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RESUMO

Bio-Manguinhos produz, desde a década de 80, Kits para diagndstico, inclusive para
o diagndstico da doenca de Chagas. O kit EIE-Recombinante-Chagas, que utiliza na
sua composi¢do as proteinas recombinantes CRA e FRA do T. cruzi, foi registrado
como produto junto & ANVISA no ano de 1999. No periodo de renovacao do registro,
o Kit passou por uma avaliacdo prévia no INCQS, onde né&o foi possivel alcancar
condicao satisfatoria quanto aos niveis de sensibilidade.

O presente trabalho teve por objetivo retomar a padronizagéo deste Kit no ambito do
desenvolvimento tecnoldgico. Para tanto foi estabelecido a padronizacdo de trés
modelos de protétipos, utilizando variagbes das construgcdes disponiveis das
proteinas recombinantes CRA e FRA, na forma de apresentacdo como antigeno e
como conjugado. Posteriormente, foi avaliado o desempenho de cada prototipo, em
trés diferentes fases. Na primeira fase, o melhor desempenho foi apresentado pelo
protétipo 3, cujos niveis de sensibilidade e especificidade foram respectivamente de
99% e 99,5% (IC 95%). Na segunda fase o nivel de sensibilidade do protétipo 3 foi
de 95.8% e o de especificidade 100%, mantendo a melhor condi¢cdo de desempenho
em relacdo aos demais. Na ultima fase, somente o protétipo 3 foi avaliado em funcao
da indisponibilidade de volume das amostras selecionadas e 0s niveis de
sensibilidade e especificidade encontrados de 100%.0 desempenho do prototipo 2
foi insatisfatério nas duas primeiras fases de avaliacdo.Tendo em vista o bom
desempenho alcancado pelo protétipo 3, propomos a continuacdo deste modelo na
elaboracao futura de lotes-piloto, de estudos multicéntricos e de validacdo, em acdes
conjuntas com o0 controle e a garantia da qualidade para a elaboracdo de
documentacdo visando pedido de registro desse produto junto aos Orgaos
regulatorios.
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ABSTRACT

Bio-Manguinhos produces, since the 80’s, a variety of kits for diagnosis, including the
kit for Chagas’ disease diagnostic. The EIE-Recombinant-Chagas’ kit, which has in
its constitution the recombinant proteins CRA and FRA from T. cruzi, was registered
at ANVISA as a product in 1999. During the renewal of the registration period, the kit
was submitted to a previous registration analysis by The National Institute for Quality
Control in Health (INCQS), when it did not show satisfactory sensitivity levels.

The present work aimed to remake the kit standardization process under the scope of
the technological development. In order to do it, we established the standardization
of three prototype models, each one using variations of available constructions from
CRA and FRA recombinant proteins in the form of presentation as antigen and as
conjugate. Afterwards, we evaluated the performance of each prototype, in three
different stages. In the first one, prototype 3 showed the best performance with 99%
sensitivity and 99.5% specificity levels (Cl 95%). In the second stage, prototype 3
levels sensitivity and specificity were 95.8% and 100% respectively, keeping the best
performance condition as compared to the other two prototypes.

In the last stage, only prototype 3 was assessed due to the lack of sample volumes.
The reported sensitivity and specificity levels for such prototype were equal to 100%.
The performance of prototype 2 was unsatisfactory in the first two assessment
stages. Taking into account the performance achieved by prototype 3, we propose
the continuation of this model for future development of pilot lots, multicenter and
validation studies, in joint actions with quality assurance and quality control for the
arrangement of the documents requested by the National Regulatory Agency for the
registration of the product.



1 - INTRODUCAO

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é uma infeccdo causada
pelo T. cruzi que ocorre nas Ameéricas e se estende desde o sul dos Estados Unidos
até a Argentina e o Chile (Ferreira et al., 2003).

Segundo Schmunis (2007), existem atualmente 7,6 milhdes de individuos
infectados nas Américas, mostrando um claro decréscimo desde meados da década
de 80 e inicio da década de 90 na qual numero de casos atingiu aproximadamente
18 milhdes. No Brasil, atualmente, estima-se a existéncia de trés e meio milhdes de
chagasicos, em sua maioria infectados pela via vetorial, intimamente relacionada as
baixas condi¢cdes soécio-econdmicas da populacdo e, diante de tal fato, a doenca
apresenta grande impacto para a Saude Publica (WHO, 2005).

Clinicamente, a doenca € bifasica e caracterizada por uma fase aguda e uma fase
cronica. Na fase aguda, devido a uma alta parasitemia, o diagnéstico etioldgico é
obtido por métodos parasitolégicos, enquanto que na fase crénica onde se
observa uma baixa parasitemia aliada a um elevado titulo de anticorpos, a
infeccdo é detectada no soro por meio de métodos imunolégicos (Gomes, 1997,
Gomes et al., 2004). No entanto, a maioria dos métodos soroldégicos comumente
empregados apresenta reacdes cruzadas, contribuindo assim, para resultados
falso-positivos durante a triagem dos doadores nos servicos de hemoterapia e
consequentemente, causando transtornos aos doadores e gastos ao Sistema

Unico de Satde (SUS) com o descarte do material coletado (Souza, 2006).

1.1 — Doenca de Chagas

A doenca de Chagas foi descoberta de forma peculiar por Carlos Ribeiro
Justiniano das Chagas em 1909, em Laissance, interior do estado de Minas Gerais.

Nessa época, Carlos Chagas foi incumbido pelo diretor do Instituto Oswaldo Cruz de
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executar a campanha contra malaria e trabalhava na equipe de pesquisadores de
Oswaldo Cruz (Lewinsohn, 1979). Assim, Carlos Chagas foi informado da existéncia
de um inseto hematéfago denominado “barbeiro” pelo habito de sugar sangue da
face, habitando os domicilios naturais, atacando o homem a noite, ocultando-se
durante o dia nas frestas das paredes, nas coberturas das casas e sendo
encontrado em maior numero nas habita¢cdes pobres, em choupanas de paredes
nao-rebocadas e cobertas de capim (Pessb6a & Martins,1988).

Examinando o “barbeiro”, Carlos Chagas encontrou protozoarios flagelados
no intestino posterior de alguns exemplares e resolveu envia-los ao Rio de Janeiro
para que fossem alimentados em uma espécie de sagui (Callithrix penicilata). Ao
retornar ao Instituto Oswaldo Cruz, encontrou tripanosomos no sangue periférico de
um dos animais, que caracterizou como uma espécie nova, denominada
Schizotrypanum cruzi (hoje conhecido como Trypanosoma cruzi). Foi confirmada
também a infecciosidade pela inoculacdo em varios hospedeiros (coelhos, macacos
e camundongos), que apresentaram no sangue as formas parasitarias semelhantes
as existentes nos insetos (Chagas,1910; Lewinsohn, 1979).

O primeiro caso clinico da doenca, foi descrito por Carlos Chagas ao observar
grande numero de formas flageladas de Trypanosoma cruzi por microscopia direta
do sangue de uma crianga de 2 anos de idade, chamada Berenice, que residia em
uma cabana infestada de “barbeiros” e apresentava febre, linfadenopatia, baco e
figados aumentados (Chagas,1910).

Nos anos seguintes, Carlos Chagas descreveu aspectos clinicos e
anatomopatologicos e epidemiolégicos da doenca, além de documentar a presenca
do parasito em triatomineos, relatando algumas espécies vetoras transmissoras do

parasito e alguns reservatorios silvestres (Ferreira et al., 2003).

1.2 - Agente Etioldgico

1.2.1 - Aspectos Taxondmicos

O T. cruzi € um protozoario flagelado pertencente a familia Trypanosomatidae
da ordem Kinetoplastida.

A primeira revisdo taxondmica realizada para a designacéo genérica feita por
Carlos Chagas ocorreu em 1939, com a mudanca de Schizotrypanum cruzi para

Trypanosoma cruzi. Em 1966, Hoare & Wallace dividiram os tripanosomos parasitos
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de mamiferos em duas se¢fes, com o T. cruzi sendo incluido na secdo Stercoraria,
subgénero Schizotripanum, classificacdo que ainda permanece em uso (Pessoa &
Martins, 1988).

Na ordem Kinetoplastida encontramos parasitos com 1 ou 2 flagelos que se
originam de uma abertura conhecida como bolsa flagelar, normalmente contendo
uma estrutura paraflagelar e uma outra, proeminente, que corresponde a uma
condensacédo de DNA, localizada no interior de uma mitocéndria Unica e ramificada
por todo o corpo do protozoario, conhecida como cinetoplasto (Maslovl et al., 2001).

O género Trypanosoma ¢é importante dentro da familia Trypanosomatidae por
incluir outras espécies causadoras de doengas em humanos como, por exemplo, 0
Trypanosoma rhodesiense e o Trypanosoma gambiense, causadores da doenca do
sono, e em animais, como o Trypanosoma brucei, o Trypanosoma equiperdum e o
Trypanosoma equinum (Ferreira et al., 2003).

A secdo Stercoraria inclui tripanossomas que se desenvolvem no tubo
digestivo do vetor, progredindo no sentido da porcao intestinal com liberacdo de
formas infectivas (tripomastigotas metaciclicos) nas fezes do vetor contaminado
(Ferreira & Avila, 2001).

A comparacdo de sequéncias génicas de 18S rRNA de vérias espécies de
tripanosomos obtidos em diferentes hospedeiros, combinada a outras ferramentas
moleculares sugere que o0 género Trypanosoma seja monofilético. Dados pré-
historicos indicam que os seres humanos foram expostos a tripanosomiase
americana concomitantemente a sua evolu¢cdo. No entanto, 0s tripanosomos
evoluiram independentes do Homo sapiens e sO se juntaram aos seus hospedeiros
h& 12-40 mil anos, quando o homem chegou ao continente americano. O DNA do T.
cruzi j& foi encontrado em tecidos humanos mumificados da América do Sul com
data de 4 mil anos (Barrett et al., 2003).

1.2.2 - Aspectos Biologicos

Em seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta trés formas evolutivas que podem
ser identificadas morfologicamente pela posicdo do cinetoplasto em relagcdo ao
nacleo da célula e & emergéncia do flagelo (Brener,1997).

Nas formas tripomastigotas (forma infectante ndo replicativa) o cinetoplasto
situa-se posteriormente ao nucleo, em posicdo tanto terminal quanto subterminal,

com o flagelo emergindo lateralmente da bolsa flagelar, localizada proximo ao
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cinetoplasto se estendendo junto ao corpo do parasito formando uma membrana
ondulante. Os tripomastigotas (Figura 1.1) sdo formas extracelulares, alongadas,
encontradas no sangue dos hospedeiros vertebrados e na extremidade distal do

tubo digestivo dos triatomineos (Brener,1997).

Regidc posterior
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Figura 1.1 - Forma tripomastigota de T. cruzi 1. Flagelo
livre (regido anterior); 2. Flagelo aderido ao corpo celular
3.Nucleo; 4.Cinetoplasto arredondado (regido posterior);
5.Hemécias Adaptada do site da UFRJ:
http://www.biof.ufrj.br/laminario.html, 2007.

Os epimastigotas (Figura 1.2), sdo formas extracelulares, alongadas e
replicativas, com o cinetoplasto e a bolsa flagelar em posi¢do anterior ou préxima ao
nacleo e o flagelo emergindo lateralmente. Sdo formas encontradas no intestino
médio dos triatomineos e em cultivo axénico onde se multiplicam por divisdo binaria
(Brener,1997).

— g |

—=— Regido anterior
Ll
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Regiio posterior

livre (regido anterior); 2.Cinetoplasto em forma de
bastdo (préximo ao nudcleo) 3.Nucleo. Adaptada do
site da UFRJ: http://www.biof.ufrj.br/laminario.html,
2007.
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As formas amastigotas (Figura 1.3) sao estruturas replicativas encontradas
dentro de células hospedeiras constituindo organismos arredondados sem flagelo

livre ao microscépio Optico (Hoare & Wallace,1966).

1 d i

A

Figura 1.3 - Forma amastigota de T. cruzi 1.Célula

“ e

muscular; 2.Nucleo da célula muscular 3. Ninho de
amastigotas; 4.Amastigota; 5.NlUcleo da amastigota;
6.Cinetoplasto anterior em forma de bastdo. Adaptada
do site da UFRJ: http://www.biof.ufrj.br/laminario.html,
2007.

O T. cruzi apresenta aspectos diversos dependendo de sua localizagcdo no
organismo do vertebrado ou do inseto transmissor. No homem e nos outros
vertebrados apresenta-se sob a forma de tripomastigota no sangue periférico e, nas
células dos tecidos, sob a forma amastigota. Sua divisdo ndo ocorre no sangue
periférico e a sua reproducdo se processa somente nos tecidos. A transformacao
das formas teciduais em sanguineas ocorre com o0 aparecimento de estruturas
intermediarias epimastigotas-like, consideradas mais curtas que as formas
epimastigotas presentes no inseto (Pessba & Martins, 1988).

As formas amastigotas sdo encontradas principalmente nas células do
reticulo-endotelial ou nas fibras musculares. ApGs a penetragdo dos tripomastigotas
nas células, os mesmos transformam-se em amastigotas e se multiplicam por
divisdo binaria a cada doze horas. Essas formas preenchem o citoplasma da célula e
evoluem para a forma tripomastigota. O citoplasma se rompe, liberando os
tripomastigotas para a circulacdo. Parte desses parasitos € destruida pelas defesas
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do organismo e aqueles que escapam, invadem outras células ampliando os

processos patogénicos da infec¢do (Coura, 2003).

1.2.3 - Estrutura antigénica e cultivo do parasito

Para estudos diagnésticos e producdo de antigenos pode-se manter o
parasito em laboratério por meio dos préprios triatomineos (criagdo artificial),
inoculacdo em animais (especialmente camundongos albinos, cobaias e hamsters),
criopreservacao ou in vitro, utilizando diferentes meios de cultivo. Preferencialmente
sdo usados meios monofasicos liquidos como o LIT (liver infusion tryptose)
largamente disseminado e com excelente rendimento (Hoare & Wallace,1966).

Em meios de cultura acelulares como o LIT e o NNN (Mc Neal, Novy &
Nicolle) que € um composto de &gar-sangue+LIT, o T. cruzi desenvolve um ciclo
evolutivo semelhante ao descrito no vetor, apresentando formas arredondadas
denominadas tripomastigotas sanguineas, infectantes para o hospedeiro vertebrado,
semelhantes as esferomastigotas do vetor ou formas epimastigotas, nao infectantes
para o hospedeiro vertebrado. Os epimastigotas se multiplicam por divisdo binaria
simples e posteriormente se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (Lana &
Tafuri, 1995).

A superficie celular do T. cruzi é complexa apresentando principalmente
glicoproteinas e glicolipidios em sua composicdo. Esta complexidade estrutural
reflete a grande variedade de funcdes realizadas pela membrana do parasito desde
a penetracdo na célula hospedeira até a resisténcia aos mecanismos de defesa,
tanto no intestino médio dos insetos quanto nas células do hospedeiro vertebrado
(Takle & Snary, 1992; Frasch, 2000).

As formas tripomastigotas de T. cruzi secretam ou excretam uma variedade
de moléculas de membrana, espontaneamente, no meio em que vivem durante o
curso da infeccdo, por meio de um mecanismo conhecido como shedding,
funcionando como mecanismo de evasao do parasito em relacdo ao sistema imune

do hospedeiro (Schmunis et al.,1998).

1.3 - Epidemiologia

No contexto historico, a doenca de Chagas apresenta um ciclo doméstico com
taxas de mortalidade significativas, antecedido de um ciclo silvestre mais antigo e
restrito (Dias, 2000).
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A enzootia € o0 processo de manutencdo da infeccdo na natureza (ciclo
silvestre) onde mais de 100 espécies de animais ja foram identificados como
portadores da infec¢ao pelo T. cruzi, com a circulacdo do protozoario entre vetores e
reservatorios silvestres, ao longo da maior parte do continente americano. Os
triatomineos silvestres podem eventualmente infectar o homem (antropozoonose) e
0s animais domeésticos, no seu habitat natural. Nestas circunstancias ocorre o
aparecimento de casos ocasionais da doenca de Chagas (Pess6a & Martins, 1988).

A infeccdo ou doenca de Chagas como zoonose € intercambiada de forma
endémica entre os animais e o homem por meio de vetores. Fatores bioecoldgicos e
politico-sociais aproximaram popula¢cdes humanas do ciclo enzoético ao longo do
novo continente, promovendo a dispersdo da endemia chagasica devido a
movimentacdo do homem por grandes éareas. No ciclo doméstico, o homem
sobressai como o principal reservatorio da infeccédo, levando o parasito para as
zonas urbanas e para novas regides e paises nao-endémicos. No século atual, as
condi¢cdes ecoldgicas e sociais modificaram-se resultando na urbanizagdo de
grandes contingentes de infectados e surgindo, em particular, uma nova e
importante forma de transmissédo da doenca de Chagas, a transmisséao transfusional
(Dias, 2000; Coura, 2007; Ferreira et al, 2003; Teixeira et al., 2006a).

O Brasil recebeu em 09 de junho de 2006 a certificacdo internacional da
Organizacdo Pan-Americana da Saude de eliminacdo da transmissdo da doenca
pelo Triatoma infestans. Todavia, iSso ndo representa o controle efetivo da doenca
no pais e nem a erradicacdo da mesma implica na interrupcdo definitiva da

transmissao (Ferreira & Silva, 2006).

1.4 - Transmissao

A transmissédo vetorial € a de maior importancia epidemiologica sendo o T.
cruzi transmitido por insetos hematéfagos da subfamilia Triatominae (familia
Reduvidae, ordem Hemiptera). Das espécies vetores ha algumas que possuem
maior importancia na transmissdo da doenca de Chagas, por serem capazes de
invadir e procriar dentro de casas, fendbmeno conhecido como domicializagao, sendo
as principais: Triatoma infestans, nos paises do cone sul e Peru (Figura 1.4),
Rhodnius prolixus, no norte da América do Sul e na América Central, Panstrongylus
megistus, no leste e centro do Brasil, Triatoma braziliensis, no nordeste do Brasil e

Triatoma dimidiata, na América Central (Stothard et al.,1999).
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Figura 1.4 - Triatoma infestans. Adaptada do site IPEC/FIOCRUZ,
disponivel em http://www.ipec.fiocruz.br/pepes/dc/dc.html, 2007.

Nas areas urbanas, a transmisséao por transfusdo de sangue e derivados é
considerada a segunda via mais importante de transmissdo da doenca, como
consequéncia da migracdo de populacbes de areas endémicas para centros
industrializados, em busca de trabalho. (Bonametti et al., 1998; Ferreira & Avila,
2001; Prata, 2001).

A terceira via de transmissdo mais importante € a congénita pois o T. cruzi
pode atravessar a barreira placentaria. A probabilidade de transmissao congénita
entre criangas filhas de maes chagéasicas na América Latina varia de 1% a 10% com
aproximadamente, 5000 a 8000 novos casos por ano. Este tipo de transmissao pode
ocorrer fora de areas endémicas (Prata, 2001).

