 T1 - - - -

T5 1280 160 Reativo Reativo

T0 320 N&o reativo Reativo Reativo
50 T1 640 80

T5 2560 160 Reativo Reativo

T0 640 80 Reativo Reativo
51 Tl maior 2560 80

T5 maior 2560 160 Reativo Reativo

T0 320 80 Reativo Reativo
52 T1 640 40

T5 1280 80 Reativo Reativo

TO 320 80 Reativo Reativo
53 T1 1280 80

T5 2560 80 Reativo Reativo

TO N&o reativo 40 Reativo Reativo
58 T1 40 N4&o reativo

T5 320 160 Reativo Reativo

TO 320 160 Reativo Reativo
60 T1 320 80

T5 640 160 Reativo Reativo

TO 320 160 Reativo Reativo
61 T1 640 160

T5 Maior 2560 80 Reativo Reativo
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4.1.2. Acompanhamento longitudinal da sorologiavemtional de pacientes Tratados Nao

Curados

Os pacientes tratados néo curados, assim como @senfes nao tratados, néo
apresentaram varia¢cdes importantes nos titulogedg®es sorologicas ao longo dos cinco
anos de observacdo. Na Tabela 10, observa-se gamahise sorolégica dos cinco pacientes
TNC, através da HAI, todas as amostras foram réagequando consideramos todos 0s
tempos em conjunto. Em TO, duas amostras apreasntéiulos baixos, 40 e 80, e as outras
trés amostras apresentaram titulos de 1.280 e. 25601, os titulos variaram de 40 a maior
que 2.560, enquanto que em T5 os titulos variararB0da maior que 2.560. Um paciente
permaneceu com titulo de 80 em todos os temposatas.

Na analise através da IFl, todas as amostras foeagentes, em todos os tempos,
porém com titulos inferiores a 320 (Tabela 10).

Na analise através da ELISA e do PaGIA todas astaasoforam reagentes em todos

os tempos (Tabela 10).

Tabela 10- Comparacao das técnicas convencionais dos pesiératados Nao Curados

Paciente Tempo HAI IFI ELISA PaGIA
TO 80 80 Reativo Reativo
31 T1 80 320
T5 80 80 Reativo Reativo
TO 40 80 Reativo Reativo
32 T1 40 80
T5 160 40 Reativo Reativo
TO 1280 80 Reativo Reativo
34 T1 640 80
T5 1280 80 Reativo Reativo
TO 1280 80 Reativo Reativo
36 T1 maior 2560 80
T5 maior 2560 160 Reativo Reativo
TO 2560 40 Reativo Reativo
38 T1 640 160
T5 2560 160 Reativo Reativo

4.1.3. Analise soroldgica longitudinal de pacienteatados Em Avaliagdo

Na analise sorolégica dos 23 pacientes TEA, foienlzgla tendéncia a queda de
titulos ou mesmo a negativagdo da sorologia emmalgacientes.
Na andlise sorologica através da HAI, nenhuma amofti ndo reagente,

considerando todos os tempos em conjunto. Em Tas @mostras apresentaram baixos
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titulos, 40 e 80, e as demais apresentaram titids0 a maior que 2.560. Em T1, os titulos
variaram de 40 a maior que 2.560, enquanto que%os Titulos das amostras variaram de 40
a maior que 2.560 (Tabela 11).

Na analise através da IFI, 59 amostras foram réagen 13 amostras foram nao
reagentes, considerando todos os tempos em conjEnmoTO, trés amostras foram né&o
reagentes, uma amostra apresentou titulo de 4@ emmestras apresentaram titulos de 80. As
demais variaram entre 160 a 640. Em T1, observaurspadrdo similar de reatividade: trés
amostras foram ndo reagentes, trés amostras ajaresentitulo de 40 e sete de 80, e as
demais variaram entre 160 a 640. Em T5, houve umeato no nimero de amostras nao
reagentes (seis) e os titulos das demais variaeadi® & 160. Comparando T5 com TO e T1,
observamos uma queda de titulos entre os tempesforiha interessante, observamos que
dos seis pacientes ndo reagentes em T5, cincoreegyantes em TO, confirmando a queda de
titulos e indicando uma possivel progressao paearestes pacientes (Tabela 11).

Na analise através da ELISA, todas as amostramfogagentes (Tabela 11).

Na analise através do PaGIA, 38 amostras foragenges, oito foram néo reagentes e
duas foram duvidosas, considerando todos os temposonjunto. Em TO, trés amostras
foram nédo reagentes (reacOes falso-negativas) eduwidosa e, em T5, uma amostra foi
duvidosa e quatro ndo reagente (Tabela 11).

Tabela 11- Comparacao das técnicas convencionais dos pesi€mtados Em Avaliacédo

Paciente Tempo HAI IFI ELISA PaGIA

TO 640 640 Reativo Reativo
1 T1 320 640

T5 640 160 Reativo Reativo

TO maior 2560 160 Reativo Reativo
2 T1 maior 2560 160

T5 maior 2560 160 Reativo Reativo

TO 2560 160 Reativo Reativo
3 T1 1280 160

T5 640 80 Reativo Reativo

TO 160 160 Reativo Reativo
4 T1 160 160

T5 40 80 Reativo Reativo

TO 640 160 Reativo Reativo
5 T1 1280 160

T5 320 160 Reativo Reativo

TO 320 160 Reativo Reativo
8 T1 160 160

T5 640 80 Reativo Reativo

TO 160 160 Reativo Reativo
9 T1 160 80

T5 160 80 Reativo Reativo
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Paciente Tempo HAI IFI ELISA PaGIA

TO 1280 320 Reativo Reativo
10 T1 maior 2560 160

T5 1280 160 Reativo Reativo

TO 320 80 Reativo Reativo
11 T1 160 80

T5 640 80 Reativo Reativo

TO 320 N&o reativo Reativo Reativo
12 T1 320 40

T5 160 40 Reativo Reativo

TO 160 80 Reativo Nao reativo
13 T1 40 40

T5 160 N&o reativo Reativo Nao reativo

TO 640 80 Reativo Reativo
16 T1 320 N&o reativo

T5 320 N&o reativo Reativo Reativo

TO 320 80 Reativo Nao reativo
17 T1 160 Né&o reativo

T5 160 N&o reativo Reativo N&o reativo

TO 640 160 Reativo Reativo
18 T1 320 160

T5 320 160 Reativo Reativo

TO 320 N&o reativo Reativo N&o reativo
20 T1 80 40

T5 40 80 Reativo N&o reativo

TO 320 N&o reativo Reativo Reativo
21 T1 320 80

T5 320 N&o reativo Reativo Reativo

TO 320 80 Reativo Reativo
22 T1 640 160

T5 160 N&o reativo Reativo Reativo

TO 160 320 Reativo Reativo
24 T1 320 N&o reativo

T5 80 40 Reativo Reativo

TO 320 160 Reativo Reativo
25 T1 320 80

T5 1260 80 Reativo Reativo

TO 160 160 Reativo Duvidoso
26 T1 40 80

T5 40 40 Reativo Duvidoso

TO 80 80 Reativo Reativo
28 T1 160 80

T5 40 80 Reativo N&o reativo

TO 320 80 Reativo Reativo
29 T1 320 80

T5 320 160 Reativo Reativo

TO 40 40 Reativo Reativo
30 T1 80 160

T5 40 N&o reativo Reativo Reativo




4.2. Avaliagdo do desempenho da sorologia convem@ima amostra estudada

Avaliando a IFI e considerando os critérios de tpadade ja demonstrados, foram
encontradas 34 amostras reativag(@), sete amostras néo reativas (< 40) e tréstemaom

resultados inconclusivos (= 40), em TO, resultamo® seguintes dados:

o Verdadeiros Positivos
Sensibilidade (%) = X 100

Verdadeiros Positivos + Falsos Negativos

34
Sensibilidade = =77,3%

_ Falsos Negativos
Taxa de falso negativo (%)= X 100

Falsos Negativos + Verdadeiros Positivos

10
Taxa de falso negativo :44 =22,7%

A HAI e o PaGIA apresentaram quatro resultados réadivos (falso-negativos),
resultando numa sensibilidade de 90,9% e taxa bB®-fegativo de 9,1%. A ELISA
apresentou 100% de sensibilidade (Tabela 12).

Ressaltamos, aqui, que ndo calculamos a espdaiiieie a taxa de falso-positivo uma
vez que todas as amostras analisadas proviam senfeacsabidamente infectados, isto €, ndo

foram analisados pacientes nao infectados.

Tabela 12- Sensibilidade e taxa de falso-negativo dos $esteoldgicos convencionais em
T0

HAI IFI ELISA PaGIA
Sensibilidade 90,9% 77,3% 100% 90,9%
Taxa de FN 9,1% 22, 7% 0 9,1%
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4.3. Acompanhamento longitudinal da variacdo deutéts de HAI e IFI

Uma vez que esta descrito que o tratamento etmiomiduz queda nos titulos de
anticorpos séricos, avaliamos as variacfes degitdibs testes HAI e IFl, nos trés grupos
avaliados. Considerando que variac6es de um titaidp no aumento quanto na queda do
titulo, ndo séo clinicamente significativas, apnéseos as variacdes de forma discriminada,
como visto nas Tabelas 13 e 14.

Ao analisarmos a variagdo de titulos entre T1 ena5HAI, em todos 0s grupos
avaliados, observamos que nos pacientes NT ndoehqueda significativa de titulos.
Entretanto, houve um aumento de dois ou mais $it(#6,6%) em T1 e também de dois ou
mais titulos (75%) em T5, 0 que ndo era esperads pldcientes TNC houve aumento de dois
titulos no dois tempos avaliados e queda de um Y208¢ dois titulos (20%) somente em T1.
Nos pacientes TEA também houve um aumento de doisst (4,3%) nos dois tempos
avaliados, e em T5 houve queda de dois ou maiegi{@7,3%), o que era esperado (Tabela
13).

Tabela 13 -Variacado de titulos em T1 e T5 em relagéo a TAHAR

HAI - T1 HAI - T5
Grupos NT TNC TEA NT TNC TEA
Aumento 2 2 titulos 26,6% 20% 4,3% 75% 40% 4,3%
Aumento de 1 titulo 46,7% 21,8% 12,5% 8, 7%
Inalterado 20% 40% 30,4% 12,5% 60% 34,8%
Queda de 1 titulo 6,7% 20% 30,4% 34,8%
Queda 2 2 titulos 20% 13% 17,3%

Ao analisarmos a variacdo de titulos entre T1 en@5IFl, em todos os grupos
avaliados, observamos que nos pacientes NT, da anesma que na HAI, ndo houve queda
significativa de titulos. Entretanto, houve aumetieodois titulos (20%) em T1 e de dois ou
mais titulos (18,75%) em T5, 0 que ndo era espefdds pacientes TNC também houve
queda de um titulo (20%) em T5, e um aumento de ftiilos nos dois tempos avaliados.
Nos pacientes TEA também houve aumento de doilsgitos dois tempos avaliados, e em
T1 houve queda de um (21,8%) e de dois ou maisgit{d3%), e em T5 houve queda de um
(30,4%) e de dois ou mais titulos (30,4%) (Tabéla 6
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Tabela 14 -Variacdo de titulos em T1 e T5 em relacdo a Tl-ha