Outras vias que contribuem para a transmissdo da doenga incluem os
transplantes de o6rgdos infectados, capazes de desencadear doenca aguda grave,
pelo fato de os individuos transplantados utilizarem drogas imunossupressoras e,
consequentemente, tornarem-se menos resistentes a infeccdo, além das
transmissdes por acidentes ocupacionais em laboratérios ou hospitais (Dias et al.,
2002).

Microepidemias da doenca de Chagas aguda podem ocorrer por meio da
transmissdo oral, pela ingestdo de alimentos contaminados com as fezes de
triatomineos, tais como carnes, suco de cana de aguUcar ou acai. No Brasil essas
microepidemias ocorreram a partir de 1965, no Rio Grande do Sul, Paraiba, e mais
recentemente, em Santa Catarina, Amazonas, Ceara, Bahia, e 30 localidades no

Parda e Amapa (Coura, 2006).
1.5 - Patogénese

O T. cruzi ao penetrar no hospedeiro vertebrado, produz uma reacao

inflamatoria local aguda. A disseminacao linfatica leva os parasitos para os nodos
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linfaticos da regido, onde séo ingeridos por histiocitos (SFM — Sistema Fagocitico
Mononuclear) ou por outras células, sem grande capacidade fagocitaria, e se
transformam em amastigotas. Os tripomastigotas podem, alternativamente, invadir
ativamente os macrofagos e outras ceélulas. Depois da multiplicacdo local, os
parasitos podem assumir a forma tripomastigota para invadir a corrente sanguinea,
levando a infec¢do a todas as partes do corpo. Ocasionalmente, a célula hospedeira
rompe-se antes da conversdo de amastigotas em tripomastigotas. Os primeiros,
eventualmente liberados, também apresentam capacidade de penetracdo em
algumas células hospedeiras (Teixeira et al., 2006a).

Os parasitos quando sob a forma amastigota, podem multiplicar-se dentro das
células de quase todos os Orgaos e tecidos, como o sistema reticuloendotelial,
coracdo, musculos esqueléticos e lisos, além das células da neuroglia que sé&o
preferencialmente parasitadas. A medida que a infeccdo se dissemina além dos
nodos linfaticos regionais aparecem tripanosomos no sangue circulante, infectando
outros orgaos e tecidos e sendo levados para todo o corpo. As células de kiupffer do
figado, os macréfagos do baco e o musculo cardiaco sdo especialmente sujeitos a
infeccédo (Markell et al., 2003).

1.6 - Aspectos Clinicos

A doenca de Chagas apresenta duas formas clinicas distintas: a fase aguda,
com surgimento rapido logo apoés a infec¢do e a fase crbnica, que pode aparecer
apos diversos anos, com efeitos irreversiveis em 6rgaos internos como o0 coracao,
esobfago, colon e também no sistema nervoso periférico (Markell et al., 2003).

Substancias ou condicfes que provocam imunodepressdo podem reativar a
doenca de Chagas com a proliferacdo do parasito. Em 75% dos casos podem
ocorrer lesdes necroticas ou tumorais no cérebro e em 44% dos casos intensificacdo
de miocardites. Isto ocorre freqientemente em co-infeccdes com HIV (virus da
imunodeficiéncia humana), em que as células TCD4+ do sangue periférico estdo em
namero inferior a 200 células/ microlitro (uL) e em individuos transplantados de
orgaos (Prata, 2001).

A doenca é observada geralmente em sua forma mais grave, em criancas
com menos de cinco anos de idade, onde podem predominar sintomas de

comprometimento do sistema nervoso central. Em adultos e criancas maiores de 5
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anos a doenca ocorre em geral de modo mais brando, na forma subaguda ou
cronica (Markell et al., 2003).

1.6.1 - Fase aguda

O quadro clinico da doenca aguda instala-se tipicamente nos primeiros dias
ou meses apos a infeccdo primaria e dura de quatro a doze semanas, quando ndo
ha tratamento. A maior parte das infeccbes agudas € assintomatica ou inaparente e
caracteriza-se por febre baixa e mal estar, acompanhada de linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia. Nesta fase, o parasito encontra-se disseminado e pode ser
facilmente visualizado em exame de sangue direto. Os sinais de porta de entrada do
parasito sdo valiosos e quando aparentes, podem ser observados o chagoma de

inoculacao (cutaneo) ou o sinal de Romafia, na mucosa ocular (Coura, 2003).

1.6.2 - Fase CrOnica

Mais de 90% dos doentes com manifestacdes clinicas da fase aguda
sobrevivem a infecgdo inicial. Apés um periodo que varia de 2 a 4 meses, a
parasitemia torna-se nao detectavel pelos métodos diretos e apds a soroconversao,
tanto as imunoglobulinas da classe M quanto G, sdo detectaveis com a ultima
aparecendo mais tardiamente. A seguir, inicia-se um periodo no qual a doenca
torna-se assintomatica, em que podera ou ndo haver manifestacdo clinica e, no
altimo caso, anos ou décadas mais tarde, ocorrer o aparecimento das formas
cronicas cardiaca, digestiva, nervosa ou mista (Gascon, et al., 2007).

A forma crbnica cardiaca manifesta-se em uma pequena parcela de
pacientes. O achado clinico mais comum é a insuficiéncia cardiaca congestiva,
acompanhada de alteracfes eletrocardiograficas tipicas. Em casos mais avancados
ocorrem cardiomegalia, arritmias complexas e morte subita. Na forma digestiva ha
destruicdo dos plexos nervosos ao longo do trato digestivo ocasionando alteracdes
funcionais e morfolégicas como o megaesdfago e o megacélon. Podem também
ocorrer formas mistas em que se associam sintomas digestivos e cardiacos (Markell
et al., 2003).
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1.6.3 - Fase Indeterminada

Uma vez terminada a fase aguda, a maioria dos individuos infectados retorna
ao estagio assintomatico, porém com exames parasitoldégicos positivos. Os exames
clinicos sdo normais, o eletrocardiograma basal e os exames radiologicos de
coracao, es6fago e intestino grosso também nao apresentam alteracbes. Em cerca
de 40% dos pacientes pode-se demonstrar a presenca de parasitos no sangue
periférico por meio de métodos indiretos como o xenodiagnéstico e a hemocultura,
além de anticorpos contra o T. cruzi em testes sorologicos (Teixeira et al., 2006b).

Esse periodo assintomatico € conhecido como forma indeterminada da fase
cronica da doenca, cursando usualmente por 10 a 20 anos, entre o fim da fase
aguda e o estabelecimento da fase crbénica da doencga. Nessa fase, o individuo pode
evoluir ou ndo, para a forma cardiaca, digestiva ou nervosa da doenca e cerca de
30% desses pacientes podem desenvolver miocardiopatia cronica progressiva
(Prata, 2001; Markell et al., 2003).

1.7 - Resposta imune

A maioria das manifestacdes clinicas da doenca de Chagas se deve a
resposta imune dirigida ao parasito. A mobilizagdo do sistema imune é fundamental
para a reducdo da carga parasitaria. No entanto, a sua atuacdo pode tambéem
contribuir para o aparecimento das manifestacées crénicas observadas em alguns
pacientes. Tanto individuos sintomaticos quanto assintomaticos de fase
indeterminada apresentam resposta imunoldgica contra o parasito (Broadsky &
Barral-Neto, 2000).

A resposta imune inata age como um componente chave da resisténcia do
hospedeiro contra protozoarios, controlando seu crescimento durante a infeccao. As
células natural killer (NK) desempenham papel importante nesta fase, limitando o
crescimento parasitario, bem como, promovendo o desenvolvimento da imunidade
celular adquirida. Os mecanismos principais desempenhados pelas células NK se
relacionam com o papel litico ou destruicdo das células-alvo e com a producéo de
citocinas envolvidas na sensibilizacdo de outras células imunes, no microambiente
onde a resposta imune esta se desenvolvendo (Broadsky & Barral-Neto, 2000).

Estudos recentes tém demonstrado que a infecgcdo dos macrofagos pelo T.
cruzi pode induzir a secrecdo de interleucina 12 (IL-12) por essas células, levando a

um aumento da producéo de interferon gama (IFN-y) e do fator de necrose tumoral
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alfa (TNF-a) com o consequente controle da parasitemia e da mortalidade (Broadsky
& Barral-Neto, 2000). Entretanto, segundo Soares et al, (2001), existe uma
associacao entre a intensidade da cardiomiopatia chagésica crénica e a producédo de
altos niveis de IFN-y na infecgcdo humana, sugerindo que esta citocina pode tanto
atuar no controle da parasitemia, quanto atuar como um mediador critico dessa
cardiomiopatia.

Acredita-se também que os protozoarios ativem as funcdes das células NK
por meio de mecanismos indiretos envolvendo a estimulacdo e producéo de
monocinas pelas células apresentadoras de antigenos. Os glicolipidios sdo de
grande importancia como indutores da producdo de monocinas (IL-12 e TNF-a) e
funcionam como ancoras na interagdo com as células NK e na inducéo da producéo
de tais citocinas. A atuagdo das células NK é de natureza transitoria nos hospedeiros
infectados sugerindo que sua atividade seja rigorosamente controlada (Broadsky &
Barral-Neto, 2000).

Consistente a essa hipotese, citocinas como a interleucina 10 (IL-10) e o fator
de crescimento transformante beta (TGF-) tém demonstrado inibir a sintese de IFN-
y induzida pelo parasito, bem como a lise pelas células NK, e desta forma teriam um
papel importante no controle da producdo de citocinas proé-inflamatérias que, em
excesso, poderiam contribuir para as lesdes teciduais observadas posteriormente na
doenca de Chagas (Soares, 2001).

Outro aspecto relevante na resposta imune inata estd relacionado com a
resisténcia de formas tripomastigotas do T. cruzi & acdo do complemento por meio
de proteinas codificadas pelo parasito, bloqueando a via alternativa e inibindo a
formacao da C3 convertase. As proteinas que apresentam essas propriedades sédo a
glicoproteina (gp) 160, similar ao DAF humano (proteina basal presente na
membrana celular), a gp58/68 e uma proteina com peso molecular entre 87 e 90
Kilodalton (kDa). De acordo com Martin & Tarleton (2004), a infeccao pelo T. cruzi
também induz a secrecdo de proteinas da fase aguda, tais como a proteina C
reativa, a amiléide-P-sérica e a a-2 macroglobulina (a-2M) .

Na resisténcia do hospedeiro a infeccdo pelo T. cruzi participam tanto a
resposta humoral como a celular. Foi demonstrado que a imunidade mediada por
anticorpo esta associada principalmente as imunoglobulinas da classe G (IgG)
(imunoglobulina G). Na imunidade humoral, os anticorpos constituem um importante
componente de defesa contra o T. cruzi, havendo mudancas no perfil das

imunoglobulinas durante as diferentes fases da doenca. Clones de células T de



13

pacientes chagasicos assintomaticos, obtidos a partir das células mononucleares do
sangue periférico, sdo predominantemente TCD4+, enquanto os obtidos a partir de
pacientes com sintomas cardiacos ou gastrointestinais exibem fendétipo de células
TCD8+, sugerindo uma possivel participacdo dessas células na imunopatologia da
doenca (Martin & Tarleton, 2004).

Durante a fase crbnica da doenca é comum a observagdo no coracdo dos
pacientes, de focos de infiltrados de células mononucleares, onde predominam
células TCD8+, alguns macrofagos e as fibras destruidas (infectadas ou nao)
encontram-se em intima associacdo com linfocitos TCD4+ ou TCD8+. A falta de
associacao entre parasitismo tecidual e inflamacéo, aliada & observacéo das fibras
destruidas mesmo sem a detec¢do do parasito no local, sugere que a resposta
patogénica na cardiomiopatia chagasica crénica ndo é somente direcionada contra
antigenos do T. cruzi, mas também a auto antigenos. No entanto, a resposta anti-T.
cruzi pode induzir lesBes e contribuir para a cardiomiopatia (Teixeira et al., 2006a).

O mimetismo de antigenos préprios por antigenos parasitarios pode induzir a
uma resposta cruzada, auto-imune, contra epitopos presentes nas proteinas do
hospedeiro, provocando uma quebra no balanco da resposta imune em relacdo a
autotolerancia, levando ao aparecimento da auto-imunidade (Soares, 2001; Teixeira
et al.,2006Db).

1.8 - Diagnostico Laboratorial

O diagnéstico da doengca de Chagas pode ser realizado por métodos
parasitologicos, radioldgicos e soroldgicos, apoiado pela epidemiologia, clinica e
etiologia. Os métodos de diagndstico podem basear-se na deteccdo direta do
parasito ou na deteccdo da resposta do hospedeiro a invasdo do parasito. Os
exames laboratoriais também devem levar em consideragéo a fase da infec¢cdo. Na
fase aguda da doenca observa-se alta parasitemia, presenca de anticorpos
inespecificos e inicio de formacdo de alguns anticorpos especificos (IgM e 1gG).
Nessa etapa, recomenda-se dar prioridade a exames parasitolégicos enquanto na
fase crbnica, ao contrario, observa-se baixissima parasitemia, presenca de
anticorpos especificos (IgG) e indica-se 0 uso de testes sorologicos para a pesquisa
de anticorpos especificos contra o parasito (Ferreira & Avila, 2001; Luquetti, 1999).

Todo teste laboratorial deve ter sensibilidade e especificidade conhecidas. A
sensibilidade indica a capacidade do teste em detectar todos os individuos
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infectados e um teste pouco sensivel deixara de identificar alguns individuos
portadores da infec¢do. Por outro lado, a especificidade indica a capacidade do teste
em detectar a populagdo nao-infectada e quanto maior a especificidade do teste
maior sera a sua capacidade de deteccdo dos individuos néo-infectados. Segundo
Luquetti & Rassi (2000), ndo existe um teste com 100% de sensibilidade e
especificidade.

Visando o aumento desses parametros algumas estratégias podem ser
utilizadas, tais como, o emprego de mais de um teste, a repeticdo da coleta do
material e nos exames soroldgicos, o uso de diferentes pontos de corte (Cut-off) que
representam a concentracao de anticorpos que delimitam a populagéo ndo-infectada
da infectada. Para que isso aconteca, € importante definir o objetivo a que se
pretende o diagnaostico laboratorial. Se, por exemplo, for realizar o diagndstico de um
paciente, escolhem-se testes com elevada especificidade, evitando-se assim, um
resultado falso-positivo. Ao contrario, em situacdes em que se pretende impedir a
transfusdo de sangue oriundo de individuos falso-negativos, como ocorre nos
servicos de hemoterapia, o cenario € a escolha de testes com elevada sensibilidade
(Medronho & Perez, 2002).

1.8.1 - Diagndstico Parasitologico

O diagnéstico parasitolégico pode ser direto ou indireto. Entre os meétodos
diretos mais usados, destaca-se a microscopia direta, onde o sangue é examinado
entre lamina e laminula, durante as seis primeiras semanas da doencga. Variaveis do
meétodo direto como a gota espessa ou a concentracdo do sangue (concentracédo de
Strout e de Ficoll-Hypaque) e a técnica do micro-hematdcrito aumentam a chance da
deteccdo de baixas parasitemias (Luquetti & Rassi, 2000). Uma alternativa
promissora o Quantitative Buffy Coat (QBC® METHOD) tem sido aplicada com
sucesso na pesquisa de tripanosomos, quando os niveis de parasitemia sdo baixos
(Ferreira & Avila, 2001).

Entre os métodos indiretos utilizam-se o xenodiagndstico e a hemocultura. O
xenodiagnadstico consiste na alimentacdo de ninfas de triatomineos livres de infecgédo
com o sangue de pacientes. Os parasitos presentes multiplicam-se no tubo digestivo
do vetor. As fezes das ninfas e o intestino sdo examinados apés um periodo de
quatro a seis semanas por microscopia direta para pesquisa de T. cruzi. Pode-se

realizar o xenodiagnéstico natural, que consiste na alimentacdo de ninfas
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diretamente sobre a pele dos pacientes ou o artificial, em que as ninfas dos
triatomineos sdo alimentadas através de membranas contendo sangue do paciente
colhido com anticoagulante. O xenodiagnostico artificial tem sido cada vez mais
usado com resultados comparaveis e até melhores do que o natural (Luquetti &
Rassi, 2000). A sensibilidade do xenodiagndstico artificial na fase cronica varia entre
9% e 87,5%, dependendo da area endémica em estudo, podendo gerar um namero
significativo de resultados falso-negativos e entre 85% e 100% na fase aguda
(Ferreira & Avila, 2001; Luquetti & Rassi, 2000). O emprego rotineiro dessa técnica
fica restrito devido a sensibilidade e as limitagdes inerentes a mesma, tais como, 0
tempo prolongado para a liberagdo do resultado final, que pode levar até 90 dias, a
necessidade de criagdo de triatomineos em laboratério, eventuais perdas dos
insetos durante de realizacdo do teste e a rejeicdo do paciente a aplicacdo repetida
do exame em sua forma natural (Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003).

A hemocultura baseia-se no mesmo principio do xenodiagndstico, onde o0s
parasitos eventualmente presentes no sangue periférico dos pacientes podem ser
encontrados com maior facilidade apos uma etapa de multiplicacdo de epimastigotas
em cultura in vitro. A hemocultura é utilizada desde a década de 50, no entanto ndo
havia um consenso técnico e diversos foram os desempenhos encontrados desde 0s
trabalhos pioneiros de Albuquerque et al (1972). Embora apresente uma
sensibilidade limitada, trata-se de uma metodologia bastante utilizada para isolar
cepas responsaveis por infeccées no homem e em animais. Atualmente o consenso
com relacdo a técnica visando a melhoria da sensibilidade do teste envolve as
seguintes variaveis: o volume de sangue colhido, de preferéncia, 30 mL (mililitros) e
nao inferior a 20 mL, a coleta de maior numero de hemoculturas, aumento do tempo
de observacédo, o emprego do meio de cultura LIT e menor tempo entre a coleta e o

processamento da amostra (Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003).

1.8.2 - Diagnostico Molecular

A reacdo em cadeia da polimerase — “Polymerase Chain Reaction” (PCR)
consiste na amplificacdo de sequéncias tanto de DNA do cinetoplasto quanto do
DNA nuclear de T. cruzi (Britto et al., 1995a)

O genoma mitocondrial do T. cruzi constituido pelo DNA do cinetoplasto
(KDNA), representa cerca de 20% do DNA celular total e é organizado em uma

estrutura em rede, onde minicirculos encontram-se encadeados representando 95%
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do conteddo do KDNA. Algumas dessas sequUéncias repetitivas sédo utilizadas como
alvo de amplificacédo na reacédo de PCR, como um fragmento de 330 pares de bases
do KDNA (Kirchhoff et al., 1996).

Estudos clinicos e epidemiologicos preliminares demonstraram que 0 ensaio
de PCR pode alcancar uma melhor sensibilidade e especificidade, quando
associado ao diagndstico soroldgico e clinico. Além disso, a rea¢do de PCR é sem
davida, um método mais rapido e mais pratico do que quaisquer outros testes
parasitologicos, como o xenodiagnostico e o hemocultivo. O desempenho do método
de PCR foi testado em um estudo pioneiro, para avaliacdo e acompanhamento de
terapia especifica para a doenca de Chagas, em um grupo de 32 individuos
soropositivos tratados, que vinham sendo acompanhados no Hospital de Doencas
Infecciosas da Fundacdo Oswaldo Cruz (Atual Instituto de Pesquisas Evandro
Chagas, IPEC) no Rio de Janeiro. Os resultados demonstraram um sinal positivo de
amplificagcdo em apenas 9 dos 32 pacientes que permaneceram reativos pelos testes
sorolégicos convencionais, até um periodo médio de 5 anos pés-tratamento (Britto et
al.,1995a).