IFI-T1 IFI-T5
Grupos NT TNC TEA NT TNC TEA
Aumento 2 2 titulos 20% 40% 8,7% 18,75% 20% 4,3%
Aumento de 1 titulo 20% 13% 25% 20% 13%
Inalterado 27% 60% 43,5% 37,5% 40% 26,1%
Queda de 1 titulo 33% 21,8% 18,75% 20% 30,4%
Queda 2 2 titulos 13% 30,4%

4.4. Acompanhamento longitudinal da reatividade BEISA e PaGIA

Finalmente, avaliando a porcentagem de negativdgadestes ELISA e PaGIA, em
T5, observamos que na ELISA, nos trés grupos aadianenhum paciente apresentou
negativacao de resultado. O teste PaGIA tambénam@&sentou negativacao no grupo TNC,
e apenas um paciente TEA negativou sua reatividaoela, no grupo NT, também foi
observada negativacdo em um paciente. Estes dadesesn que, da forma como estao
padronizados para uso diagnoéstico em laboratotiogas, a reacdo de ELISA e o PaGIA

nao séo capazes de segregar pacientes tratadés,capids um periodo de cinco anos.
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Discussao



O diagnéstico da doenca de Chagas na fase crémaseiabse principalmente na
deteccdo de anticorpos anti-T. cruzi através deratites técnicas soroloégicas convencionais
como ELISA, IFI e HAI, as mais empregadas rotimagate. A Organizacdo Mundial de
Saude (WHO, 2002) preconiza que o diagnostico devdaseado atraves da confirmacéo de
positividade em dois testes sorolégicos de prinsipiiferentes. De forma geral, estes
métodos convencionais utilizam como fonte de antiggarasitos fixados, extratos brutos e
antigenos sollveis das formas epimastigotas emiaptigotas do T. cruzi. Em uma reviséo,
Primavera (1985) demonstrou que a forma epimastig@ empregada em cerca de 84% dos
testes diagnosticos para a doenca de Chagas, émga@an formas amastigotas e
tripomastigotas eram raramente utilizadas nessesic) correspondendo a 7% e 9% dos
testes, respectivamente.

De forma geral, resultados falso-positivos e oscrdegativos sdo observados na
rotina laboratorial devidos as rea¢fes cruzadascipalmente com a Leishmaniose. Para
minimizar a ocorréncia de tais reacdes e tambéneatana sensibilidade e especificidade
dos testes, varios autores tém procurado novasda@mitigénicas como tripomastigotas vivos
ou antigenos recombinantes (KRETTLI e BRENER, 192RTINS-FILHO et al., 1995;
UMEZAWA et al., 1996).

Um outro desafio tem sido a validacdo de testesl@gicos e ou parasitologicos
aplicaveis no estabelecimento do controle de cpéa a tratamento etiolégico especifico da
doenca de Chagas. A dificuldade em encontrar ute i@sal para 0 monitoramento de cura é
devida, além de outras questdes, a auséncia dpreparacado antigénica ideal para a analise
soroldgica do acompanhamento pOs-terapéutico, usaaque 0s anticorpos anti-T. cruzi
permanecem detectaveis pelos testes da sorologieermcional apds o tratamento, e podem
levar décadas para que ocorra sua negativacio (RASSQUETTI, 1992; GALVAO et al.,
1993).

Em 1982, Krettli e Brener descreveram uma nova goai@ de anticorpos,
denominados anticorpos liticos (AL), que sdo capaeese ligar a forma tripomastigota viva
do T. cruzi, sendo encontrados somente em infecgfiess. Este estudo abriu portas para
varios pesquisadores que descreveram a aplicalelidie anticorpos anti-tripomastigotas
Vivos no monitoramento de cura pos-terapéutica oéfipe (GALVAO et al., 1993;
MARTINS-FILHO et al., 1995).

Dentre os testes que detectam AL, a Lise Mediatta @emplemento (LMCo) tem
sido indicada como aquela capaz de discriminandividuos chagasicos tratados e curados

apos o tratamento especifico, mas sua realizacmitada pelas dificuldades técnicas
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(GALVAO et al., 1993; GOMES et al. 1999). Mais retammente, a detec¢do de anticorpos
anti-tripomastigotas vivos (FC-ALTA), por citometrile fluxo, também foi capaz de segregar
individuos chagasicos tratados e curados, aléntlimsmados “dissociados” (individuos com
anticorpos da sorologia convencional - ASC preseptd\L ausentes). Esta técnica trouxe
uma nova perspectiva nos estudos da doenca de pagpossuir sensibilidade superior aos
diferentes protocolos de deteccéo e revelacdo ocoiveis, e permitir a andlise de forma
isenta de variabilidades metodoldgicas inerentemabista (MARTINS-FILHO et al. 1995).

Atualmente a LMCo e a citometria de fluxo tém sidferenciadas como alternativas
para detectar precocemente a cura, pois reconheaetiyenos na superficie de
tripomastigotas vivos presentes apenas em sorosltéduos com infeccado chagasica ativa
(KRETTLI, CANCADO e BRENER, 1982; GALVAO et al., 98; MARTINS-FILHO et al.,
1995, CORDEIRO et al., 2001).

J4a, os métodos parasitoldgicos sao aqueles magadus para confirmar os casos de
falha terapéutica, porém quando negativos ndonshceidores de cura devido a relativa baixa
sensibilidade dos testes (FERREIRA, 1990; GALVA@Igt1993; CHIARI, 1999).