Uma série de investigacbes em regides endémicas do Brasil com perfis
epidemiologicos particulares foi conduzida com base na amplificacdo de seqiéncias
de minicirculos do KDNA. Inicialmente, os ensaios foram centralizados nos estados
de Minas Gerais (Virgem da Lapa), Paraiba e Piaui - areas endémicas tradicionais
da doenca de Chagas. A deteccdo de parasitos circulantes nos individuos
soropositivos foi obtida por meio dos testes de xenodiagnostico e amplificacédo pela
reacao de PCR (Borges-Pereira et al., 2002).

Em Virgem da Lapa, area com elevado indice de cardiopatia, a positividade
da técnica de PCR foi de 95%, enquanto em Oeiras, Piaui, foi de 60% e no Sertédo
da Paraiba, area com baixo indice de cardiopatia e de megaesodfago, a positividade
foi de 44%, indicando variagdes regionais nos niveis da parasitemia na fase cronica,
assim como o xenodiagnostico (Britto et al.,1995b). Em Joado Costa, Piaui, Borges et
al (2002) confirmaram essas variagcdes regionais na avaliacdo da positividade
(74,5%) da técnica de PCR em individuos chagéasicos crénicos. O ensaio de PCR
também permitiu definir resultados duvidosos de sorologia, mostrando o potencial do
teste molecular como um instrumento complementar de diagndstico nos casos de
indefinicdo dos testes soroldgicos convencionais (Picka et al., 2007)

Pacientes submetidos ao tratamento especifico representam um outro

problema, para o qual se espera que novas técnicas de deteccdo possam trazer
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solugdes importantes. Atualmente, poucas drogas anti-T. cruzi estdo disponiveis e a
eficiéncia destas € questionavel devido a auséncia de um sistema confidvel capaz
de monitorar a eficacia de esquemas terapéuticos e o estabelecimento de critérios
para o controle de cura dos pacientes. Como mencionado anteriormente, 0s
meétodos parasitologicos tradicionais de hemocultivo e xenodiagnostico sao
laboriosos e de baixa sensibilidade, o que limitaria a sua utilizacdo como critério de
cura pos-tratamento. Em contrapartida, a sorologia convencional é particularmente
ineficiente nestas situacdes, uma vez que, a maioria dos pacientes tratados continua
a apresentar resposta humoral durante um longo periodo pdés-tratamento, mesmo
apos a completa eliminacdo do parasito (Coura & Castro, 2002).

A abordagem molecular também foi usada para investigar a auséncia do
parasito, 20 anos apds quimioterapia anti-T.cruzi. Individuos soropositivos e que
apresentaram um xenodiagnoéstico positivo (n=85), foram tratados com drogas
especificas tanto na fase aguda (n = 37) quanto na fase crénica (n = 48) da infeccéo.
O tratamento na fase aguda forneceu resultados negativos na reacdo de PCR em
73% dos casos, enquanto o xenodiagnoéstico foi negativo em 86% dos individuos
estudados. Em relacdo a fase cronica, a reacdo de PCR foi negativa em 65% dos
pacientes e 83% destes demonstraram resultados de xenodiagndstico negativos.
Esses dados revelam a importancia do ensaio molecular em confirmar falha
terapéutica, possibilitando assim a alteracdo de esquemas quimioterapicos nos
casos de resisténcia ou reativacédo da infeccédo pelo T. cruzi. Os autores sugeriram
que a concordancia dos resultados negativos entre a reagdo de PCR e a sorologia
seria provavelmente indicativa de cura e ressaltaram o fato de que o
desaparecimento de anticorpos da circulacdo € um processo extremamente lento,
mesmo nos casos de sucesso terapéutico levando a total eliminacdo do parasito
(Britto et al., 2001).

Em decorréncia da variabilidade nos niveis de sensibilidade gerada pelos
diferentes protocolos j4 descritos e levando-se em conta que a variabilidade
depende ndo apenas das caracteristicas epidemiologicas das populacoes
estudadas, mas também do volume de sangue coletado, do método para extracao
de DNA, da escolha das sequéncias de DNA-alvo e dos iniciadores, além dos
reagentes e das condi¢des de ciclagem térmica, ha necessidade de que um estudo
multicéntrico de padronizacdo da técnica seja realizado, com o intuito de se

estabelecer um protocolo de consenso para ser usado por todos oS grupos que
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realizam o teste molecular em sua rotina diagnostica (Russomando et al.,1992;
Wincker et al., 1994; Britto et al., 1995b; Gomes et al., 1998; Virreira et al., 2003).

Nas ultimas décadas, a metodologia de deteccdo de genes e sequUéncias
especificas foi aperfeicoada com o desenvolvimento de diferentes sistemas de PCR
em tempo-real, utilizando uma abordagem quantitativa automatizada baseada no
emprego de sondas fluorogénicas ou corantes fluorescentes com afinidade a
molécula de DNA, para a medida em tempo real da reacdo de amplificagdo. A
implementacdo de um ensaio quantitativo capaz de estimar precisamente a carga
parasitaria de pacientes chagasicos e monitorar a parasitemia, podera ser
particularmente util como um indicador de eficacia terapéutica (Piron et al., 2007).

A reacado de PCR é frequentemente utilizada em laboratérios de pesquisa, no
entanto, ainda ndo se tornou disponivel em laboratérios de rotina embora os casos
com resultados duvidosos possam ser caracterizados por essa técnica (Ferreira &
Avila, 2001).

Uma grande vantagem do PCR é a obtenc¢éo de resultados em pouco tempo,
ao contrario dos métodos parasitoldgicos indiretos, que apresentam seus resultados
apos semanas ou meses. Outras vantagens do PCR s&o a melhor flexibilidade com
materiais em teste e a possibilidade de repetir os testes em caso de resultados
duvidosos, devido a utilizagdo de volumes pequenos do material clinico. Entretanto,
as técnicas de PCR e hibridizacdo usam reagentes e equipamentos dispendiosos e
exigem treinamento especializado, além de espaco fisico apropriado para evitar a

contaminacao das amostras (Picka et al., 2007).

1.8.3 - Diagnastico Soroldgico e Triagem

O diagndstico sorologico revela a presenca de anticorpos especificos no soro
do paciente, produzidos contra o parasito. A deteccdo destes anticorpos pode ser
efetuada por diferentes técnicas que séao, até o0 momento, as mais indicadas para o
diagnéstico na fase crénica da doenca, pois a memdria imunoldgica se mantém
apesar do pequeno numero de parasitas circulantes.

A sorologia para a doenca de Chagas comecou a ser feita em 1913 com a
reacao de fixacdo do complemento, descrita por Guerreiro e Machado. Realizada
com antigeno homoélogo — extrato de formas de cultura do parasito sob diferentes
preparacdes — este método apresenta muitos problemas, tais como, indicativos de
reagdes cruzadas, o estabelecimento de pontos de corte, a dificuldade na realizagao
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do teste e a baixa sensibilidade, que a tornaram uma técnica para ser utilizada
apenas em pequenos laboratorios (Ferreira & Avila, 2001).

O imunodiagndstico fornece resultados rapidos, porém quando se utiliza
extrato bruto do parasito observam-se problemas de especificidade, provenientes de
reacoes cruzadas. Varios trabalhos descrevem esse tipo de ocorréncia entre
pacientes portadores de diferentes patologias, em testes para sorologia chagasica.
Estas reacfes estdo descritas para tripanosomiase provocada por T. rangeli,
leishmaniose tegumentar e visceral, sifilis, toxoplasmose aguda, esquistossomose,
artrite reumatoide, lupus eritematoso sistémico, pénfigo  foliaceo,
paracoccidioimicose, hepatite e mononucleose (Carrasco et al., 1985).

A transfusdo sanglinea assume relevante importancia na epidemiologia da
doenca de Chagas, uma vez que corresponde a principal via de transmissao na
zona urbana onde reside cerca de 70% da populacdo das Américas (Schmunis et
al.1998).

Com excecédo dos derivados sanglineos, que sdo submetidos durante o seu
preparo a processos fisico-quimicos de esterilizacdo, todos 0s componentes
sanguineos podem transmitir a infeccéo pelo T. cruzi (Bonametti et al.,1998).

Até a década de 80 muitos paises endémicos sequer discutiam a transmissao
transfusional ou suspeitavam com clareza da sua ocorréncia e desta forma, nenhum
teste de triagem na selecédo de doadores de sangue foi realizado para a doenca de
Chagas (Bonametti et al.,1998).

No Brasil, a obrigatoriedade do teste para doenca de Chagas na selecédo de
candidatos a doacdo de sangue s6 ocorreu a partir da década de 80. Em 19 de
novembro de 1993, foi publicada a portaria 1376 do Ministério da Saude (MS), que
estabelecia um regulamento técnico rigoroso para os servicos de hemoterapia no
Brasil. Essa portaria determinava a realizagdo de dois testes com principios
metodoldgicos diferentes para o diagnéstico do “mal” de Chagas em todos os
doadores de sangue. Bolsas de sangue com resultado considerado reagente em
pelo menos um dos testes utilizados eram excluidas (Ministério da Saude, 1993).

Em varios paises latino-americanos, como a Argentina, o Chile (somente em
areas endémicas), Honduras, Paraguai, Uruguai, Venezuela e Equador também é
obrigatdria a sorologia para a tripanossomiase americana em candidatos a doacéo
de sangue (Schmunis & Cruz, 2005).

Em 2002, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) revogou a
referida portaria 1376 por meio da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) 343, de
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13 de dezembro de 2002 (Ministério da Saude, 2002), suspendendo a
obrigatoriedade dos dois testes de principios diferentes para a doenca de Chagas,
passando a vigorar a realizacdo de apenas um teste imunoenzimatico de alta
sensibilidade na triagem dos doadores. Em 14 de Junho de 2004, a RDC 343 foi
revogada passando a vigorar a RDC 153 que determina os mesmos procedimentos
(Ministério da Saude, 2004).

O combate sisteméatico ao vetor, a obrigatoriedade de triagem sorolégica do
doador de sangue e os programas de fidelizacdo destes doadores pelos servi¢os de
hemoterapia na maioria dos paises latino-americanos, tem contribuido para a
reducdo significativa da prevaléncia da infeccdo chagasica entre esses individuos e
consequentemente do risco de transmissao da doenca pela via transfusional de
sangue e componentes. A ocorréncia atual de rea¢des soroldgicas positivas para T.
cruzi € de 0,6%, uma queda significativa se comparada ao indice de 7,0% verificado
nos anos 70. Entretanto, em paralelo a diminuicdo de doadores chagasicos, tem-se
observado uma alta propor¢édo de resultados discrepantes ou indeterminados na
triagem sorologica de bancos de sangue e tais resultados caracterizam-se por
amostras duvidosas em um determinado teste e positivas ou mesmo negativas em
outro (Souza et al., 2006).

Diante da evidéncia de que grande parte das reacdes indeterminadas
representa falha na especificidade dos testes soroldgicos, conseqientemente muitos
individuos sadios serdo considerados como portadores de uma doenca grave
desencadeando problemas psicoldgicos, sociais e econémicos ao doador excluido,
além de promover o descarte desnecessario de bolsas de sangue, gerando perdas

financeiras ao SUS (Souza et al., 2006).

1.8.3.1 - Teste Hemaglutinacao Indireta (HAI)

O teste de hemaglutinacéo indireta muito utilizado no passado e padronizado
por Cerisola e cols (1962) se baseia na aglutinacdo de hemacias sensibilizadas com
antigeno de T. cruzi, em presenca de soro contendo anticorpos contra esse parasito.
Sua utilizagdo foi amplamente difundida em virtude da facilidade de execucéo do
teste, rapidez na leitura e por dispensar a utilizacdo de equipamentos adicionais
para a realizacdo do ensaio. O teste divide-se em 3 etapas. Inicialmente, adiciona-se
a amostra, que, sendo reagente, contém anticorpos anti-T. cruzi. O suporte € uma

placa de microtitulagdo com 96 cavidades. Em seguida, adicionam-se hemacias
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sensibilizadas com antigeno de T. cruzi. A reacdo antigeno-anticorpo que ocorre na
terceira etapa € detectada pela aglutinacdo das hemacias (Ministério da Saude,
1998).

A leitura do teste € visual, com a placa de microtitulacao colocada contra a luz
ou em espelho préprio. A amostra € considerada reagente quando as hemacias
estdo distribuidas de maneira homogénea, em forma de tapete, ocupando area
maior do que 50% do fundo da placa. Um resultado néo reagente é observado
quando as hemacias ficam acumuladas em forma de botdo no fundo do poco; e
uma amostra indeterminada é aquela que apresenta qualquer padrao diferente dos
anteriores (Ministério da Saude, 1998).

O teste de HAI pode ser qualitativo ou quantitativo. O teste de HAI qualitativo
é utilizado para definir se uma amostra € reagente ou nao reagente. Nesse caso a
amostra é diluida apenas uma vez. O teste de HAI quantitativo é utilizado para
confirmar os resultados das amostras reagentes no HAI qualitativo e para definir o
titulo destas amostras. A titulacdo € feita com a diluicdo seriada do soro. Essa
técnica tem sido amplamente utilizada para fins de rotina em virtude do baixo custo e
simplicidade na sua execucao. No entanto, reacfes cruzadas tém sido observadas
com outras parasitoses, principalmente com leishmanioses. Além disso, a leitura &
subjetiva 0 que concorre para falhas na interpretagcdo dos resultados (Luquetti &

Rassi, 2000).

1.8.3.2 - Teste de Imunofluorescéncia Indireta

A Imunofluorescéncia indireta (IFI) € um dos testes mais utilizados na
sorologia da doenca de Chagas (Camargo & Souza, 1966). A IFI é realizada com
formas epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) formolizadas, fixadas em laminas de vidro
e incubadas com o soro do paciente diluido em tampao apropriado. Posteriormente,
apos lavagens sucessivas, as laminas sao incubadas com anticorpo antigama
globulina humana conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (conjugado
fluorescente). Apos incubacao e lavagens, a lamina € analisada por microscopia de
fluorescéncia, cuja luz ultravioleta ativa o isotiocianato de fluoresceina, presente
apenas nos parasitos que apresentam anticorpos ligados a sua superficie. Na
auséncia de anticorpos, 0s parasitos permanecem com coloracdo avermelhada
ténue. A interpretacdo dos resultados deve obedecer aos seguintes critérios
(Luquetti & Rassi, 2000):
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-amostra ndo reagente: Auséncia total de fluorescéncia nos parasitos (Figura 1.5a).
-amostra reagente: presenca de fluorescéncia uniforme em toda a membrana do
tripanosoma (Figura 1.5Db).

-amostra indeterminada: Qualquer padrao diferente dos descritos acima.

a b

Figura 1.5 — a) IFI - Reacdo negativa b) IFl - Reac@o Positiva. Fotos gentiimente cedidas pelo
LACORE (Laborat6rio de Controle de Qualidade de Bio-Manguinhos)

O ensaio de IFI para a pesquisa de anticorpos IgG anti-T. cruzi tem sido
considerado como teste de referéncia na sorologia da doenca de Chagas. A
pesquisa de anticorpos Ig-M anti T. cruzi tem valor significativo no diagnéstico da
doenca aguda. Camargo e Amato-Neto (1974) utilizaram anticorpos especificos
anti-lgM humano, para a deteccdo da fase aguda e da transmissao congénita da
infeccdo. Hoje em dia, utiliza-se como conjugado anticorpo anti-lg humano marcado
com fluoresceina, uma vez que os fluorocromos podem ser conjugados as regides
Fc de uma molécula de anticorpo, sem afetar sua especificidade e, portanto
mantendo a sua capacidade detectar tanto IgM quanto 1gG (Ferreira & Avila, 2001).

A leitura do teste é subjetiva, assim como no teste de HAI, devendo o
equipamento de leitura estar bem ajustado para minimizar a ocorréncia de erros
técnicos. O amplo uso do teste de IFI se deve as seguintes vantagens: relativa
facilidade de se obter reagentes padronizados, elevada sensibilidade associada a
altos titulos de anticorpos em soros de populagéo infectada e processamento de um
grande numero de amostras. No entanto, sua especificidade é baixa uma vez que
permite a ocorréncia de reacdes cruzadas com amostras de individuos com outras

parasitoses (Luquetti & Rassi, 2000).
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1.8.3.3 - Ensaio Imunoenzimatico

O termo em inglés Enzyme-linked Immnunosorbent assay (ELISA) ou em
portugués Ensaio Imunoenzimatico (EIE) foi utilizado por Engvall e Perlmann em
1971. Esse teste foi desenvolvido como uma alternativa ao radioimunoensaio, para a
deteccdo de antigenos ou anticorpos e consistia em um ensaio heterogéneo,
diferente dos métodos enzimaticos até entdo utilizados que envolviam coloracdes
imuno-histoquimicas pela técnica de imunoperoxidase. (Sanchez, 2001).

Voller e cols. (1975) descreveram o teste EIE para o diagnostico da doenca
de Chagas utilizando placas de microtitulacdo sensibilizadas com componentes
antigénicos soluveis de formas epimastigotas de T. cruzi previamente adsorvidos.

O principio do EIE baseia-se em uma reacdo imunologica (antigeno-
anticorpo) seguida de uma etapa com antigeno ou anticorpo conjugado a uma
enzima, um substrato e uma substancia reveladora. Deste modo, antigenos ou
anticorpos primarios sao adsorvidos a uma fase sélida, usualmente uma placa de
poliestireno de 96 pocos. Em seguida, a superficie é lavada com uma solucao
tampao de bloqueio para impedir que proteinas ndo especificas adsorvam nessas
superficies. Posteriormente, a amostra que pode conter antigeno ou anticorpo
dependendo do método empregado é incubada e o anticorpo ou antigeno nao ligado
a amostra, é retirado por lavagem. A superficie da placa s&o adicionados anticorpos
ou antigenos ligados a uma enzima que na presenca de um substrato e de uma
solucdo cromodgena desenvolvem cor. A intensidade da cor é proporcional a
concentragcdo do antigeno ou do anticorpo pesquisado, presente na amostra (Davis,
1990).

O Teste imunoenzimatico pode ser apresentado em varios modelos:

1) EIE direto que funciona como um “sanduiche” montado da seguinte forma:

anticorpo de captura — antigeno de interesse — anticorpo secundario conjugado com

uma enzima, sendo a mais utilizada a enzima peroxidase.

2) EIE Indireto : O antigeno é aderido a fase sélida e se liga aos anticorpos
presentes na amostra. A reacao antigeno-anticorpo é detectada por meio da adicao
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de um conjugado anti-imunoglobulina humana ligado a uma enzima. A reacao é
evidenciada apos a adi¢cdo de um substrato que € oxidado pela enzima, originando
um produto com cor (Ministério da Saude, 1997).

3) EIE competitivo : O antigeno é aderido a fase sélida em seguida adiciona-
se a amostra (contendo ou ndo o0s anticorpos) e o conjugado (anticorpo especifico
que ird se ligar ao antigeno idéntico ao da amostra a enzima). Os anticorpos
presentes na amostra irdo competir com o conjugado impedindo a ligacdo deste.
Nesse caso, em uma reagdo positiva ndo se observa cor (0 substrato ndo sera
oxidado pois a enzima ndo esti presente) e na reagdo negativa observa-se oposto
(Ministério da Saude, 1997).

No teste EIE o resultado é definido pela leitura da absorbancia ou densidade
optica (DO) em espectrofotdbmetro, utilizando um filtro com comprimento de onda
indicado pelo fabricante, de acordo com a cor do produto formado pela oxidacédo do
substrato pela enzima. Cada conjunto de diagndstico possui uma formula para
calcular o cut-off (CO), ou seja, o ponto de corte, acima ou abaixo do qual as
amostras sdo consideradas reagentes, ndo reagentes ou indeterminadas. As
amostras indeterminadas sdo aquelas cujos valores de DO estéo incluidos na zona
cinza (borderline). A zona cinza varia com o fabricante do kit e pode compreender
valores superiores e inferiores ao CO, em torno de 10% (Luquetti & Rassi, 2000).

Algumas das vantagens do EIE sdo a elevada sensibilidade, a utilizacdo de
pequenas quantidades de soro ou plasma, o processamento de varias amostras em
uma sO placa, a utilizacdo de espectrofotbmetros portateis para a leitura dos
resultados no campo, com leitura objetiva e possibilidade de automacao (Figuras
1.6a e 1.6b). Por outro lado, a especificidade esta longe do ideal quando antigenos
brutos ou semi-purificados séo utilizados, principalmente pela ocorréncia frequente
de resultados borderline. O uso de fragbes ou antigenos purificados de T. cruzi
fornece resultados promissores para minimizar a reatividade cruzada e aumentar a

especificidade para soros chagasicos (Gomes, 1996).



25

Figura 1.6- a) Teste de EIE — Sistemas de automacéo e b) Teste de EIE - Microplaca
(Silva, 2003).

O desempenho dos diferentes conjuntos de EIE para o diagnostico da doenca
de Chagas (EIE) existentes no mercado foi avaliado observando-se valores de
sensibilidade de 97,7% a 100% e de especificidade entre 93,3% e 100%, sendo
constante nos diferentes conjuntos, os niveis de sensibilidade, porém com
especificidade variavel. (Oelemann et al.,1998).

Mais recentemente, outro estudo foi realizado para avaliar o desempenho de
varios kits (n=12) de onze fabricantes, com registro na ANVISA, incluindo Bio-
Manguinhos/FIOCRUZ para o diagnéstico laboratorial da doenca de Chagas. Os
resultados indicaram que os niveis de sensibilidade variaram de 97% a 100% e os
de especificidade de 60% a 100%. Diante disto, a Secretaria de Vigilancia em
Saude/MS, levando-se em conta o intervalo de confiancga (IC) de 95%, recomendou,
aos laboratérios que realizam o diagnéstico da doenca de Chagas, a utilizacdo de
um kit que apresente sensibilidade maior ou igual a 99% e especificidade maior ou
igual a 97% (Ministério da Saude, 2006a).
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1.8.3.4 — Testes soroldgicos — Antigenos em uso

1.8.3.4.1 - Antigenos purificados

Na década de 80 surgiram varios antigenos com o0 objetivo de aumentar a
sensibilidade e a especificidade dos testes. Os antigenos purificados GP90 kDa
presentes na superficie de todos os estagios evolutivos do T. cruzi (Scott & Snary,
1982) e GP97-83 presente nos estagios amastigota e epimastigota (Pan & Pratt,
1989) foram usados em pesquisa com bons resultados, elevando a especificidade
das reacdes. No entanto, ndo foram incluidos em conjuntos diagndsticos por motivos
econdmicos e técnicos. A purificacdo e producdo de antigenos do parasito por meio
da bioquimica classica é uma tarefa laboriosa, e apenas pequenas quantidades dos

componentes antigénicos podem ser obtidas.

1.8.3.4.2 - Antigenos excretados e secretados

A descoberta de varios antigenos secretados e excretados da forma
tripomastigota de T. cruzi, liberados espontaneamente no sobrenadante de cultura
de células infectadas, tém levado a muitas pesquisas para sua aplicagdo, como alvo
para novos meétodos de diagnostico sorolégico devido a sua alta sensibilidade
(Affranchino et al., 1989).

Antigenos secretados e excretados no sobrenadante de cultura de células
LLC-MK2 infectadas por formas tripomastigostas da cepa Y de T. cruzi foram
caracterizados e denominados TESA (tripomastigote excreted and secreted antigen).
Esses antigenos foram usados em uma reacdo de immunoblotting, chamada de
TESAbIlot para testar amostras de sangue de pacientes chagasicos das formas
clinicas, congénita, aguda e crénica e ndo chagasicos(Umezawa et al.,1996). Os
autores encontraram valores de 100% sensibilidade e especificidade e demostraram
por meio do teste que 0s soros de pacientes cronicos e agudos reconheciam
componentes antigénicos localizados em diferentes regides na fita de nitrocelulose.

Devido as limitagBes apresentadas no TESAblot com relacdo a sua aplicacao
em grandes rotinas, um novo método denominado TESAELISA foi proposto na
plataforma EIE. O ensaio apresentou alta sensibilidade em soros de pacientes tanto

na forma crénica como na forma aguda da doenca. No entanto, a especificidade foi
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limitada devido a ocorréncia de reacdes cruzadas em amostras de individuos com

leishmaniose (Umezawa et al., 2003).

1.8.3.4.3 - Antigenos recombinantes

Na ultima década, com o desenvolvimento da tecnologia de DNA
recombinante, os problemas relacionados a purificagdo de proteinas pela bioquimica
classica foram superados. Com a tecnologia de DNA recombinante, tornou-se
possivel a expressdo e producdo em bactérias, ou em outro microrganismo
conveniente, de proteinas heterdlogas. O procedimento basico consiste em
introduzir em bactérias o material genético (DNA) de outro organismo de tal forma
que as bactérias agora transformadas processardo esse DNA como 0 seu proprio
material genético. Desta maneira, a partir do DNA exdgeno introduzido nas
bactérias, serdo produzidas proteinas recombinantes (Scherf et al., 1990).

Por meio de manipula¢des adequadas as bactérias foram transformadas com
o material genético do T. cruzi, sendo gerada uma biblioteca de genes do parasito
obtendo-se clones de bactérias expressando diferentes genes desse parasito. A
biblioteca foi analisada, através do uso de técnicas imunoldgicas apropriadas, com
soro de pacientes chagésicos, de tal forma que foram detectados diversos clones de
bactérias que estavam produzindo proteinas do T. cruzi e que foram reconhecidas
pelo soro dos pacientes chagéasicos (Lafaille et al., 1989).

Apés a andlise individual desses clones frente a sua reatividade com soros
negativos e positivos para a doenca de Chagas, dois clones expressando proteinas
do T. cruzi com elevado valor de diagnéstico foram isolados. O estudo posterior
destes genes revelou que ambos apresentavam uma estrutura onde havia a
repeticdo de um mesmo motivo (epitopo) reconhecido por anticorpo. Um dos
antigenos apresentava uma localizacdo difusa no citoplasma enquanto o outro era
flagelar. Em funcéo de sua estrutura em epitopos repetitivos e sua localizacao, esses
antigenos foram denominados de antigeno citoplasmatico repetitivo ou citoplasmic
repetitive antigen (CRA) e esta presente nas formas epimastigotas e amastigotas, e
antigeno flagelar repetitivo ou flagelar repetitive antigen (FRA), presente nas formas
epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi (Lafaille et al., 1989).

O desenvolvimento das técnicas de DNA recombinante (Scherf et al.,1990)
permitiu a selecdo e clonagem de genes de varios antigenos parasitarios, alguns

destes com grande potencial de utilizacdo no diagnostico imunoldgico da doenca de
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Chagas (Krieger et al.,1992; Umezawa & Silveira,1999; Silveira et al., 2001; Gomes
et al., 2001; Umezawa et al., 2003).

O desempenho de diferentes misturas de antigenos recombinantes foi
também avaliado em outros estudos. O imunoensaio em linha (INNO-LIA®Chagas
Ab) utiliza em sua composi¢cdo uma mistura de sete antigenos recombinantes TC24,
SAPA, MAP(microtubule-associated protein), TcD, AG39, inclusive CRA e FRA . O
ensaio Immunodot (Dia Kit Bio-Chagas assay ®) foi desenvolvido com a mistura de
cinco antigenos recombinantes AG1,AG2, AG13, AG30 e SAPA (Shed acute phase
antigen). As proteinas B13, 1F8 e H49 foram utilizadas em um
ensaioimunoenzimatico (Mix-ELISA) e o ensaio quimioluminescente (PRISMChagas)
que utiliza quatro proteinas recombinantes quiméricas onde todos apresentaram
sensibilidade minima de 99,6% e especificidade minima de 99,1% (Silveira et al.,
2001; Umezawa et al., 2003; Chang et al., 2006).

1.8.3.5 - O Kit EIE Recombinante chagas — Bio-Manguinhos

Uma alternativa promissora ao diagnoéstico da doenca de Chagas utilizando
antigenos recombinantes naturais do T. cruzi, CRA e FRA, foi obtida a partir de um
trabalho de colaboracao entre as areas de pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (I0C)
e de producédo do Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos),
ambas Unidades Técnicas da FIOCRUZ.

Este trabalho teve inicio em 1987, no Laboratorio de Expressdo Génica do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do Instituto Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), onde foram selecionadas as duas proteinas, CRA e FRA (Lafallle et al.,
1989; Krieger et al., 1990), com elevada reatividade para anticorpos anti-T. cruzi na
plataforma de teste imunoenzimatico. A selecdo destes antigenos baseou-se na
analise da reatividade de diferentes proteinas recombinantes frente a diversos soros
chagasicos. As proteinas CRA e FRA foram escolhidas por apresentarem cerca de
95% de concordancia com os resultados da sorologia tradicional. Resultados
promissores foram obtidos quando se efetuou a mistura dos dois antigenos e neste
caso, soros que ndo reconheciam as proteinas isoladamente passaram a apresentar
reatividade para a mistura CRA e FRA (Almeida et al.,1990).

Classicamente, nos ensaios imunoenzimaticos, utiliza-se para revelacdo do
imunocomplexo uma molécula de alta afinidade ao anticorpo primario, em geral um

outro anticorpo associado a uma atividade enzimatica. De acordo com uma inovacao
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proposta por Krieger et al (1992), a revelacdo do imunocomplexo é efetuada pela
propria mistura antigénica associada a uma enzima. Neste caso, 0 mesmo anticorpo
deve se ligar a mistura dos dois antigenos impregnados no suporte fisico (método
direto) na qual ocorre reacdo imunoldgica e aos antigenos conjugados a atividade
enzimatica, utilizados para a revelacao do teste (Figura 1.7). Com esta técnica foi
possivel a utilizagdo de soros brutos (sem diluicdo), favorecendo o reconhecimento
das proteinas, por amostras com baixo titulo de anticorpos, uma vez que sé 0s

anticorpos especificos para os antigenos utilizados no teste sdo detectados.
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Figura 1.7 — EIE direto - Representacdo esquematica

No método original, as proteinas CRA e FRA fusionadas a -galactosidase (B-
gal) foram impregnadas na fase sélida. Para a conjugacdo com a peroxidase havia a
necessidade de retirar a B-gal, devido a reatividade cruzada desta enzima em um
elevado percentual de individuos sadios, inviabilizando a padronizagdo de um teste
com especificidade em niveis aceitaveis. Esta dificuldade foi contornada por meio da
expressdo dos antigenos CRA e FRA fusionados a -gal nos plasmideos pMS-gt11.
Este novo vetor permitiu a separacdo da porcdo B-gal da cadeia polipeptidica
relativa a CRA/FRA por meio de clivagem enzimatica de um segmento de ligacao
entre B-gal e a proteina recombinante utilizando-se o fator Xa (Krieger et al.,1992;
Scherf et al.,1990). A inclusdo da etapa de separacdo da proteina recombinante da
B-gal com o fator Xa, inviabilizou na época o escalonamento da producdo do Kit.
Apesar deste processo se mostrar eficiente na obtencdo de elevados indices de
sensibilidade e especificidade do kit, o rendimento do produto de clivagem era baixo
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e trazia como inconveniente a necessidade de inclusdo de uma etapa de purificacédo
para a retirada do estabilizante da proteina soroalbumina bovina (BSA). Além
destes, outros inconvenientes se somavam como o alto custo da enzima, o processo
de importacdo demorado e o prazo de validade curto (Silva, 2003).

Uma nova estratégia de obtencédo das proteinas recombinantes CRA e FRA
foi concebida utilizando-se os dois antigenos juntos fusionados a Glutationa-S-
Transferase (GST). A obtencédo desta nova construcdo permitiu um redesenho do
teste com a eliminacdo da fase de clivagem da B-gal, o que conseqientemente
viabilizou a producéo deste ensaio para diagnostico. Esta nova formatacao do teste
utilizou como fase solida a construgdo GST fusionada a proteina CRA&FRA (GST-
CRA&FRA) e para a conjugagcdao com a enzima peroxidase foram utilizadas as
proteinas recombinantes CRA e FRA fusionadas a $-gal (Figura 1.8). Com 0 uso
dessa construgcdo no conjugado ndo haveria problema de reacdo cruzada com

anticorpos anti- 3-gal (Silva, 2003).

EIE Recombinante — Chagas
Bio-Manguinhos
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Anticorpo ligado ao CRA CB-Gal-HRP

Figura 1.8 — Representagdo esquematica do modelo do EIE recombinante
Chagas, Bio-Manguinhos (Silva, 2003).
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O potencial de utilizacdo deste EIE CRA e FRA direto foi avaliado em dois

estudos independentes, sendo um deles patrocinado pela OMS e que
consistia na comparacdo do desempenho sorologico de diferentes testes em
desenvolvimento para o diagnostico da doenca de Chagas. Entre os mais de trinta
testes avaliados de todo o mundo, oito apresentaram desempenho considerado
altamente satisfatorio e dos oito somente o realizado com o antigeno CRA obteve
100% de especificidade e sensibilidade (Moncayo & Luquetti,1990; Silveira, 2001).

O segundo estudo foi efetuado em colaboracdo com a Fundacdo Hemocentro
de Sao Paulo, maior banco de sangue da América Latina, para analise do
desempenho de testes considerados padrdes para o diagndstico sorolégico da
doenca de Chagas, a saber, hemaglutinagdo, imunofluorescéncia indireta, cinco
testes de EIE disponiveis comercialmente e o EIE recombinante CRA+FRA. Os
resultados obtidos mostraram que o EIE recombinante CRA+FRA apresentou maior
especificidade e maior valor preditivo positivo em relacao aos Kits testados e 98% de
sensibilidade. Nesse estudo foi avaliado um total de 582 amostras de soros, sendo
144 provenientes de um painel de soros de area endémica para a doenca de
Chagas, 380 provenientes da Fundacédo Pro-Sangue do Hemocentro de Sao Paulo e
58 pacientes com outras patologias. Nenhuma destas Ultimas (n=58) reagiu
cruzadamente no EIE recombinante CRA+FRA (Carvalho et al., 1993).

Durante o estudo de padronizacao o kit também foi submetido a avaliacao de
438 amostras de soros e plasmas humanos, sendo 171 positivas, 209 negativas e
58 negativas para doenca de Chagas, porém positivas para outras patologias
passiveis de apresentarem reatividade cruzada, envolvendo pacientes de areas
endémicas e ndo endémicas, aléem de doadores de sangue. Os resultados obtidos
foram de 98,3% de sensibilidade e 100% de especificidade, considerando a
concordancia com outros ensaios laboratoriais, a saber, EIE, IFl e HAI, além de
xenodiagndstico positivo de 60 destas amostras (Silva, 2003).

Bio-Manguinhos registrou o produto EIE Recombinante Chagas na ANVISA
pelo periodo de 27/08/1999 a 27/08/2004 cumprindo as exigéncias da Portaria
n°08/MS/SVN (MS, 1996), vigente a época e que dispunha sobre o tema.

1.9 - Racional

Bio-Manguinhos, Unidade de Pesquisa e Producdo da Fundacdo Oswaldo
Cruz, ligada ao Ministério da Saude, tem como missdo o atendimento de demandas
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em Saude Publica em trés linhas de produtos: vacinas, reativos para diagnostico e
biofarmacos.

A producdo de reativos para diagnostico teve inicio h4 mais de 15 anos e tém
como principais alvos as seguintes doencas: HIV/aids, leishmaniose, leptospirose,
dengue, doenca de Chagas, maléaria, hepatites virais, entre outros. Os diversos
conjuntos de diagnéstico foram desenvolvidos em diferentes plataformas e
constituem testes rapidos, ensaios moleculares, soroldgicos de imunofluorescéncia
indireta e imunoenzimaticos.

O Kit EIE Recombinante Chagas Bio-Manguinhos, por ocasido da renovacao
do registro para comercializagdo do produto, necessitava passar por uma analise
prévia no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS),
FIOCRUZ. O reativo ndo alcancou condicao satisfatoria com relacdo aos niveis de
sensibilidade nessa avaliacdo. Consequientemente, 0 seu registro nao foi renovado e
a producao foi paralisada, tendo o produto retornado aos cuidados do grupo de
desenvolvimento tecnoldgico do Departamento de Reativos para Diagnostico.

Diante da necessidade do mercado brasileiro, de testes com alto grau de
sensibilidade, mas, sobretudo com alto grau de especificidade, para a doenca de
Chagas, visando minimizar a ocorréncia de resultados falso-positivos tanto nos
servicos de hemoterapia, como nos Laboratérios da Rede Publica, o kit EIE
Recombinante Chagas Bio-Manguinhos tornou-se um produto estratégico para Bio-
Manguinhos, com eficiéncia reconhecida pela comunidade cientifica (Carvalho et al.,
1993; Gomes et al., 2001; Silveira et al., 2001; Gadelha et al., 2003; Silva , 2003).
Segundo Gomes e colaboradores (2001) o mencionado conjunto de diagndstico
agrega algumas vantagens, como a utilizacdo de amostras de soro que né&o
precisam ser diluidas, reduzindo a possibilidade de erro na manipulacdo e o
procedimento rapido, em média 2 horas, de facil execucao.

Visando dar continuidade ao trabalho de desenvolvimento tecnolégico desse
produto, procuramos padronizar alguns modelos de protétipos utilizando as
construcbes dos antigenos recombinantes CRA e FRA fusionados a GST e a
peptideos (cauda de histidina), pretendendo alcancar melhorias significativas no que
tange aos niveis de sensibilidade sem contudo alterar os niveis de especificidade ja

alcancados anteriormente pelo produto.



2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Padronizar e avaliar o desempenho técnico do kit EIE Recombinante
Chagas-Bio-Manguinhos,  utilizando as  construgbes recombinantes
CRA&FRA-GST e CRA&FRA-HIS, objetivando encontrar um modelo com
maior nivel de sensibilidade, sem alterar a especificidade do teste, de modo a
permitir a continuidade de sua producéo e a utilizacdo na rede de servigcos de

hemoterapia e de laboratorios do pais.