Dentre os métodos parasitologicos, a hemoculturasepta-se como uma técnica
trabalhosa, lenta e inadequada ao acompanhamesttrapgmento, devido a sua baixa
sensibilidade, especialmente apds o uso de berazmjdjuando se observa uma reducao na
parasitemia, independentemente da erradicacdatpaeéVEIRA et al., 2004).

A PCR tem sido proposta como um método alternativais rapido e seguro que a
hemocultura, para monitoracdo de cura, apresentaraor sensibilidade na deteccédo de
fragmentos gendmicos ou KDNA do T. cruzi. Entredaatocorréncia de variagdes genéticas,
em diferentes populacdes de T. cruzi, limita sueza¢do (GOMES et al.,1999).

Desta forma, enquanto ndo se dispde de testesatakiars capazes de detectar cura
precoce, a utilizacdo concomitante de métodos &giaus e parasitoldégicos tem sido uma
alternativa na avaliagéo do tratamento.

O tratamento etiolégico especifico para a doen¢a&hagas ainda € um assunto
controverso, pois muitos autores recomendam ontsito tanto na fase aguda quanto na
cronica, enquanto outros afirmam que somente ra dgsida se tera sucesso terapéutico.
Somadas a esse impasse, estdo as questdes queersen raos efeitos colaterais dos
medicamentos disponiveis (ARAUJO et al., 2000; C@AUR003) e as limitagdes
relacionadas aos critérios para avaliar a curgpéetteca. Apesar da eficacia do benzonidazol
no tratamento das fases aguda e crénica recentelavamente alta, na fase crbnica tardia

tem sido obtido baixo indice de cura. Desta foraniaisca por novos compostos ativos contra
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o T. cruzi é necessaria para auxiliar e complementaatamento, principalmente nos casos
de reacdes adversas ao medicamento, que indicanteaupcdo precoce do esquema
terapéutico (LAURIA-PIRES, 2000). Outro aspecto amante do insucesso terapéutico esta
ligado a existéncia de populacdes de T. cruzitesgiss e ou com diferentes suscetibilidades
aos medicamentos disponiveis (ANDRADE, 1985; ANDRAR999; FILARDI e BRENER,
1987; MURTA et al. 1998). Apesar do baixo indicecdea, o tratamento de pacientes na fase
cronica com drogas de acdo anti-parasitaria, neepgdio da evolucdo clinica da infeccéo,
tem sido indicado por alguns grupos (AMATO NETO,99P Segundo a Organizacao
Mundial de Saude (WHO, 2002), o objetivo do tratarneseria a retirada dos parasitos da
circulacdo sanguinea, além da prevencdo e reduggicsidtomas. Ainda, segundo alguns
autores, o tratamento etiolégico pode reduzir diardar a evolucdo clinica da forma
indeterminada da doenca (FRAGATA FILHO, 1996; VIOQTéE al., 1997). Fragata et al.
(1995) encontraram menor numero de evidénciascaeBnile progressédo da doenga, no grupo
de pacientes chagasicos com leve cardiomiopatidagam tratados com benzonidazol (7%),
quando comparado ao grupo nao tratado (14,3%). @&Mato (1999) também observou que
pacientes ndo tratados tiveram maior taxa de einvehto cardiaco.

Varios estudos a respeito do tratamento usandotimfix (RASSI e FERREIRA,
1971; CERISOLA et al.,, 1972; PRATA et al., 1975 &ANCADO et al., 1976) e
benzonidazol (FERREIRA, 1976; GALVAO et at., 19980TTI et al., 1994) em pacientes
nas fases agudas e ou cronica da doenca de Clagasido conduzidos com resultados
variaveis, dependendo da casuistica, do tempoatkntento e dos critérios usados para o
controle de cura. O que realmente acontece loge @p@tamento ainda é um desafio, pois 0s
trabalhos de avaliacdo apds o tratamento, em saralgrmaioria, se referem a pacientes
avaliados varios anos apos o tratamento (FABRRAD,2000; BRITTO et al., 2001).

Estudando a infeccdo crbnica recente, FerreiraO)19%p0s apenas 24 meses de
acompanhamento pds-tratamento com benzonidazolifoiimox, observou que 5% dos
pacientes tratados, criancas e adolescentes, afaesea reacdes soroldgicas negativas, e por
também apresentarem xenodiagndstico negativo, focarsiderados curados, apesar do curto
periodo de avaliacdo. Nesses casos de infeccaoteeceautor sugere que o periodo de dois
anos seja suficiente para o acompanhamento, secienfm tratado mantiver exames
soroldgicos e xenodiagndstico, realizados mensdaémangativos.

As taxas de curas na fase cronica sdo da ordema@@®o, conforme relatos de
diferentes pesquisadores que acompanharam paciettaos por longos periodos de tempo.

Viotti et al. (1994), ao acompanharem por oito aiB8 pacientes chagésicos crénicos
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tratados com benzonidazol, observaram queda daideae dos anticorpos através da
negativacéo da sorologia em 19,1% dos pacientes.

Luquetti e Rassi (1998) também observaram que algacientes apresentavam titulos
de anticorpos significativamente mais baixos apést@amento, podendo apresentar reacoes
negativas anos depois, o que levou a consideragsjas pacientes estariam caminhando para
a cura.