2.2 — Objetivos especificos

2.2.1 — Cultivar, expressar e purificar os antigenos recombinantes CRA e FRA
fusionados as proteinas GST, $-gal e Histidina.

2.2.2 - Conjugar as proteinas recombinantes Histidina-CRA&FRA,
B-gal-CRA e B-gal-FRA.

2.2.3 — Padronizar trés prototipos do Kit.

2.2.4 — Realizar em diferentes fases, analises do desempenho dos protétipos.

2.2.5 — Determinar os parametros de sensibilidade, especificidade, valor

preditivo positivo e valor preditivo negativo de cada protétipo.



3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Locais de experimentacéo e procedimentos

Os experimentos do presente estudo foram realizados em Bio-Manguinhos,
no Laboratério de Tecnologia Diagnéstica (LATED), em colaboracdo com o
Departamento de Reativos para Diagndéstico (DERED) de Bio-Manguinhos.

Os lotessementes das bactérias transformadas foram cultivados em uma area
especifica do LATED reservada para o cultivo de organismos geneticamente
modificados. Foram seguidas as recomendacbes da Comissdo Técnica de
Biossegurangca da Fiocruz, com o microorganismo utilizado no presente trabalho
enquadrado na classe NB2 e manipulado de acordo com o Certificado de Qualidade
em Biosseguranca (CQB) n° 110/09.

Os meios e solucdes formulados foram preparados pelo Setor de Solugdes e
Diluentes (SESOD) do DERED, seguindo as normas de controle de qualidade ja
estabelecidas pela Instituicao.

Instalacdes e equipamentos foram certificados, calibrados e aprovados para
uso em laboratério, de acordo com as normas de qualidade do Laboratério de
Metrologia e Validacdo do Departamento de Garantia da Qualidade de Bio-
Manguinhos (LAMEV/ DEGAQ).

Os antissoros obtidos em coelho, anti-CRA e anti-FRA, utilizados no presente
estudo foram preparados de acordo com Procedimentos Operacionais Padronizados
(POPs) estabelecidos pela Secdo de Insumos, Conjugados e Apoio (SEICA) do
DERED, DI n° 1436 e pelo Laboratério de Experimentacdo Animal (LAEAN), com
protocolo Comité de Etica na Utilizac&o de Animais (CEUA) n° PO151/02.

As proteinas recombinantes foram purificadas no LATED em colaboracéo
com o Laboratério de Macromoléculas de Bio-Manguinhos (LAMAM).
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Parte desse material foi conjugado a peroxidase de acordo com POP,
previamente estabelecido pelo SEICA, DI n°® 1440, no LATED. As solucdes utilizadas
na padronizacdo dos protétipos foram elaboradas de acordo com POPs previamente
estabelecidos pelo SESOD, a saber: Tampao Carbonato/Bicarbonato 0,01M ou
Tampao de Sensibilizacdo DI n° 2061, Tampéo de Lavagem ou PBS-Tween DI n°
2064, Tampéo Diluente do Substrato DI n° 2052, Solugéo de Substrato DI n° 2051,
Solugdo de Cromdgeno DI n® 2054 e Solugéo de Acido Sulfirico DI n® 2055, que

estao dispostas no anexo 8.1.

3.2 - Produgéo das proteinas recombinantes

3.2.1 — Microorganismo Transformado

Foram utilizadas bactérias Escherichia coli (E. coli) cepa XL1 — blue (recAl,
endAl, gyrA46, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac’, F[proAB" lacl® ZAM15,
Tn10(tet)]°) transformadas geneticamente, para a producdo das proteinas
recombinantes, Histidina-CRA&FRA, GST-CRA&FRA, Bgal-CRA e Bgal-FRA. As
bactérias foram mantidas em estoque de lotessementes devidamente registrados e
armazenados em nitrogénio liquido aos cuidados do LATED e criopreservados a
-70°C.

Todo o processo de transformacdo das bactérias com as proteinas de
interesse, CRA e FRA, foi realizado pelo Laboratério de Expressdo Génica do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do I0OC em colaboragcdo com Bio-
Manguinhos. Este trabalho foi desenvolvido desde a década de 90, quando
construcbes foram disponibilizadas para a utilizacdo na padronizacdo de um
conjunto de diagndstico da doenca de Chagas. Foram disponibilizadas oito
construgcdes ao longo do tempo, a saber: B-gal-CRA, B-gal-FRA, GST-CRA, GST-
FRA, GST-CRA&FRA, Histidina-CRA, Histidina-FRA e Histidina-CRA&FRA. As
construcbes utilizando as proteinas recombinantes CRA e FRA fusionadas a
peptideos foram desenvolvidas mais recentemente e disponibilizadas para Bio-
Manguinhos, ndo sendo utilizadas anteriormente na padronizacdo do kit EIE-
RecombinanteChagas-Bio-Manguinhos.

O vetor plasmidial da construcdo B-gal-CRA e B-gal-FRA é o plasmideo

pMSgT11 que expressa em E. coli as proteinas CRA e FRA fusionadas a proteina -
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gal. O vetor plasmidial da construcdo GST-CRA&FRA ¢é o plasmideo pGEX-A que

expressa em E. coli as proteinas CRA&FRA (quimera) fusionadas a proteina GST. O
vetor plasmidial da construcdo Histidina-CRA&FRA é o plasmideo pQE-30 que
expressa em E. coli as proteinas CRA&FRA fusionadas a seis residuos do

aminoacido histidina.

3.2.2 - Lotessementes

Os lotessementes das cepas de E. coli contendo as diferentes construgdes
das proteinas CRA e FRA foram produzidos inoculando-se 200 mL de meio LB
enriquecido com 2 mL de suspensédo de células previamente cultivadas no mesmo
meio, adicionado de ampicilina (Sigma) 100ug/mL, em frasco Erlenmeyer de 1000
mL. As culturas foram incubadas em agitador termoestabilizado (Lab Line), sob leve
agitacdo a 37°C, até que as densidades 6ticas atingissem, a 600 nm, valor igual a 2.
As massas celulares foram recuperadas por centrifugagdo a 6000 g por 20 minutos,
ressuspensas volume a volume (v/v) em meio de cultivo LB ampicilina com glicerol a
96% (Invitrogen). Estas suspensdes foram distribuidas em aliquotas e estocadas em

freezer -70°C e em nitrogénio liquido

3.2.3 - Cultivo e Inducao da bactéria transformada

Para a producdo das massas de bactérias expressando as proteinas
recombinantes (3-gal-CRA, B-gal-FRA, GST-CRA&FRA e Histidina-CRA&FRA foram
distribuidas em Erlenmeyer de 3000 mL contendo 500 mL de meio LB (enriquecido)
acrescido de 2 mL de solucdo de ampicilina 25 mg/mL, além de 50 mL de um pré-
in6culo com 18 horas de crescimento, oriundo do lote semente, como descrito no
item anterior (3.2.2). As culturas foram incubadas a 37°C em agitador orbital, sob
leve agitacdo, até que as densidades oticas a 600 nm atingissem 0,450 quando foi
adicionada uma solucdo de iso-propylB-thiogalactosidase (IPTG), para uma
concentragdo final de 0,1 mM, em cada frasco. Os cultivos foram monitorados,
retirando-se aliquotas a intervalos de 30 minutos até que as densidades oticas a 600
nm se estabilizassem. Estas aliquotas foram armazenadas para posterior analise por

eletroforese desnaturante descontinua em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) no
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equipamento phastsystem (PHARMACIA), para verificagdo dos niveis de inducéo

alcancados (Schagger & Jagow, 1987).

3.2.4 - Rompimento das células bacterianas

ApGs o cultivo e inducéo, a suspensédo bacteriana transformada foi transferida
para frascos previamente pesados e centrifugadas (Presvac) a 6000g por 20 minutos
a 4°C. O pellet bacteriano foi ressuspenso em solucao tampéao Tris-HCI, 50mM, pH
8.0 contendo PMSF 1mM e Lisozima 5mM (1g de massa celular umida/10mL de
solugdo do tampéo de lise). O rompimento celular foi realizado em um sonicador
Branson Sonifier (Labline) 450, usando-se 2 pulsos de ultra-som, durante 2 minutos,
com intervalo de 5 minutos entre eles e banho de gelo. O material rompido foi
centrifugado a 6000g por 20 minutos a 4°C para retirada dos restos celulares e o

sobrenadante armazenado em freezer — 20T até a sua utilizag&o.

3.3 - Purificacédo das proteinas recombinantes

Apés didlise, os sobrenadantes das culturas lisadas foram submetidos a
cromatografia de afinidade por metal imobilizado (IMAC-Ni) no caso dos
recombinantes com cauda de histidina ou a cromatografia de afinidade por
glutationa, no caso dos recombinantes com GST. Para as proteinas 8-gal-CRA e 3-
gal-FRA a purificacdo constituiu de duas etapas: a primeira, por cromatografia de

troca anidnica e a segunda por cromatografia de exclusdo molecular.

3.3.1 - Cromatografia de Afinidade

O sobrenadante de cultura lisada contendo o produto recombinante GST-
CRA&FRA foi descongelado e centrifugado 6000g por 20 minutos a 4°C. A resina
Glutationa Sepharose (Sigma) foi previamente equilibrada com tampéao Tris-HCI 50
mM pH 8. O sobrenadante foi adicionado a igual volume da resina em tubo de
polipropileno de 50 mL e incubado a temperatura ambiente por 30 minutos, com
agitacao suave. Em seguida, foram feitas lavagens sucessivas com tampao Tris-HCI
50 mM/ NaCl 150 mM pH 8 até a completa retirada do material ndo ligado a resina. A

proteina foi eluida em 3 etapas, com incubag¢do durante 5 minutos a temperatura
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ambiente com agitacdo suave, utilizando-se uma solucdo Tris-HCI 50 mM com
10mM de Glutationa reduzida (Sigma), em cada etapa. As fragBes eluidas foram
analisadas por eletroforese desnaturante em gradiente de gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE 8-25%) no equipamento phastsystem e preparado um pool destas
fracbes. A massa foi estimada pelo método de Folin-Lowry modificado (Bio-Rad),
utilizando-se BSA (Cultlab) 1mg/mL como padréo (Peterson, 1983).

Quanto ao produto recombinante Histidina-CRA&FRA o sobrenadante de
cultura lisada foi descongelado e centrifugado a 6000g por 20 minutos a 4°C. A
resina Ni-NTA (Quiagen) foi previamente equilibrada com tampéao Tris-HCI 50 mM/
NaCl 300 mM/ Imidazol (Sigma) 20 mM pH 8 e, a esta, foram adicionados dois
tercos do sobrenadante de cultura em tubo de polipropileno de 50 mL, seguido de
incubacédo a temperatura ambiente por 30 minutos, sob agitacdo suave. Em seguida,
foram feitas lavagens sucessivas com tampao Tris-HClI 50 mM/ NaCl 300 mM/
Imidazol 20 mM pH 8 até a completa retirada do material ndo ligado a resina. A
proteina foi eluida em 3 etapas com incubacdo por 15 minutos a temperatura
ambiente sob agitacao suave, utilizando-se uma solugcéao de tampéo Tris-HCI 50 mM/
NaCl 300 mM/ Imidazol 250 mM pH 8 em cada etapa. As fracdes eluidas foram
analisadas por SDS-PAGE em gel gradiente de 8-25% no equipamento phastsystem
e preparado um pool destas fracGes. Posteriormente o pool de eluidos foi submetido
a uma dessalinizacdo em coluna pré-empacotada com a resina sephadex G25 fine
(Amershan), equilibrada com tampao Tris-HCI 50 mM pH 8. Esta etapa
cromatografica foi efetuada em estagcdo de trabalho da Pharmacia Biotech
(HPLC/FPLC). As amostras protéicas foram detectadas a 220 nm e 280 nm, sendo o
gradiente salino monitorado por meio de condutivimetro especifico. Apos a
dessalinizacdo a amostra foi submetida a liofilizacdo e sua massa foi estimada pelo
método de Folin-Lowry modificado, utilizando-se BSA 1mg/mL como padrao
(Peterson, 1983).

3.3.2 - Cromatografia de Troca Anidnica e Exclusdo  Molecular

Os sobrenadantes das culturas lisadas contendo os produtos recombinantes
B-gal-CRA e B-gal-FRA, foram descongelados e centrifugados 6000g por 20 minutos
a 4°C. A cromatografia foi realizada em coluna Poros HQ (Applied Biosystems) de
100 mL com tampéo Tris-HCI 50 mM pH 8, utilizado para a lavagem da mesma. A

cromatografia foi realizada por meio de gradiente salino em degrau step wise,
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seguida pela eluicdo dos recombinantes p-gal-CRA e B-gal-FRA em 40% do tampé&o
Tris-HCI 50 mM/ NaCl 1M pH8. Esta etapa foi efetuada em estacao de trabalho da
Pharmacia Biotech (HPLC/FPLC). As amostras protéicas foram detectadas a 220 nm
e 280 nm, sendo o gradiente salino monitorado por meio de condutivimetro
especifico. As fracOes eluidas foram reunidas, concentradas e analisadas por SDS-
PAGE 7,5% no sistema mini-protean (Bio-Rad). A concentracdo protéica foi
estimada pelo método de Folin-Lowry modificado, utilizando-se BSA 1mg/mL, como
padrao (Peterson, 1983).

As amostras concentradas foram aplicadas em cromatografia de exclusédo e
peneiracdo molecular, usando-se coluna sephadex 200 HR10/30 e foi usado para a
eluicdo da coluna, o tampéo Tris-HCI 50 mM/ Nacl 150mM pH 8. As fra¢des eluidas
foram reunidas, concentradas e analisadas por eletroforese SDS-PAGE em (7,5%)
no sistema mini-protean (Bio-Rad). A concentracdo protéica foi estimada pelo
método de Folin-Lowry modificado, utilizando-se BSA 1mg/mL, como padrao
(Peterson, 1983).

3.4 - Conjugacao

3.4.1 - Conjugacdo da proteina recombinante Histidi na-CRA&FRA

ApOs as etapas de purificacdo, a proteina recombinante Histidina-CRA&FRA
foi dialisada em tampéo carbonato de sdédio 0,01 mM pH 9,5 em colunas de gel
filtracdo Sephadex G-25 do tipo PD 10 (Amersham Pharmacia) e sua concentragao
estimada em 2,3 mg/mL, pelo método de Folin-Lowry modificado, utilizando-se BSA
1mg/mL como padrdo (Peterson, 1983). Inicialmente, dissolveu-se 1,15 mg de
peroxidase (cerca de 50% do valor de massa de peroxidase Horseradish Type IV
Sigma (HRP) em relagdo a concentracdo de proteina recombinante) em 1 mL de
agua, seguida da adicao de 0,3 mL de metaperiodato 0,1M (Sigma) sob agitacéo
constante por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriomente, a solucéo
contendo peroxidase ativada foi dessalinizada em coluna Sephadex G-25 (PD10) e
equilibrada com solucdo de acetato de sodio, 1ImM, pH 4,4. Apés desprezar um
volume de 2,5 mL (equivalente ao volume de leito da coluna) coletou-se uma fracéao
de 1,5 mL e posteriormente ajustou-se o pH desta fragcdo para 9,5 utilizando-se
tampdo carbonato 0,2M, pH 9,5. A proteina recombinante Histidina-CRA&FRA,
dialisada em tampdao carbonato de sodio 0,01M, pH 9,5 (1 mL) foi conjugada a HRP
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(Nakane e Kawoi, 1974) ativada por 2 horas sob agitacdo constante. Apds este
periodo foram acrescentados 0,15 mL de borohidrato de sédio (Sigma) a 0,1 M a
preparacdo e em seguida, incubou-se a 4°C por 2 horas. Ao término deste periodo o
conjugado foi passado em colunas de gel filtracdo Sephadex G-25 do tipo PD 10
(Amersham Pharmacia). Novamente, 2,5 mL (volume de leito da coluna) foram
desprezados e coletada uma fracdo de 2 mL de conjugado, que foi estocada a -20C
até a definicdo do seu titulo no ensaio imunoenzimético de padronizacdo dos

protoétipos.

3.4.2 - Conjugacdo da proteina recombinante  B-gal-CRA

ApOs as etapas de purificagcdo, a proteina recombinante [(-gal-CRA foi
dessalinizada em tampéo carbonato de sodio 0,01 mM pH 9,5 em colunas de gel
filtracdo Sephadex G-25 do tipo PD 10 (Amersham Pharmacia) e sua concentragao
estimada, em 0,99 mg/mL, pelo método de Folin-Lowry modificado, utilizando-se
BSA 1mg/mL como padrdo (Peterson, 1983). Inicialmente, dissolveu-se 5 mg de
peroxidase em 1 mL de agua e adicionou-se 0,25 mL de metaperiodato (0,1M) sob
agitacdo constante por 20 minutos a temperatura ambiente. Posteriomente, a
solugéao contendo a peroxidase ativada foi dessalinizada em coluna Sephadex G-25
(PD10) e equilibrada com solucdo de acetato de sodio, 1mM, pH 4,4. Apés
desprezar 2,5 mL (volume de leito da coluna) coletou-se 3,5 mL, fracionado em
volumes de 0,5 mL e os tubos com coloragdo mais forte foram misturados e
selecionados para o ajuste da concentracdo final de HRP ativada com a proteina a
ser conjugada. O pH dessa solucédo foi ajustado para 9,5 utilizando-se tampéo
carbonato 0,2M, pH 9,5. Fez-se a leitura da solucdo de HRP ativada em
espectofotdbmetro (403 nm) para determinar sua concentracdo final. [HRP]=1.529
(D.0)X100/44=3,47 mg/mL. Em seguida, foram retirados 0,144 mL desta solucao
para a conjugacdo com a proteina recombinante (3,5 mL), dialisada em tampéao
carbonato de sodio, por 2 horas, sob agitacdo constante. Apos esse periodo foi
acrescentado borohidrato de Sédio 0,1 M (0,0125 mL) & preparacdo e em seguida,
incubou-se a 4°C por 2 horas. Ao término deste periodo o conjugado foi passado em
colunas de gel filtracdo Sephadex G-25 do tipo PD 10 (Amersham Pharmacia). Um
volume de 2,5 mL (volume do leito da coluna) foi desprezado e coletada uma fracéo
de 1,5 mL de conjugado. Este conjugado foi estocado a -20C, até a definicdo do

seu titulo no ensaio imunoenzimético de padronizag¢édo dos prototipos.
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3.4.3 - Conjugacao da proteina recombinante  B-gal-FRA

Apbés as etapas de purificagdo, a proteina recombinante B-gal-FRA foi
dessalinizada em tampao carbonato de sédio 0,01 mM pH 9,5, usando-se colunas
de gel filtracdo Sephadex G-25 do tipo PD 10 (Amersham Pharmacia) e sua
concentracdo estimada em 1,1 mg/mL, pelo método de Folin-Lowry modificado,
utilizando-se BSA 1mg/mL como padrao (Peterson, 1983). Inicialmente, dissolveu-se
5 mg de peroxidase em 1 mL de agua e em seguida, adicionou-se 0,25 mL de
metaperiodato (0,1M) sob agitacdo constante por 20 minutos a temperatura
ambiente. Posteriomente, a solugéo contendo a peroxidase ativada foi dialisada em
coluna Sephadex G-25 (PD10) e equilibrada com solucdo de acetato de sodio, 1mM,
pH 4,4. Apos desprezar, 2,5 mL (volume de leito da coluna) foram coletados 3,5 mL,
fracionados em quantidades de 0,5 mL e os tubos com coloracédo mais forte foram
selecionados e misturados para o0 ajuste da concentracéo final de HRP ativada com
a proteina a ser conjugada. Posteriormente, o pH desta solucdo foi ajustado para
9,5 utilizando-se tampéao carbonato 0,2M, pH 9,5. Fez-se entédo a leitura da solucéo
de HRP ativada em espectofotometro (403 nm) para determinar sua concentracéo
final. [HRP]=1,824 (D.0)X100/44=4,14 mg/mL. Em seguida, retirou-se 0,133 mL
desta solucdo para a conjugacdo com a proteina recombinante (volume: 2 mL) que
foi dialisada em tampéao carbonato de sodio 0,01 mM pH 9,5 e deixada por 2 horas
sob agitacdo constante. Apds esse periodo foi acrescentado borohidrato de Sodio
0,1 M (0,014 mL) a preparacdo e em seguida, incubou-se a 4°C por 2 horas. Ao
término desse periodo o conjugado foi passado em colunas de gel filtragdo
Sephadex G-25 do tipo PD 10 (Amersham Pharmacia). Apos desprezar 2,5 mL
(volume de leito da coluna) foi coletada uma fracdo de 1,5 mL de conjugado, que foi
estocada a -20C até a definicdo do seu titulo no ensaio imunoenzimatico de
padronizacao dos protétipos.

3.5 - Padronizac&o dos prototipos

Do ponto de vista cientifico teriamos dezenas de possibilidades de
formatacdo dos prototipos em funcdo das oito construgdes disponibilizadas. No
entanto, a nossa opc¢ao no presente estudo foi a de estabelecer trés prototipos com
formatacdes diferentes quanto a utilizagdo das proteinas recombinantes na

plataforma imunoenzimatica.
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Foram preparados prototipos com variagées do antigeno recombinante ligado
na microplaca (fase solida) e a proteina recombinante utilizada como conjugado.
Sendo assim definimos trés tipos de protoétipos a serem analisados:

1) GST-CRA&FRA como antigeno ligado a fase sélida e conjugado utilizando
as construgfes B-gal-CRA e B-gal-FRA ligadas & HRP. Esta concepcdo é a mesma
do modelo padronizado a época em que o kit foi registrado por Bio-Manguinhos junto
a ANVISA.

2) Histidina-CRA&FRA como antigeno ligado a fase soélida e conjugado
utilizando a construgéo Histidina-CRA&FRA ligada & HRP.

3) GST-CRA&FRA como antigeno ligado a fase solida e conjugado utilizando
a construcdo Histidina-CRA&FRA ligada & HRP.

3.5.1 - Determinacao dos titulos de antigeno e conj  ugado — Protétipos 2 e 3.

O ensaio imunoenzimatico foi padronizado de forma a determinar os titulos
do antigeno, bem como a melhor concentracdo do conjugado (Checkboarder) frente
aos antissoros anti-CRA e anti-FRA que funcionam como calibradores positivos da
reagdo e frente ao soro bovino adulto, como um calibrador negativo da reagao
(Figura 3.1).

Em uma microplaca (U-bottom strip plates — Greiner) foram distribuidos 50 uL
de uma solucdo de tampao carbonato/bicarbonato contendo varias concentracoes
do antigeno recombinante (variando de 175 ng a 5600 ng) GST-CRA&FRA (placas
01(a) e 02(a)). O mesmo procedimento foi realizado com o antigeno Histidina-
CRA&FRA (placas 01(b) e 02(b)). As diferentes concentracfes antigénicas (175,
350, 700ng) foram adicionadas as placas 01(a) e 01(b) enquanto concentracdes
maiores (1400, 2800, 5600ng) foram adicionadas as placas 02(a) e 02(b), conforme
representacdo esquemaética na Figura 3.1. Apdés o periodo de 16 a 18 horas de
incubacédo a 4°C, foram efetuadas 3 lavagens (Tecan) com tampéao de lavagem (250
ML por poco), para a retirada do material ndo adsorvido as cavidades das

microplacas.
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Foram entdo distribuidos 50 L dos antissoros padrdes, de forma a obtermos
uma disposi¢céo na placa onde o soro anti-CRA, o soro anti-FRA, o soro bovino e o
diluente do conjugado (sem soro) fossem avaliados com a mesma concentragéo de
antigeno e a mesma diluicdo do conjugado (Figura 3.1). Apés um periodo de
incubacédo de 30 minutos a 37°C, sucedeu-se lavagem com tampéao de lavagem para
a retirada do material ndo adsorvido. Em seguida, adicionou-se as cavidades da
microplaca, diluicbes respectivas a cada coluna (figura 3.1) do conjugado Histidina-

CRA&FRA marcado com HRP, incubando-se por 30 minutos a temperatura de 37°C.

Procedeu-se a nova lavagem, com tampao de Lavagem para a retirada do
conjugado nao ligado. Esta reacdo foi revelada adicionando-se a cavidade da
microplaca 100 pyL de uma solugcéo contendo o diluente do substrato, solugdo de
substrato e solucdo cromoégena. Apds incubacdo de 30 minutos a temperatura
ambiente, a reacado foi interrompida com a adicdo de 50 pL de solucédo de acido
sulfdrico 2M e as densidades o6ticas foram mensuradas a 450nm em leitor de ELISA
(Tecan).

3.5.2 - Determinagdo dos titulos dos conjugados em funcdo do titulo do
antigeno — Protétipo 1.

O ensaio imunoenzimatico foi padronizado de forma a determinar os titulos
dos conjugados B-gal-CRA e B-gal-FRA ligados a HRP em funcéo da concentracdo
antigénica ideal de GST-CRA&FRA ja estabelecida na padronizacédo do protétipo 3
(item 3.5.1), uma vez que estes dois prototipos tem em comum a mesma preparacao

antigénica com os antissoros (a-CRA e a-FRA) de coelho.

Em uma microplaca (U-bottom strip plates — Greiner) foram distribuidos 50 pL
de uma solucdo tampdo de carbonato/bicarbonato contendo 700ng do antigeno
recombinante GST-CRA&FRA. Apds o periodo de 16 a 18 horas de incubacao
(overnight) a 4°C foram efetuadas 3 lavagens com Tampao de Lavagem, 250 uL por

poco para a retirada do material ndo adsorvido as cavidades das microplacas.
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Ag 175 ng Ag 350 ng Ag 700 ng
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A aCRA | aCRA | aCRA | oCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA
B aCRA | aCRA | aCRA | oCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA | aCRA
C aFRA | aFRA | aFRA aFRA aFRA | aFRA | aFRA aFRA aFRA | aFRA | aFRA aFRA
D aFRA | aFRA | aFRA aFRA aFRA | aFRA | aFRA aFRA aFRA | aFRA | aFRA aFRA
E CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN
F CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN
G Ss Ss Ss Ss SS SS SS Ss R SS SS SS
H Ss Ss Ss Ss SS SS SS Ss SS SS SS Ss
1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000
Conjugado Conjugado Conjugado
Disposicao das Amostras Placa 02(a) e Placa 02(b)
Ag 1400 ng Ag 2800 ng Ag 5600 ng
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A aCRA aCRA aCRA aCRA aCRA aCRA aCRA aCRA aCRA aCRA aCRA aCRA
B aCRA | aCRA | aCRA | oCRA aCRA | aCRA | aCRA | oCRA aCRA | aCRA | aCRA | oCRA
C aFRA | aFRA | aFRA aFRA aFRA | aFRA | aFRA aFRA aFRA | aFRA | aFRA aFRA
D aFRA | aFRA | aFRA aFRA aFRA | aFRA | aFRA aFRA aFRA | aFRA | aFRA aFRA
E CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN
F CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN CN
G Ss Ss Ss Ss SS Ss Ss Ss R Ss Ss Ss
H Ss Ss Ss Ss Ss Ss Ss Ss Ss Ss Ss Ss
1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000
Conjugado Conjugado Conjugado

Figura 3.1 Representacdo esquematica de um teste EIE para determinacéo da concentracdo dos antigenos e

do titulo do conjugado.

Antigenos - GST-CRA&FRA e Histidina-CRA&FRA
Conjugado - Histidina-CRA&FRA-HRP
Placa 01(a) e 2(a) — Antigeno GST-CRA&FRA

Placa 01(b) e 2(b) — Antigeno Histidina-CRA&FRA
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Foram distribuidos 50 pyL dos anti-soros padréo, de forma a obtermos uma
disposicdo na placa onde tanto o soro anti-CRA, soro anti-FRA, soro bovino e
diluente do conjugado (sem soro) fossem avaliados com a mesma concentragéo do
antigeno e uma mesma diluicdo do conjugado (Figura 3.2). Ap6s um periodo de
incubacédo de 30 minutos a 37°C, sucedeu-se lavagem com PBS-T para a retirada do
material ndo adsorvido nesta etapa da reacdo. Em seguida, adicionou-se as
cavidades da microplaca, as diluicdes respectivas do conjugado (3-gal-CRA e B-gal-
FRA marcado com HRP em colunas separadas B-gal-CRA - colunas 1 a 4; B-gal-

FRA - colunas 5 a 6, incubando-se por 30 minutos a 37°C.

Para a retirada do conjugado né&o ligado usou-se um tampao de lavagem. A
reacdo foi revelada adicionando-se a cavidade da microplaca 100 pL de uma
solucdo contendo o diluente do substrato, solucdo de substrato e solucéo
cromogena seguida por incubacédo de 30 minutos a temperatura ambiente. A reacéo
foi interrompida com a adicdo de 50 yL de solucdo de &cido sulfarico 2M e as
densidades oticas foram mensuradas a 450nm em leitor de ELISA.

Ag[ Ing Ag[ ]ng

1 2 3 4 5 6 7 8
A aCRA aCRA | aCRA aCRA aCRA | aCRA | aCRA aCRA
B aCRA aCRA | aCRA aCRA aCRA | aCRA | aCRA aCRA
C aFRA aFRA aFRA aFRA aFRA aFRA aFRA aFRA
D aFRA aFRA aFRA aFRA aFRA aFRA aFRA aFRA
E CN CN CN CN CN CN CN CN
F CN CN CN CN CN CN CN CN
G SS SS SS SS SS SS SS SS
H SS SS SS SS SS SS SS SS

1:50 |1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:50 | 1:100 | 1:200 | 1:400
Conjugado B-gal-CRA/HRP Conjugado B-gal-FRA/HRP

Figura 3.2 Representacdo esquematica de um teste EIE para a
determinacéo do titulo dos conjugado.

Antigeno - GST-CRA&FRA
Conjugado - B-gal-CRA e p-gal-FRA
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3.5.3 - Montagem dos prototipos

Foi preparado 1 lote experimental de cada protétipo contendo 0s seguintes

componentes:

1) Tampao de Lavagem [20X]
2) Diluente do conjugado

3) Diluente do substrato

4) Cromogeno

5) Substrato

6) Acido Sulfarico 2M

7) Calibrador Positivo

8) Calibrador Negativo

9) Conjugado

10) Tiras Sensibilizadas

11) Manual de instrugéo (anexo 8.2)

Os componentes listados de 1 a 6 foram produzidos e cedidos pelo SESOD (Setor
de Solucdes e Diluentes — DERED — VPROD). Os itens de 7 a 10 foram preparados

conforme as descrigbes abaixo.

3.5.3.1 - Preparo dos Calibradores

Foi utilizado como calibrador positivo soro anti-CRA obtido em coelho (DI
1436), adicionado do conservante kathon CG (Rohm and Haas Company) na

proporcao de 0,1%.

Foi utilizado como calibrador Negativo soro bovino adulto (Cultlab),
adicionado do conservante kathon CG (Rohm and Haas Company) na propor¢cao de
0,1%.
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3.5.3.2 - Preparo do Conjugado

O conjugado a ser utilizado no teste EIE foi diluido da solucdo mae
(preparado conforme os itens 3.4.1;3.4.2 e 3.4.3), em estabilizante comercial para
peroxidase (Scripps) — conservado de 2 a 8C, na diluicdo estabelecida no teste de

padronizacao.

3.5.3.3 - Sensibilizacdo das placas

As microplacas utilizadas nos protoétipos tem formato de fundo em U e estdo
dispostas em tiras duplas de encaixe, totalizando 96 orificios. A sensibilizacao foi
realizada utilizando-se o antigeno recombinante de cada protétipo diluido na
concentracdo antigénica definida no teste de padronizacéo (itens 3.5.1 e 3.5.2) em
tampao carbonato/bicarbonato 0,01M, 50 pl por poco, por um periodo de 16 a 18
horas de incubacao a 4°C. Posteriormente, foram efetuadas 3 lavagens, com tampéao
de lavagem (250 pl por poco) para a retirada do material ndo adsorvido as cavidades

das microplacas.

Para conservacao da placas sensibilizadas a temperatura de 2 a 8°C, seguiu-se
a um processo de selagem das microplacas com adicdo de 50 pl por poco de
tampéo post-coating (Kolosova et al., 2006) contendo BSA 0,5%, sacarose 6%,
kathon CG 0,1%, alcool polivinilico 4% em tampao Tris-HCI 50 mM pH 7.2.
Imediatamente apoOs aspirou-se a placa para a retirada desta solucdo, seguida de
incubacéo por 1 hora a 37°C, em estufa, para completa secagem do selante nas
microplacas. Logo apds este periodo, as placas foram hermeticamente seladas com

plastico, etiquetadas e armazenadas a 2 a 8°C.

3.6 - Avaliacdo da padronizacdo dos prototipos.

Para a avaliacao dos trés prototipos inicialmente foi realizado um ensaio com o0s
soros calibradores positivo e negativo além do diluente sem soro. Considerou-se o
ensaio valido quando os valores de densidade oOtica situaram-se na faixa descrita

abaixo (anexo 8.2):
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- Calibrador Positivo: = 0,500 de densidade 6tica

- Calibrador Negativo: 20,050 < 0,120 de densidade ética.

Este critério de validacdo deve ser atendido a cada ensaio e caso 0s controles

nao apresentem valores dentro da faixa estabelecida, o ensaio devera ser repetido.

3.7 - Avaliacdo do desempenho dos prototipos

3.7.1 - Critérios de Inclusdo e exclusao das amostr as

Os critérios de inclusdo de individuos como chagasicos baseiam-se na
presenca de exames laboratoriais reagentes em pelo menos dois ensaios de
principios metodologicos diferentes com, evidenciagdo da presenca do parasito (T.
cruzi) por meio de um teste parasitologico positivo, aléem de informacfes clinicas
com a presenca de sinais, sintomas e dados epidemiolégicos, indicativos de doenca
de Chagas (Ministério da Saude, 1998).

Por outro lado, os critérios de exclusdo de individuos baseiam-se na
observacéo de resultados soroldgicos néo reagentes, auséncia de dados clinicos, ou
seja, individuos sadios e sem histérico epidemioldgico tais como relato de

recebimento de transfusao, residéncia em area endémica ou contato com vetor.

Em funcao da indisponibilidade de amostras que atendessem a todos os itens
relacionados nos critérios de inclusdo citados anteriormente, adotamos parametros
diferentes para cada fase do estudo contando com as amostras que dispunhamos.
Também néao foi possivel fazer um dimensionamento amostral adequado supondo-

se sensibilidade e especificidade superiores a 90% e erro amostral de 5%.

Sendo assim, a avaliacdo dos protétipos foi realizada em trés fases: fase |
com um grupo de amostras visando uma analise do desempenho dos trés protétipos
frente as metodologias convencionais e identificacdo de possiveis divergéncias; fase
Il com o objetivo de desafiar os protétipos com amostras que atendiam aos critérios
soroldgicos, clinicos e epidemiol6gicos de uma soroteca do Centro de Referéncia,
Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CpgAM/FIOCRUZ); a fase Ill com amostras
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oriundas do Hemocentro de Uberaba mas que possuiam uma caracterizacdo bem

completa com resultados soroldgicos por EIE e IFI além de Hemocultura.

3.7.2 - Fase |

Os critérios de inclusdo das amostras usados como consenso positivo nesta
fase, foram a positividade em dois testes soroldgicos de principios diferentes e os de
exclusdo usados como consenso negativo foi a auséncia de positividade em dois

testes soroldgicos de principios diferentes.

A avaliacdo dos prototipos foi realizada com um painel de soros do LATED,
composto por 301 amostras cedidas por diversos Institutos de Pesquisa do pais
sendo 98 com sorologia positiva para doenca de Chagas por IFI e EIE, e 203 com

sorologia negativa, sendo 100 oriundas de servicos de hemoterapia.

A avaliacdo foi realizada em conjunto como uma mesma amostra sendo
testada nos trés prototipos simultaneamente. Assim conseguimos realizar cada
ensaio em uma placa inteira, 28 amostras aleatoriamente selecionadas, sendo
avaliadas nos protoétipos 1, 2 e 3 (Figura 3.3). Desta forma, foi possivel realizar a
padronizacdo simultdnea nos trés prototipos eliminando o viés de variagbes com as

amostras testadas em momentos diferentes ao longo do estudo.

Foi calculado para cada amostra o indice de reatividade (IR) = D.O
(Densidade otica) / CO (anexo - 8.2), no sentido de normalizar e aproximar o
ensaios, visto que a cada ensaio um valor de CO foi gerado. Os valores de IR
gerados na fase | foram inseridos em um grafico do programa Graphpad Prism 5.
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Tiras Protétipo 1 Tiras Protétipo 2 Tiras Protétip 03

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A cP 05 13 21 cP 05 13 21 cp 05 13 21
B CN 06 14 22 CN 06 14 22 CN 06 14 22
C CN 07 15 23 CN 07 15 23 CN 07 15 23
D SIS 08 16 24 Sis 08 16 24 SIS 08 16 24
E 01 09 17 25 01 09 17 25 01 09 17 25
F 02 10 18 26 02 10 18 26 02 10 18 26
G 03 11 19 27 03 11 19 27 03 11 19 27
H 04 12 20 28 04 12 20 28 04 12 20 28

Conjugado Protétipo 1 Conjugado Protétipo 2 Conjuga do Protétipo 3

Figura 3.3 — Representacdo esquematica das avaliacdes das fases | e Il.
CP: Controle Positivo;
CN: Controle Negativo;

S/S: Sem soro.

3.7.3 - Fase Il

Os critérios de inclusdo das amostras (consenso positivo) e de
exclusdo (consenso negativo) usados nesta fase foram os mesmos adotados na fase
| com a adicdo dos parametros indicacdo clinica e epidemoldgica para as amostras

positivas (consenso positivo).

A fase Il foi realizada no CPgAM/FIOCRUZ com 143 amostras positivas de
uma soroteca de pacientes oriundos de Unidades de Saude (HUOC,HEMOPE) além
de 68 amostras negativas. Também foram incluidos na fase Il, 87 soros com critérios
sorologicos negativos para doenca de Chagas mas positivos para outras patologias
(43 de HIV, 25 de Sifilis, 13 de Hepatites, 3 de HTLV e 3 de Leishmaniose).