Cancado (2002) estudou 113 pacientes com a fororacer por um periodo de 18
anos e, utilizando a negativacdo da SC como aitéicura, encontrou cura sorolégica em
8% dos pacientes e 15% apresentaram resultadododogi Esse autor também relata que a
gueda de titulos de anticorpos anti-T. cruzi ocdedorma gradual e lenta, podendo demorar
15 ou mais anos para que ocorra a negativacaasgaral

No presente estudo, propusemo-nos a conduzir estddoacompanhamento pos-
terapéutico em dois desenhos experimentais diseatvaliando duas populagdes distintas
de pacientes chagasicos. A primeira populacdo (Ro®wm |) consistiu de pacientes
chagasicos nédo tratados (NT), tratados ndo cur@¥€) e tratados curados (TC). Foi
realizado nessa populacdo um estudo retrospedigvb) a 15 anos apos o tratamento, com a
intencdo de avaliar a reacdo de imunofluorescéporacitometria de fluxo anti-formas
epimastigotas fixadas (FC-AFEA) como um teste ggjiob a ser utilizado como um teste
auxiliar no critério de cura apos o tratamentolégico especifico. A segunda populacdo
(Populacgéo 1) consistiu de pacientes chagasicomgares da forma crénica indeterminada,
que foram submetidos a tratamento etioldégico conedaeidazol e classificados, apos cinco
de seguimento, em nao tratados (NT), tratados néados (TNC) e tratados em avaliagcéo
(TEA). De forma diferente, nesta populagéo foiizealo um estudo prospectivo, com cinco
anos de acompanhamento ap0s o tratamento, cometivobfle avaliar o comportamento
sorologico frente a diversas metodologias utilizad&-AFEA, FC-ALTA, HAI, IFI, ELISA,

e PaGIA.

Avaliamos a reatividade soroldgica dos trés grupmpacientes da Populagéo | pela
FC-AFEA, para verificarmos sua aplicabilidade notoale de cura. Ao analisarmos as curvas
de reatividade individual dos grupos NT, TNC e ®6servamos que o grupo TC apresentou
gueda da reatividade, provavelmente secundariaraantento, indicando a eficacia da
terapéutica especifica. Entretanto, a queda navidzate ndo é considerada por todos como
indicadora da cura. Para tanto, seria necessa@m@rovacdo da negatividade soroldgica.
Neste grupo de resultados, observamos que, apaatilos o critério proposto por Martins-

Filho et al. (1995) para o emprego de FC-ALTA nagtidstico de doenca de Chagas, que
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preconiza a utilizacdo do ponto de corte de 20%°BEP na diluicdo 1:256 do soro na
discriminacdo de pacientes doentes e ndo doen2és, dbs pacientes TC apresentaram
resultados positivos. Concluimos assim que tatroiindo atendia a finalidade de discriminar
pacientes curados. Segundo Luquetti e Rassi (2Q003 das estratégias que podem ser
utilizadas com o intuito de melhorar a especifidel@ sensibilidade dos métodos € o uso de
diferentes diluicdes ou pontos de cortes nos tesiesddgicos. Para definirmos uma nova
diluicdo e um novo ponto de corte para discrimpauientes TNC e pacientes TC, realizamos
a andlise dos dados através da Receiver Operatiraya€erisc Curve (curva ROC)
(GREINER et al., 1981; ZWEIG et al., 1993; GREINERal., 2000).

A curva ROC é uma ferramenta estatistica capandiear a diluicdo do soro que
possui maior distanciamento entre o ponto de csuigerido pela curva e seus valores
adjacente e subjacente, além de fornecer a area sobva (BROWNER, 1998; SWETS,
1988; SACKETT, 1991) e a razéao de verossimilhadédeeSCHEKE et al., 1994) do teste
avaliado, indicando a acuracia global, e quantass/é mais provavel (ou menos provavel)
encontrar um dado resultado na populacdo doenteetagdo a populacdo ndo doente,
respectivamente.

A andlise da curva ROC, construida a partir dosreal de PPFP das amostras
individuais, das oito diluicdes testadas pela FEAR1:128 a 1:16.384) mostrou que todas
as diluicdes apresentaram acuracias perfeitas (SBNEJB8), isto €, em todas as diluicbes
houve discriminacdo entre os grupos TNC e TC. Asapasar de positivas, as sorologias dos
TC eram diferentes daquelas dos TNC.

Como todas as diluicdes apresentaram acuréciaitperfiemos verificar através da
analise da amplitude de distanciamento entre amsule reatividade média dos grupos TNC
e TC (média de PPFP TNC menos média de PPFP T@l,dduicdo apresentaria melhor
segregacao entre os grupos. Observamos que asuttinecas diluicbes do soro foram as que
melhor segregaram os grupos. Entretanto, a dilulgd®96 apresentou melhor desempenho
na discriminacao dos grupos. Esta diluicao foi @mscolhida por apresentar, entre as outras
diluicdes, maior amplitude de distanciamento eagreurvas, podendo, desta forma, segregar
0S grupos com maior sensibilidade e especificidade.

A curva ROC também indicou, para cada diluicdo, ponto de corte ideal para a
melhor segregacdo entre grupos TNC e TC. Observasddiferentes pontos de corte
sugeridos pela curva ROC para cada diluicdo, nessalha pela diluicdo 1:4.096 foi

respaldada, por apresentar 100% de sensibilidadpexificidade no ponto de corte de 40%
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de PPFP. Desta forma, valores > 40% de PPFP favasiderados positivos e valoresA0%
de PPFP foram considerados negativos, na diluigd®636 do soro.

Assim, utilizando este novo critério de avaliag@loservamos total segregacéo entre
os pacientes do grupo NT, TNC e TC. Justificamog@essidade do incremento na diluicdo
(de 1:256 para 1:4.096) e no ponto de corte (de 2&% 40%) a alta sensibilidade do método
em detectar anticorpos anti-T. cruzi. Isto é, aAREA é uma técnica de deteccdo de
anticorpos anti-T. cruzi mais sensivel que os s$este sorologia convencional. Assim,
pacientes infectados e curados apresentam niveisoséde anticorpos anti-T. cruzi
indetectaveis pela sorologia convencional, masctieteis pela FC-AFEA.