Assim como na fase |, realizamos o estudo em uma placa inteira com 28
amostras de soros aleatoriamente selecionadas e avaliacdo simultanea nos trés

protétipos ao mesmo tempo (Fig.3.3).

Para cada amostra foi calculado o indice de reatividade (IR) = D.O/CO e os
valores de IR gerados nesta fase foram inseridos em um grafico do programa
Graphpad Prism 5.
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3.7.4 - Fase lll

Nesta fase os protétipos foram avaliados com amostras de um painel de soros
provenientes do Hemocentro de Uberaba; com resultados de testes sorologicos e

parasitologicos (hemocultura).

Os critérios para a inclusdo das amostras como consenso positivo nesta fase
foram a presenca de pelo menos dois testes soroldgicos positivos com principios

diferentes e ocorréncia ou néo de teste parasitologico positivo.

Os critérios de exclusdo, (consenso negativo) foram a auséncia de
positividade em pelo menos dois testes soroldgicos de principios metodoldgicos
diferentes com resultado parasitologico negativo.

O painel contava com 29 amostras do consenso negativo e 29 do consenso
positivo, das quais 12 apresentavam exame parasitologico positivo, além de 17

negativos.

Como o volume das amostras ndo era suficiente para ser incluido nas trés
avaliacdes (prototipos 1, 2 e 3), optamos por analisar as amostras no prototipo que
obteve o melhor desempenho com relacdo aos parametros de sensibilidade,
especificidade , valor preditivo positivo e negativo, durante a avaliacdo das fases | e
.

Também foi calculado para cada amostra o indice de reatividade (IR) =
D.O/CO, para normalizar e aproximar 0s ensaios, Vvisto que a cada ensaio um valor
de CO foi gerado. Os valores de IR da fase Il foram inseridos em um gréafico do
programa Graphpad Prism 5.

3.8 - Analise Estatistica

Os parametros sensibilidade, especificidade, valore preditivo positivo e
negativo foram estimados de acordo com Ferreira & Avila (2001), utilizando uma
tabela de dupla entrada relacionando o diagnostico da doenca e os resultados dos
testes (Tabela 3.1), com intervalo de confianga (IC) de 95% usando o programa Epi
Info TM 6.04.
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Tabela 3.1 - Combinacgéao binaria entre os resultados provaveis obtidos em um

determinado teste e o diagndstico verdadeiro da doe  nca

DOENCA — Diagnostico verdadeiro

TESTES
Presente Ausente
N Verdadeiros positivos Falsos positivos

Positivo

A B

. Falsos negativos Verdadeiros negativos

Negativo

C D

(Ferreira & Avila, 2001).

A sensibilidade (S) do teste é dada pela percentagem de individuos positivos
detectados pelo teste dentre total de individuos sabidamente doentes. A
especificidade (E) é obtida pela percentagem de individuos negativos, dentre os
individuos ndo doentes. O valor preditivo positivo (VPP) refere-se a probabilidade de
um individuo ter a doencga se o resultado do teste for positivo, enquanto que o valor
preditivo negativo (VPN) refere-se a probabilidade de um individuo nao ter a doenca
quando o resultado do teste for negativo. Esses parametros, e seus respectivos
intervalos de confianca (IC), com grau de confianca de 95% foram determinados

segundo as férmulas apresentadas na figura 3.4:

s=_A VPP =_ "
A+C A+B
=D VPN =2
B+D C+D

IC = PAR+txEP

Ep = \/ PAR[{100 - PAR)
n

Figura 3.4 — Férmulas utilizadas para avaliagcao estatistica. Onde IC = Intervalo de
confianca; PAR = pardmetro (S, E, VPP ou VPN); t = Valor da t de Student para IC

95% (1,96); EP = erro padrdo e n = corresponde ao valor do denominador base para
célculo do pardmetro correspondente (sensibilidade n = A + C; especificidade n =B
+D; VPP entdon = A + B; VPN entdo n = C + D).



4 - RESULTADOS

4.1 - Expresséo das proteinas recombinantes.

A expressdo das diferentes proteinas recombinantes utilizadas nesta
dissertacdo foi avaliada antes e apds a adicdo de IPTG por eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%. Em todos os casos foi
observada a expressdo da proteina heter6loga em cada uma das construcdes

propostas (vide indicacéo da seta, Figuras 4.1 e 4.2).

1 2 3 1 2 3
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Figura 4.1— Avaliacdo da expressdo das proteinas recombinantes Histidina-CRA&FRA e
GST-CRA&FRA por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE).
As raias 1 em todos os painéis representam o padrao de peso molecular pré-corado
(Biorad).

Painel a: raia 2 - expressao do recombinante Histidina-CRA&FRA apds inducdo com IPTG;
raia 3 - amostra do caldo de cultivo da E. coli produtora de Histidina-CRA&FRA antes da
inducéo.

Painel b: raia 2- amostra do caldo de cultivo da E. coli produtora de GST-CRA&FRA antes
da inducao; raia 3 - expressdo do recombinante GST-CRA&FRA apés inducdo com IPTG.
A seta marca a posicdo esperada para a proteina recombinante expressa apés indugéo
com IPTG.



195

116
95

52

36

Figura 4.2 — Avaliacdo da expressdo das proteinas recombinantes 3-gal-CRA e B-
gal-FRA por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE).
As raias 1 em todos os painéis representam o padrdo de peso molecular pré-
corado (Biorad).

Painel a: raia 2- amostra do caldo de cultivo da E. coli
antes da inducao; raia 3 - expressdo do recombinante $-gal-CRA apés inducao
com IPTG.

Painel b: raia 2 - expressdo do recombinante B-gal-FRA apds inducdo com IPTG;
raia 3 - amostra do caldo de cultivo da E. coli produtora de p-gal-FRA antes da
inducéo.

expressa apos inducédo com IPTG.

b

4.2 - Purificacdo das proteinas recombinantes
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produtora de B-gal-CRA

A seta marca a posicdo esperada para a proteina recombinante

54

Apds o rompimento celular, os sobrenadantes contendo as proteinas sollveis

dos recombinantes fusionados a peptideos (histidina), a GST e a B-gal foram

submetidos a purificacdo por cromatografia liquida, utilizando-se a metodologia mais

adequada para cada caso.

4.2.1 - Histidina-CRA&FRA

A andlise eletroforética das fracbes eluidas na cromatografia por metal

imobilizado (IMAC-Ni) mostrou uma banda intensa, relativa a proteina recombinante
Histidina CRA&FRA (Figura 4.3, raias 3, 4 e 5 vide indicacdo da seta), que
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corresponde as fracbes coletadas na etapa de eluicdo com tampao contendo
Imidazol 250mM (Figura 4.3).
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Figura 4.3 - Eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida 12% das fragbes da proteina
recombinante Histidina CRA&FRA isoladas por
cromatografia de afinidade. Raia 1: Padrdo de
peso molecular; (KDa). Raia 2: Extrato bruto antes
da afinidade (12ug); Raias 3, 4 e 5: 1°, 2% e 3°
eluidos da cromatografia de afinidade.
4.2.2 - GST-CRA&FRA

As fracdes deslocadas com glutationa reduzida 10mM foram analisadas por
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (Figura 4.4).

A andlise eletroforética das fracdes eluidas na resina glutationa sepharose
também mostrou uma banda eletroforética intensa, relativa a proteina recombinante
GST-CRA&FRA (raias 3, 4 e 5 vide indicacdo da seta) e algumas bandas de
contaminantes de menor peso molecular (Figura 4.4). Estas fracGes foram reunidas
e dessalinizadas por dialise. ApOs concentracdo a massa final do pool de GST-
CRA&FRA foi estimada em 1,38 mg/mL. Este material foi entdo utilizado como

antigeno no teste EIE durante padronizacéo dos prototipos 1 e 3.
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Figura 4.4 - Eletroforese desnaturante em
gradiente de gel de poliacrilamida 8-25%
das fragcbes da proteina recombinante
GST-CRA&FRA obtidas por cromatografia
de afinidade. Raia 1: Padrao de peso
molecular (KDa); Raia 2: Extrato bruto
antes da afinidade (7 pg); Raias 3, 4 e 5:
1°, 2° e 3° eluidos na cromatografia de

afinidade.

4.2.3 - Cromatografia de troca anibnica e excluséo  molecular

Os sobrenadantes das culturas lisadas contendo as proteinas recombinantes
B-gal-CRA e B-gal-FRA foram, em separado, purificados por cromatografia de troca
anionica em coluna Poros HQ (Figuras 4.5 e 4.6). Em ambos o0s casos, 0s produtos
recombinantes contendo a B-gal foram recolhidos na fracdo correspondente ao pico
eluido com 40% do gradiente salino (vide seta Figura 4.5 e Figura 4.6 e Figuras 4.7
e 4.8). Posteriormente os concentrados da fracdo B-gal-CRA e da B-gal-FRA, foram,
individualmente, submetidos a cromatografia de exclusdo e peneiragdo molecular
(Figuras 4.7 e 4.8). Em ambos os casos 0s picos eluidos oriundos da IEX e da
cromatrografia de exclusdo molecular foram reunidos e avaliados por eletroforese

desnaturante em gel de poliacrilamida, (figuras 4.9 e 4.10).
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Figura 4.5 - Cromatografia de troca aniénica em coluna Poros HQ do extrato bruto de ($-gal-CRA.
Utilizou-se um gradiente em degrau, com a eluigdo da proteina recombinante B-gal-CRA em 40%
do tampado de eluicao. Seta correspondente as fracdes colhidas.
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Figura 4.6 - Cromatografia de troca aniénica em coluna Poros HQ do extrato bruto de B-gal-FRA.

Utilizou-se um gradiente em degrau, com a eluicdo da proteina recombinante p-gal-FRA em 40% do

tampdao de eluicdo. Seta correspondente as fragcdes colhidas.
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Figura 4.7 - Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Superdex 200

da proteina recombinante 3-gal-CRA. Seta correspondente as fracdes colhidas.

B-galFRA

111 PR L |

Figura 4.8 - Cromatografia de exclusdao molecular em coluna de Superdex 200

da proteina recombinante [-gal-FRA. Seta correspondente as fracfes

colhidas.
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Figura 4.9 - Eletroforese desnaturante em
gel de poliacrilamida 7,5% da proteina B-
gal-CRA purificada. Raia 1: Padréo de peso
molecular (KDa); Raia 2: Extrato bruto
de pB-gal-CRA (5 ug), Raia 3: Material
concentrado apds IEX (5 ug), Raia 4:
Material concentrado apds cromatografia
exclusdo molecular e apés dialise tampao
carbonato de sédio 0,01M (1,2 ug).
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Figura 4.10 - Eletroforese desnaturante em
gel de poliacrilamida 7,5% da proteina B-
gal-FRA purificada. Raia 1: Padrdo de peso
molecular (KDa); Raia 2: Extrato bruto
de B-gal-CRA (2,7 pg), Raia 3: Material
concentrado apés IEX (0,2 upg), Raia 4:
Material concentrado apds cromatografia
exclusdo molecular e apés dialise tampao
carbonato de sédio 0,01M (10 ug).
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4.3 - Padronizacao dos prototipos

4.3.1 - Determinacgdo da concentracdo do antigeno e  do titulo do conjugado —

Protétipos 2 e 3.

As concentragBes de antigeno usadas foram correspondentes aquelas que
permitissem uma DO situada na faixa de 1,2 a 1,5 para o controle positivo e de
0,050 a 0,120 para o controle negativo. Como pode ser visto nas figuras 4.11 e 4.12,
as faixas que estariam concorrendo para a escolha da concentracdo antigénica,
encontram-se acima de 700ng, para ambos os antigenos GST-CRA&FRA (Figura
4.11) e Histidina-CRA&FRA (Figura 4.12). Assim, foi usada a concentracao de 700
ng para ambos antigenos. Quanto ao titulo do conjugado (Histidina-
CRA&FRA/HRP), optamos pela diluicdo 1:4000 pois foi a faixa onde as D.O dos
controles positivos (aCRA e aFRA ) encontraram-se situadas dentro do intervalo
limite aceitavel de 1,2 a 1,5 e os controles negativos apresentavam reacgdo, ou seja,
D.O fora da faixa de 0,050 a 0,120. Fizemos uma pré-diluicdo do conjugado de 1:40
em estabilizante comercial e utilizamos a diluicdo 1:100 deste conjugado nos

ensaios.

4.3.2 - Determinacdo da concentracdo do antigeno e  do titulo do conjugado —

Protétipo 1

Para o prototipo 1, optamos por trabalhar com a mesma concentracao
antigénica (700ng) definida na padronizacdo do protétipo 3, uma vez que ambos
apresentam o mesmo antigeno ligado na fase solida do EIE. Com relacdo ao
conjugado, como a quantidade de proteina conjugada foi inferior a que
convencionalmente se utiliza para a obtencao de titulos mais elevados, partimos de
diluicbes do conjugado abaixo do que testamos para o0 conjugado Histidina-
CRA&FRA/HRP. O critério de escolha do titulo seguiu 0 mesmo padrao do prototipo
3 onde o titulo se define pela D.O dos anti-soros CRA para o conjugado B-gal-
CRA/HRP e anti-soros FRA para o conjugado [B-gal-FRA/HRP no limite aceitavel de
1,2 a 1,5 de D.O, sem que os controles negativos correspondentes apresentassem

reacao, ou seja, D.O fora da faixa de 0,050 a 0,120.
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Sendo assim a diluicdo de escolha foi de 1:50 para o conjugado [-gal-

CRA/HRP e 1:100 para o conjugado [(-gal-FRA/HRP. Seguindo a padronizacéo

obtida para estes lotes, nos ensaios de avaliacdo utilizamos uma diluicdo do

conjugado 1:10 para o protétipo 1 e para os protétipos 2 e 3 utilizamos a diluicédo

1:100.

A especificidade dos conjugados B-gal-CRA/HRP e B-gal-FRA/HRP, pode ser
observada na Figura 4.13 (D.O marcadas em cor azul), onde ndo houve reacdo dos

antissoros CRA, por exemplo, com o conjugado -gal-FRA/HRP e vice-versa.

Placa 01(a)
Ag 175 ng Ag 350 ng Ag 700 ng
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,386 | 0,331 | 0,233 0,182 0,762 | 0589 | 0,402 0,307 1,364 | 1,094 | 0,761 0,556
B 0,416 | 07349 | 0,254 0,183 0,736 | 0615 | 0,421 0,317 1,32 1,14 0,844 0,55
C 0,834 0,72 0,533 0,359 1,414 | 1,038 | 0,739 0,459 1,702 | 1,508 1,08 0,632
D 0,83 0,852 | 0,498 0,377 1,144 | 1,021 | o719 0,471 1,489 | 1,368 | 0,964 0,623
E 0,068 | 0,055 | 0,053 0,049 0,06 0,059 | 0,094 0,051 0,068 | 0,061 | 0,054 0,049
F 0,061 | 0,056 | 0,051 0,046 0,061 | 0,97 | 0,116 0,047 0,082 | 0,063 | 0,055 0,053
G 0,059 | 0,054 0,28 0,048 0,061 | 0,089 | 0,048 0,048 0,055 | 0,053 | 0,048 0,052
H 0,368 | 0,061 | 0,051 0,05 0,172 | 0,159 0,05 0,046 0,069 0,06 0,061 0,053
1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000
Conjugado Conjugado Conjugado
Ag 1400 ng Ag 2800 ng Ag 5600 ng
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,95 | 1,592 | 1,257 0,854 2,12 1,862 | 1,387 0,951 2,246 | 1,706 | 1,329 0,867
B 1,927 | 1,583 | 1,352 0,918 2,0 1,818 | 1,428 0,94 2,091 | 1,898 | 1,213 0,897
C 2,135 | 1,587 | 1,167 0,725 2,128 | 1,723 | 1,258 0,679 2,07 1,638 | 1,177 0,736
D 1,997 | 1,705 | 1,171 0,694 2,008 1,67 1,171 0,731 2,096 | 1673 | 1,164 0,694
E 0,000 | 0,073 | 0,064 0,061 0,127 | 0,135 | 0,113 0,053 0,254 | 0,081 | 0,064 0,059
F 0,087 | 0,382 | 0,060 0,065 0,088 | 0,077 0,06 0,055 0,411 | 0,071 | 0,066 0,060
G 0,541 | 0,186 | 0,061 0,083 0,253 | 0,068 | 0,164 0,055 0,314 | 0,155 | 0,067 0,057
H 0,230 | 0,086 0,75 0,072 0,081 | 0,079 | 0,063 0,102 0,170 | 0,088 | 0,062 0,063
1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000
Conjugado Conjugado Conjugado




Placa 02(a)
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Figura 4.11 — Resultado das densidades oticas dos antissoros CRA, antissoros FRA e calibrador

negativo no ensaio de padronizacao do prototipo 3.
Placa 01(a) e 2(a) — Antigeno GST-CRA&FRA,; Conjugado : Histidina-CRA&FRA-HRP

Coluna 10 da Placa 01(a) — Titulo do conjugado do protétipo 3.

Placa 01(b)
Ag 175 ng Ag 350 ng Ag 700 ng
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 1,492 | 1,385 | 0,851 0,473 1,682 1,09 ,646 0,445 1,746 | 1,211 | 0,710 0,421
B 1,98 1,21 0,765 0,42 1,492 | 1,047 | 0,629 0,385 1,655 | 1,207 | 0,677 0,433
C 2,43 1,822 | 1,222 0,667 2,16 1,654 1,07 0,646 2,294 | 1576 | 1,179 0,743
D 2,307 | 1,83 | 1,082 0,697 2,035 | 1,583 | 0,997 0,635 2,031 | 1511 | 1,148 0,727
E 0,137 | 0,092 | 0,064 0,054 0,139 | 0,087 | 0,063 0,061 0,149 | 0,091 | 0,069 0,06
F 0,147 | 0,094 | 0,066 0,055 0,137 0,09 0,065 0,054 0,14 0,202 | 0,069 0,06
G 0,139 | 0,087 | 0,069 0,053 0,134 | 0,085 | 0,065 0,054 0,140 | 0,202 | 0,069 0,060
H 0,143 | 0,094 0,69 0,056 0,123 | 0,082 | 0,077 0,054 0,129 | 0,091 | 0,068 0,056
1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000
Conjugado Conjugado Conjugado
Placa 02(b)
Ag 1400 ng Ag 2800 ng Ag 5600 ng
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 2,358 | 1,547 | 0,949 0,571 2,019 1,54 0,944 0,556 2,103 | 1,601 | 0,933 0,607
B 2,083 | 1,415 0,88 0,522 2,034 | 1416 | 0871 0,539 2,001 | 1547 | 0,878 0,066
C 2,714 | 1,906 | 1,407 0,821 2,546 | 2,043 | 1,449 0,903 2,625 2,22 1,556 0,943
D 2,58 1,959 | 1,395 0,806 2,469 | 2,134 | 1,351 0,919 2575 | 2,174 | 1,549 0,99
E 0,192 | 0,203 | 0,073 0,058 0,192 | 0,113 | 0,080 0,062 0,241 | 0,124 | 0,083 0,065
F 0,178 0,11 0,07 0,058 0,195 | 0,206 | 0,077 0,056 0,201 | 0117 | 0,077 0,062
G 0,185 | 0,123 | 0,084 0,061 0,170 | 0,097 | 0,072 0,065 0,278 | 0,118 | 0,082 0,062
H 0,168 | 0,166 | 0,083 0,061 0,151 | 0,111 | 0,074 0,060 0,168 | 0,119 | 0,078 0,065
1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 | 1:16000
Conjugado Conjugado Conjugado

Figura 4.12 - Resultado das densidades 6ticas dos antissoros CRA, antissoros FRA e do calibrador
negativo no ensaio de padronizacéo do protétipo 2.