Rocha (2005), avaliando esta mesma metodologisablasea deteccdo de anticorpos
através da citometria de fluxo, mas aplicada ndesta da leishmaniose cutanea, também
observou um desempenho elevado do método de detdecadnticorpos anti-formas fixadas
de leishmania por citometria de fluxo, segregansigpacientes com lesdo e sem lesdo com
elevada acuracia (ASC = 90%)).

Na segunda etapa do trabalho, os pacientes foraha@des em dois tempos distintos:
TO e T5, sendo este ultimo considerado cinco apds a tratamento etioldgico, nos pacientes
tratados, ou cinco anos apos a primeira amostsapacientes ndo tratados. Nessa populacao,
realizamos FC-AFEA, FC-ALTA e testes de sorologmwencional: HAI, IFIl, ELISA e
PaGIA.

Analisando a reatividade de PPFP pela FC-AFEA, rehs®os que todos os pacientes
NT, TNC e TEA apresentaram resultados positivosificnando a alta sensibilidade do
método. Como nao foi possivel segregar os grupakados apds cinco anos de tratamento,
analisamos o desempenho da FC-AFEA em cada grupeparado, na diluicdo 1:4.096 do
soro, para avaliar a capacidade de FC-AFEA emidig@r os pacientes antes (TO) e cinco
anos apods o tratamento (T5). Tragcamos entdo, @ ROLC (GREINER et al., 1981; ZWEIG
et al.,, 1993; GREINER et al., 2000) de cada grupavés dos valores de PPFP em TO e em
T5.

Os resultados dos grupos NT e TNC mostraram queatividade da FC-AFEA
permanecia estavel ao longo dos cinco anos de adramento. No grupo TEA, o teste
apresentou acuracia moderada (ASC=0,730) em diseiinas reatividades em TO e Tb5.
Considerando o ponto de corte de 84% de PPFP,valoses que 13% e 61% das amostras
em TO e T5 apresentaram, respectivamente, ressltaggativos. Desta forma, para

avaliarmos a variacéo de reatividade apresentadeigmlmente pelo grupo TEA, avaliamos
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a variacdo da reatividade entre TO e T5 atravédetlrminacdo do valor dePPFP (PPFP
em TO menos PPFP em T5), na diluigédo 1:4.096.

Nesta andlise, no grupo TEA, 12 pacientes apresentaignificativa queda de
reatividade apoOs cinco anos de tratamento. Comsider o pequeno tempo de avaliacdo
proposto neste estudo (5 anos), estes resultadidsanm que tais pacientes podem estar
evoluindo para a cura sorologica. Apoiando estaatggfia de avaliar a variacdo de
reatividade, alguns autores relatam que, para umneta avaliacdo do seguimento poés-
terapéutico dos pacientes chagasicos cronicospestindivel o armazenamento de amostras
de soros para comparagdo dos titulos sorolégictes anap0s o tratamento, pois somente
assim sera possivel valorizar eventuais diminuigiestes titulos (LUQUETTI e RASSI,
2000).

Outro achado interessante, diz respeito a manuwet€dim mesmo comportamento
das diferentes amostras do mesmo paciente. Cadenfga@ossui um perfil particular e
individual, e suas curvas de reatividade sorologiamtém o mesmo perfil em todos os
tempos avaliados. Esta particularidade também bsiewwada na reacdo de FC-ALTA.
Luquetti e Rassi (1998) ja haviam demonstrado qu&iveis de anticorpos nos pacientes
infectados sdo constantes, na auséncia do tratammesmo decorridas décadas apés a
infeccdo. Este comportamento exclusivo de cadaepteipode ser consequéncia de
mecanismos multifatoriais relacionados tanto aocagir (cepa, tamanho do indculo,
antigenicidade) quanto ao hospedeiro (faixa eté®tado nutricional e caracteristicas
imunolégicas) (ANDRADE, 2000; BRODSKYN e BARRAL-NEY, 2000; DIAS, 2000).
Ainda, cada individuo reage e convive com a infecgé forma diferente, estabelecendo
assim a manutencdo da doenca. Em conjunto, egiestas reforcam a idéia de que cada
individuo é unico, reagindo de maneiras distintageama infeccdo, mas mantendo, cada um,
o mesmo perfil de reatividade ao longo dos anasvdbacao.

Nossos resultados também mostraram uma maior ity de IgG total com
epimastigotas fixados quando comparados com triptgodas vivos, fato este ja
demonstrado por Cordeiro et al. (2001) que tambéserwaram perfis diferenciados
dependendo da preparacao antigénica empregadaCagwo (2002).

Ao avaliar a FC-ALTA na Populacao Il, verificamogega mesma nao foi capaz de
identificar os pacientes submetidos ao tratameaéivao et al. (1996) haviam demonstrado
que apos 10 anos de tratamento, pacientes curpdeseatavam o teste de LMCo negativo,
apesar da SC permanecer positiva. Utilizando @rmitproposto por Martins-Filho et al.

(1995, 2002), observamos que todos os pacientesegaram resultados positivos (Figura
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8). Mesmo quando utilizamos a estratégia de varificvariagdo de reatividade entre os dois
tempos analisado®\PPFP), podemos observar que diferentemente doveldeena técnica
de FC-AFEA, ndo houve segregacédo intra ou intepaguEntretanto, na analise das curvas
de reatividade individual dos pacientes do grupé TEgura 13), foi possivel observar que
dois pacientes apresentaram modificacdo no pefil @irvas de reatividade, apresentando
maior distanciamento entre as curvas nas diluigieemediarias (1:512 a 1:2.048).

Utilizando a FC-AFEA e FC-ALTA, Cordeiro et al. (0D demonstraram a existéncia
de uma reatividade diferencial de subclasse dedlagsduas categorias de ASC e AL no soro
de pacientes cronicamente infectados pelo T. crggsl e 1gG2 foram as principais
subclasses de ASC, enquanto IgGl e IgG3 foram predntes em AL, podendo ser
utilizados como indicadores de prognéstico e deito@mento da progressdo da doenca.
Ainda, estes autores propuseram que a pesquis#tiderpos IgG1 anti-formas epimastigotas
aumentaria a especificidade dos testes sorologidaados na doenca de Chagas.

Considerando estes achados, avaliamos também igidad¢ de FC-AFEA IgG1l
neste mesmo grupo de pacientes e verificamos goenportamento da pesquisa de IgG1 foi
semelhante a pesquisa de IgG total.

As técnicas de sorologia convencional empregadasasso estudo mostraram-se
incapazes de detectar soronegativacdo. Entretafisggrvamos que no grupo TEA foi
observada tendéncia a queda de titulos em alguisnpes, enquanto os grupos NT e TNC
ndo apresentaram variacdes importantes nos titldesreacfes soroldgicas ao longo dos
cinco anos de observacéo.

Analisando os resultados de HAI, observamos quaxa tle falso-negativo (9,1%)
apresentada em nosso estudo foi superior ao deseat literatura, pois segundo a
Organizagdo Mundial de Saude, a HAI é uma técnealdvada especificidade, mas que
usualmente falha ao deixar de detectar 1,6 a 2,5% iddividuos infectados. Ainda,
observamos que das metodologias utilizadas foieaaguesentou maior variacdo de titulos
entre os tempos avaliados. Este resultado podtusd®em explicado pela subjetividade de
leitura dos testes (LUQUETTI e RASSI, 2000). Ddstana, seu emprego na monitoracao
recente de cura (ap0s cinco anos de tratamentopsiou insatisfatorio.

Quanto a IFI, observamos que foi o teste que api@senaior taxa de falso-negativo
(20,5%). Verificamos que a maioria dos titulos (324presentados corresponde a valores
inferiores a 1:160 (1:40 e 1:80), e que apenas 8fespondem a titulos de 1:640. Este
resultado ndo esta de acordo com os achados dettiugiRassi (2000), que observaram que

s&o raros os soros com titulos inferiores a 1:164%), e que a maioria (76%) apresenta
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titulos de 1:640 ou mais. Apesar da pouca reatidddservada, a IFI foi capaz de identificar
pacientes do grupo TEA que evoluiram com quedaeatividade de dois ou mais titulos,
sugerindo que estes pacientes poderiam estar sgolpara a cura.

Analisando a ELISA em TO e T5, observamos que r&ssgrupos avaliados, nenhum
paciente apresentou resultado negativo. A recong@odda ELISA utilizando extrato bruto
de epimastigotas no diagnostico ja se encontra éstabelecida. Lorca et al. (1994) e
Teixeira, Borges-Pereira e Peralta (1994) avaliammmdesempenho de diferentes kits de
diagndstico existente no mercado, e obtiveram Biidside de 97,7 a 100%. Entretanto, para
monitoracdo de cura, tem-se empregado outras aitems, como o uso de antigenos
recombinantes. Silva et al. (2002), avaliando o #g# ELISA Recombinante de
BioManguinhos, observou que todos os soros dosm@&s ndo curados e dos pacientes
curados, apresentaram resultados positivos e wegatirespectivamente. Em nossos
resultados, a ELISA empregada n&o evidenciou nerdasm de soronegativagéo.

Quanto ao PaGIA, observamos que este teste aprassstisibilidade de 90,9%. Este
alto valor de sensibilidade do teste também foificado por Rabello et al. (1999) ao
investigarem a habilidade do teste em discrimimapsiras positivas e negativas para a
doenca de Chagas, onde os resultados indicaran%96@g sensibilidade. Em nossos
resultados, o PaGIA evidenciou a soronegativacaairdepaciente do grupo TEA, que
também apresentou queda de um titulo na IFl. Dedaonjunta, os resultados da avaliacdo
sorologica pela ELISA e pelo PaGIA sugerem quefodaa como estdo padronizados para
uso diagnostico em laboratérios clinicos, ndo sjmazres de segregar pacientes tratados ou
ndo, apo6s um periodo de cinco anos, dificultandoraa monitoracdo de cura por estes testes.

De forma geral, considerando os métodos empregadsesps resultados mostram que
apos cinco anos do tratamento, apesar de obsenattaqde reatividade em pacientes
submetidos ao tratamento, ndo houve qualquer @asordnegativacao. Conclui-se que o0 uso
de testes sorologicos apresenta limitagBes naicBdinde cura precoce apos tratamento
etiolégico da forma cronica da doenca de Chagasa Bstratégia aplicavel seria 0 emprego
de antigenos recombinantes como a proteina regalado complemento (CRP),
glicoproteina de 160-kDa presente na superficietrggdgmastigotas e provavel alvo de
anticorpos liticos (MEIRA et al., 2004). Tambémyso de antigenos secretados e excretados
pelas formas tripomastigotas em cultura deverieesplorado, uma vez que seu emprego no
esclarecimento de diagndsticos inconclusivos temvssstrado promissor (SILVEIRA-
LACERDA et al., 2004).
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Entretanto, € interessante ressaltar que a sonivesg#o, isto €, a verificagdo de
auséncia de anticorpos anti-proteinas derivadasgdote infeccioso, ndo faz parte da rotina
clinica de certificacdo de cura pos-tratamento @éona das doencas infecciosas. Dai, a
necessidade de buscar outros marcadores que podestar associados a presenca de
infecgéo ativa.

Também, como proposto pelo Ministério da Saude palagndéstico soroldgico da
doenca de Chagas, € possivel que o uso de pelsmeisométodos soroldgicos de diferentes
principios seja uma escolha mais adequada pardifickn possiveis casos de cura pos-
terapéutica, uma vez que a queda na reatividadeatos ndo acontece de forma uniforme
nas diferentes metodologias. Ainda, a verificaggukda na reatividade, com pareamento de
amostras pré e pos-tratamento, mostra-se mais adiequie a verificacdo da soronegativacao

para os estudos de monitoracéo precoce de cungiapgutica da doenca de Chagas.
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Conclusoes



Apés avaliar o desempenho de FC-ALTA e FC-AFEA etelstes da sorologia
convencional (IFI, HAI, ELISA e PaGIA) na monitogaxde cura pos-terapéutica etioldgica

da doenca de Chagas, estabelecemos algumas ca&sclusd

1. A aplicabilidade da FC-ALTA na monitoracdo preeale cura pos-terapéutica etiologica
da doenca de Chagas requer alteracdo nos critiiasterpretacdo propostos por Martins-
Filho et al. (1995).

Comentario: A analise das curvas de titulacdo deapos IgG avaliados pela FC-ALTA
permitiu identificar no grupo TEA pacientes que laram com queda na reatividade. Em
avaliacao adicional, os valores ABPFP confirmaram a existéncia de individuos corfil per
diferenciado no TEA sugerindo que a analise da ajuedreatividade poderia apresentar-se
como instrumento alternativo na monitoracdo preaeecura pos-terapéutica, sinalizando

possivel evolucdo para a cura.

2. A FC-AFEA aplica-se na monitoracédo tardia deaquis-terapéutica da doenca de Chagas,
apresentando desempenho semelhante ao propostéapors-Filho et al. (1995) para a FC-
ALTA.

Comentario: Reproduzindo resultados prévios naatiiea empregando o FC-ALTA, FC-
AFEA foi capaz de identificar pacientes chagasmoados daqueles ndo curados apés 10-15
anos do tratamento etiolégico. Entretanto, conaitthy a alta sensibilidade do método, para
fim de monitoracdo pés-terapéutica, os critériognterpretacdo dos resultados da FC-AFEA
(soro teste a 1:4.096; ponto de corte de PPFP=486&ulistintos daqueles propostos para FC-
ALTA (soro teste a 1:256; ponto de corte de PPBP5)2

3. A FC-AFEA nao se aplica na monitoracdo precceeuta pos-terapéutica etioldgica da
doenca de Chagas com os critérios de interprefagimstos para monitoracao tardia.
Comentario: Embora os valores ABPFP demonstram a existéncia de queda de reatvidad
sorologica em individuos submetidos ao tratametitwiégico da doenca de Chagas, a
auséncia de reatividade diferencial entre os grijps e TEA sugerem que a FC-AFEA nao
se aplica na monitoragdo precoce de cura pos-tgiepé&tiologica da doenca de Chagas. A
analise da reatividade sorologica de IgG1l via FEARao apresentou ganho adicional no
desempenho da FC-AFEA.

131



4. No ambito da sorologia convencional, a anélesedhdos da HAI e IFI permitiu identificar
no grupo TEA pacientes que evoluiram com quedaea#ividade> 2 titulos, sugerindo
possivel utilidade dessas metodologias na mon#dorggecoce de cura poés-terapéutica
etiologica da doenca de Chagas.

Comentario: A variabilidade dos resultados da HAFE provavelmente devido a aspectos
inerentes ao analista durante a leitura dos engdifosulta a interpretacdo dos resultados e
restringe a recomendacdo de seu uso na monitoe@oce de cura pos-terapéutica da
doenca de Chagas. A ELISA e o PaGIA nédo foram empale detectar alteracdes de
reatividade em pacientes tratados.
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Consideracoes Finais



O presente estudo confirma que o emprego de técricaoldgicas apresenta
limitacdes importantes no diagnostico de cura a@bamento etiolégico da forma crbnica da
doenca de Chagas. Sobre o comportamento de saliggluais ao longo de cinco anos apés

tratamento com benzonidazol, apresentamos alguonasderacoes:

1. Apés tratamento etioldgico da forma cronica daemda de Chagas, observa-se,
freqientemente, queda na reatividade dos soroset&mio, esta queda nao acontece de forma
uniforme nas diferentes metodologias. Isto é, aguide reatividade por uma técnica nao
implica em queda na reatividade pelas demais mkitgids. Assim, como proposto pelo
Ministério da Saude para o diagnéstico sorologiaaldenca de Chagas, acreditamos que o
uso de pelo menos dois métodos sorologicos deedifes principios seja a escolha mais

adequada para identificar possiveis casos de Osréepapéutica.

2. O tempo de cinco anos apds tratamento etiologido € suficiente para induzir
soronegativacdo. Desta forma, a verificacdo de ajued reatividade, com pareamento de
amostras pré e pos-tratamento, mostra-se mais adiequie a verificacdo da soronegativacao

para os estudos de monitoracéo precoce de cur@@utica da doenca de Chagas.

3. Métodos qualitativos, que ndo empregam titulacéemo a ELISA e o PaGIA, devem ser

adaptados para fins de monitoracdo apos tratamento.

4. Por fim, a verificacdo de auséncia de anticorpo8-proteinas derivadas do agente
infeccioso parece ser um critério inadequado de dardoenca de Chagas. Deve-se incentivar
estudos objetivando a procura de outros marcad@m®sciados a presenca ativa da infeccao

que ndo a presenca de anticorpos antiruzi
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