Placa 01(b) e 2(b) — Antigeno Histidina-CRA&FRA; Conjugado : Histidina-CRA&FRA-HRP
Coluna 10 da Placa 01(b) — Titulo do conjugado do protétipo 2.




63

Ag 700 ng Ag 700 ng
1 2 3 4 5 6 7 8

1,248 0,838 0,516 0,405 0,201 0,124 | 0,090 0,071

1,149 0,827 0,600 0,380 0,178 0,124 | 0,083 0,079

0,114 0,099 0,072 0,062 1,335 1,233 1,044 0,622

0,104 0,094 0,074 0,053 1,414 1,029 1,035 0,647

0,115 0,112 | 0,089 0,083 0,145 | 0,100 | 0,079 0,082

0,105 0,106 0,088 0,071 0,141 0,098 0,085 0,070

0,102 0,095 0,068 0,059 0,149 0,108 0,073 0,067

Il o M| m] 9] O] W >

0,106 | 0,119 | 0,084 | 0060 | 0,160 | 0,098 | 0,074 | 0,070
1:50 |1:100 | 1:200 | 1:400 | 1:50 | 1:100 | 1:200 | 1:400

Conjugado B-gal-CRA/HRP Conjugado B-gal-FRA/HRP

Figura 4.13 - Resultado das densidades Gticas dos anti-soros CRA, anti-
soros FRA e calibrador negativo no ensaio de padronizacéo do protétipo 1.
Coluna 1 — Titulo do conjugado B-gal-CRA. Coluna 6 - Titulo do conjugado
B-gal-FRA.

4.4 - Avaliacdo da padronizacao nos trés prototipos

Realizamos um ensaio de validagdo de cada prot6tipo com o0s soros anti-
CRA, anti-FRA, calibrador negativo e sem soro. O quadro 4.1 mostra os resultados
do teste para cada protétipo e as respectivas médias e desvio padrdo das

densidades oticas de cada grupo. Os ensaios foram validados seguindo o critério:
-Calibrador Positivo (soro anti-CRA ou soro anti-FRA): = 0,500 de densidade otica

-Calibrador Negativo e o sem soro: < 0,120 de densidade Gtica.

4.5 - Avaliacdo do desempenho dos prototipos

45.1 - Fase |

Na avaliacao soroldgica das 301 amostras do painel de soros usados nesta fase
(98 consenso positivo e 203 consenso negativo), 0os seguintes resultados foram
obtidos para o protétipo 1: 95 positivos (indice de reatividade > 1.0) e 3 negativos

(falsos-negativo) para as amostras consenso positivo. Das amostras do consenso



64

negativo, 202 apresentaram resultado negativo (indice de reatividade < 1.0) e
apenas 1 resultado positivo (falso-positivo) na faixa cinza (indice de reatividade = 1.0
< 1.2), achados que se repetiram em outros dois ensaios com esse prototipo (Figura
4.14 e Tabela 4.1).

ntroles nos
padrao foram

Quadro 4.1 — Resultados obtidos na validacdo dos co
protétipos 1, 2 e 3. Os célculos da média e desvio
obtidas por meio do programa microsoft® excel 2002.

Controle D.O Prototipo 1 D.O Protétipo 2 D.O Prototipo 3
1,503 0,787 1,559
1,432 0,748 1,673
1,479 0,783 1,529
1,537 0,849 1,522
1,359 0,813 1,434
Soro anti-CRA 1,364 0,792 1,393
1,495 0,883 1,528
1,509 0,727 1,497
1,268 1,059 1,361
1,11 0,836 1,518
1,28 0,783 1,466
1,32 0,799 1,424
Média /Desvio 1,388/0,123 0,822 /0,082 1,492 /0,080
1,747 1,02 1,557
1,735 0,98 1,753
1,739 1,106 1,720
1,785 1,079 1,384
1,784 1,081 1,596
S — 1,715 1,015 1,590
1,805 1,104 1,614
1,759 1,346 1,665
1,629 1,035 1,582
1,649 1,182 1,457
1,689 1,099 1,449
1,577 1,077 1,580
Média /Desvio 1,718 /0,067 1,094 /0,091 1,586 /0,107
0,091 0,085 0,091
Controle Negativo 0,085 0,095 0,056




0,096 0,083 0,064
0,091 0,103 0,063
0,098 0,082 0,063
0,101 0,093 0,07
0,095 0,087 0,064
0,105 0,097 0,064
0,102 0,084 0,07
0,111 0,112 0,07
0,092 0,091 0,068
0,148 0,11 0,066
0,097 0,093 0,089
0,11 0,174 0,067
0,107 0,102 0,068
0,096 0,115 0,064
0,108 0,105 0,077
0,105 0,117 0,065
0,11 0,098 0,07
0,097 0,102 0,065
0,096 0,086 0,068
0,103 0,103 0,076
0,124 0,091 0,068
0,147 0,11 0,08
Média /Desvio 0,107 /0,015 0,100/0,018 0,069 /0,007
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Figura 4.14 — Indice de Reatividade das amostras
analisadas no protétipo 1 da fase I. A linha no interior da
distribuicdo dos pontos representa o limiar de reatividade. A
faixa cinza corresponde ao valor de IR entre 1 e 1,2. (*)
Amostras do consenso positivo; (A) Amostras consenso
negativo; (#) Amostras consenso nhegativo, oriundas dos
servigos de hemoterapia do pais.
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Tabela 4.1 — Desempenho do protétipo 1 na fase | de  avaliacao.

Protétipo 1
Resultados Consenso Positivo® Consenso Negativo®
Positivos 95 1
Negativos 3 202
Sensibilidade 96,9 -
Especificidade - 99,5

VPP(Valor Preditivo Positivo): 99%; VPN (Valor Preditivo Negativo): 98,5%; a:n=98 e b:n=203

Nos ensaios realizados com o protétipo 2 foram obtidos os seguintes
resultados: 57 positivos (indice de reatividade > 1.0) e 41 negativos (falsos-
negativos) para as amostras consenso positivo. Das amostras do consenso

negativo, todas apresentaram resultado negativo (indice de reatividade < 1.0)
(Figura 4.15 e Tabela 4.2).



Protdtipo 2 - Fase |

2.5
11.5-
1608+
8.8+
B.5- .
7.5+
6.5 H
e 55 -
48 :
5 i
? ot + Sorclogia Positiva
28 ::“ + Sorologia Megativa
iy + HMeg. Bance Sangue
151 ii:
1.2 -
1.1
1.0
03 b
08+ - m
8.7 1, .
06 e ‘. i
EH P ettt o
02 S il i
0.2 :
0.1
00
Sorologia Positiva Sorclegia Hegativa Heg. Banco Sangue
Figura 4.15 — Indice de Reatividade das amostras

analisadas no protétipo 2 da fase I. A linha no interior da
distribuicdo dos pontos representa o limiar de reatividade.
A faixa cinza corresponde ao valor de IR entre 1 e 1,2. (*)
Amostras do consenso positivo ; (A) Amostras consenso
negativo; (¢#) Amostras consenso negativo, oriundas dos
servicos de hemoterapia do pais.

Tabela 4.2 — Desempenho do prototipo 2 naf ase | de avaliacao.

Protétipo 2

Resultados Consenso Positivo® Consenso Negativo®

Positivos 57 0

Negativos 41 203
Sensibilidade 58,2 -
Especificidade - 100

VPP: 100%; VPN: 83,2%; a:n=98 e b:n=203

68
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Com prototipo 3 foram obtidos os seguintes resultados: 97 positivos (indice de
reatividade > 1.0) e 1 negativo (falso-negativo) para as amostras do consenso
positivo. Quanto ao consenso negativo, 202 amostras apresentaram resultado
negativo (indice de reatividade < 1.0) e apenas 1 foi positiva (falso-positivo) na faixa
cinza (indice de reatividade = 1.0 < 1.2), encontram-se resultados que se repetiram

em outros dois ensaios realizados com esse protoétipo (Figura 4.16 e Tabela 4.3).
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Figura 4.16 — indice de Reatividade das amostras analisadas no protétipo 3
da fase I. A linha no interior da distribuicdo dos pontos representa o limiar de
reatividade. A faixa cinza corresponde ao valor de IR entre 1 e 1,2. (*)
Amostras do consenso positivo ; (A) Amostras consenso negativo; (4)
Amostras consenso negativo, oriundas dos servigos de hemoterapia do pais.
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Tabela 4.3 — Desempenho do protétipo 3 n a fase | de avaliacéo.

Protétipo 3
Resultados Consenso Positivo® Consenso Negativo®
Positivos 97 1
Negativos 1 202
Sensibilidade 99 -
Especificidade - 99,5

VPP: 99%; VPN: 99,5%; a:n=98 e b:n=203

Os prototipos 1 e 3 apresentaram 99,5% (IC 95%:93,5-99,9%) de
especificidade (Tabelas 4.1 e 4.3) e o prototipo 2, 100% (IC 95%:97,7-100%) (Tabela
4.2). A sensibilidade do protétipo 3 foi 99% (IC 95%:93,9-99,9%), do protétipo 1 foi
96,9% (IC 95%:90,7-99,2%) enquanto que a do protdtipo 2 foi 58,2% (IC
95%:47,8%-67,9%) (Tabelas 4.1, 4.2 e 4.3).

45.2 - Fase |l

Na avaliacdo sorologica das 211 amostras do painel selecionado para esta
fase (143 do consenso positivo e 68 do consenso negativo), os seguintes resultados
foram obtidos para o protétipo 1: 135 positivos (indice de reatividade > 1.0) e 08
negativos (falso-negativos) para as amostras do consenso positivo e 68 negativos
(indice de reatividade < 1.0) para as amostras do consenso negativo (Figura 4.17 e
Tabela 4.4).

No prototipo 2 foram observados 79 resultados positivos (indice de
reatividade > 1.0) e 64 negativos (falso-negativos) para as amostras do consenso
positivo. Na avaliacdo das amostras do consenso nhegativo, 68 apresentaram

resultado negativo (indice de reatividade < 1.0) (Figura 4.18 e Tabela 4.5).
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No protétipo 3 obtivemos 137 resultados positivos (indice de reatividade > 1.0)

e 06 negativos (falso-negativos) para as amostras do consenso positivo. Das

amostras consenso negativo, 68 apresentaram resultado negativo (indice de
reatividade < 1.0) (Figura 4.19 e Tabela 4.6).

Na fase Il, os prototipos 1, 2 e 3 apresentaram 100% (IC 95%:93,3-100%) de
especificidade (Tabelas 4.4, 4.5 e 4.6). A sensibilidade do protétipo 1 foi 94,4% (IC
95%:88,9-97,4%), do protétipo 2 foi 55,2% (IC 95%:46,7-63,5%) enquanto que a do
protétipo 3 foi 95,8% (IC 95%:90,7-98,3%) (Tabelas 4.4, 4.5 e 4.6).
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Figura 4.17 — indice de Reatividade das amostras analisadas no prot6tipo
1 da fase Il. A linha no interior da distribuicdo dos pontos representa o
limiar de reatividade. A faixa cinza corresponde ao valor de IR entre 1 e
1,2. (*) Amostras do consenso positivo ; (A) Amostras consenso negativo.



Tabela 4.4 — Desempenho do prot6tipo 1 na fase Il d

e avaliacéo.

Protétipo 1

Resultados Consenso Positivo® Consenso Negativo®
Positivos 135 0
Negativos 08 68
Sensibilidade 94,4% -
Especificidade - 100%

a:n=143 e b:n=68 VPN

IR
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Figura 4.18 — indice de Reatividade das amostras analisadas no prot6tipo
2 da fase Il. A linha no interior da distribuicdo dos pontos representa o
limiar de reatividade. A faixa cinza corresponde ao valor de IR entre 1 e
1,2. (*) Amostras do consenso positivo ; (A) Amostras consenso negativo.
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Tabela 4.5 — Desempenho do prototipo 2 na fa se Il de avaliacéo.

Protétipo 2

Resultados Consenso Positivo® Consenso Negativo®
Positivos 79 0
Negativos 64 68
Sensibilidade 55,2% -
Especificidade - 100%

VPP: 100%; VPN: 51,5%; a:n=143 e b:n=68
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Figura 4.19 — indice de Reatividade das amostras analisadas no prot6tipo
3 da fase Il. A linha no interior da distribuicdo dos pontos representa o
limiar de reatividade. A faixa cinza corresponde ao valor de IR entre 1 e
1,2. (*) Amostras do consenso positivo ; (A) Amostras consenso negativo.
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Tabela 4.6 — Desempenho do prototipo 3 na fa se Il de avaliacéo.

Protétipo 3
Resultados Consenso Positivo® Consenso Negativo®
Positivos 137 0
Negativos 06 68
Sensibilidade 95,8% -
Especificidade - 100%

VPP: 100%; VPN: 91,9%; a:n=144 e b:n=68

Com relacdo a analise das 87 amostras de soro de individuos portadores de
outras doengas infecciosas e parasitarias observou-se, reatividade em quatro

amostras (Tabela4.7).

Tabela 4.7 — Reatividade das amostras com outras pa tologias

Amostra Patologia Protétipo 1  Protétipo 2 Prototipo 3
34 HIV R R R
385 Leishmaniose Tegumentar R R R
388 Leishmaniose Tegumentar NR R NR
156 Sifilis NR R NR

[R: Reativo ; NR: Nao reativo].
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45.3 - Fase lll

Devido a indisponibilidade de volume das amostras selecionadas para esta
fase e pelo argumento do melhor desempenho nas fases | e Il, avaliamos o painel

selecionado a fase Il somente com o prototipo 3.

Na avaliacdo sorologica das 58 amostras do painel de soros desta fase (29 do
consenso positivo e 29 do consenso negativo), os seguintes resultados foram
obtidos para o prototipo 3: 29 resultados positivos (indice de reatividade > 1.0) para
as amostras do consenso positivo e 29 resultados negativos (indice de reatividade <

1.0) para as amostras do consenso negativo (Figura 4.20).

O prototipo 3 apresentou 100% (IC 95%:85,4-100%) de sensibilidade e
especificidade (Tabela 4.8).

Protétipe 3 - Fase lll
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Figura 4.20 — indice de Reatividade das amostras analisadas no protétipo 3 da
fase lll. A linha no interior da distribuicdo dos pontos representa o limiar de
reatividade. A faixa cinza corresponde ao valor de IR entre 1 e 1,2. (°) Amostras
do consenso positivo ; (A) Amostras consenso negativo.



Tabela 4.8 — Desempenho do prototipo

3 na fase Ill de avaliagéo.

Protétipo 3
Resultados Consenso Positivo® Consenso Negativo®
Positivos 29 0
Negativos 0 29
Sensibilidade 100 -
Especificidade - 100

VPP: 100%; VPN: 100%; a:n=29 e b:n=29
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5 — DISCUSSAO

Apesar dos avangos obtidos no controle da transmissao natural da doenca de
Chagas esta continua sendo um importante problema de Saude Publica. A qualidade
do diagnostico laboratorial dessa doenca ainda € baixa e isso contribui para a
dificuldade na identificacdo dos individuos a serem tratados ou para a liberacdo de
sangue com fins transfusionais e também quanto a eficacia das medidas a serem
adotadas para diminuir a transmissédo da infeccdo. A detecgcdo de anticorpos anti-
T.cruzi na investigacdo sorologica é o método de escolha para o diagndstico da
doenca de Chagas na fase cronica, considerando-se a especificidade e sensibilidade
dos testes utilizados em andlise clinica de rotina (Gomes, 1996; Luquetti &Rassi,
2000; Barrett et al, 2003).

Esses métodos sdo limitados devido ao uso de misturas complexas de
antigenos naturais brutos ou semipurificados e podem permitir a evidenciacdo de
reacdes cruzadas em pacientes com outras parasitoses, como as leishmanioses, ou
a presenca de autoanticorpos. Com relagdo aos resultados falso-positivos ha que se
considerar também falhas envolvendo a padronizacdo de reagentes e a diversidade
de procedimentos técnicos (Carrasco et al., 1985; Oeleman et al., 1998; Gomes et

al., 2004), além das implica¢des causadas por sua ocorréncia (Furuché et al, 2008).

Em um estudo multicéntrico, realizado no Brasil em 2005, foram avaliados 12
kits comerciais para o diagndéstico laboratorial da doenca de Chagas que utilizam
antigenos complexos e/ou purificados do parasito. Os resultados mostraram que os
niveis de sensibilidade variaram de 97% a 100% e os niveis de especificidade de 60
a 100%. Em vista disso, o Ministério da Salde determinou que para uma amostra
ser considerada positiva, ela deve resultar do consenso de uma avaliacdo com dois
Kits de metodologias distintas (Ministério da Saude, 2006), dentre os seguintes
testes: a hemaglutinacdo indireta (HAI), a imunofluorescéncia indireta (IFl) e o

ensaio imunoenzimatico (EIE).Na triagem soroldgica, a recomendagéo para a
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liberacdo de bolsas de sangue para a Hemorrede, baseada na RDC N°53
(Ministério da Saude, 2004) é a realizacdo de testes imunoenziméticos de alta
sensibilidade. A prevaléncia de amostras soropositivas em bancos de sangue da
Argentina, do Brasil e do Chile, caiu de 5-25% na década de 80 para 1-5% nos anos
90 (Lunardelli et al., 2007).

No Brasil e em outras regides em que a endemia encontra-se sob controle,
reacoes indeterminadas representam, freqientemente, mais de 50% das inaptidoes
sorologicas para a doenca de Chagas em bancos de sangue e, ndo raramente, sdo
superiores a 80%. Salles et al (1996) demonstraram que 6.915 doadores que
apresentaram positividade dentre os 411.617 testados sorologicamente na
Fundacdo Pré-Sangue de Sdo Paulo, por meio de trés diferentes técnicas, 69,9%
foram inconclusivos em seu resultado. Dados da Geréncia Geral de Sangue da
ANVISA/MS demonstraram em 2002, prevaléncia da inaptiddo soroldgica para o T.
cruzi igual a 0,6% (ANVISA, 2004). No Brasil, estimando-se em 60% a ocorréncia de
reagOes indeterminadas nas trés milhdes de doagdes anuais, das quais 0,6% das
bolsas coletadas sao inaptas sorologicamente, podemos calcular que, em média, um
total de 10.800 bolsas serdo descartadas. Esses valores refletem a baixa
especificidade dos testes soroldgicos utilizados nos servicos de Hemoterapia do pais
(Salles et al.,1996; Souza et al., 2006). Esta situagdo procuramos minimizar com a
re-padronizacédo do EIE Recombinante para o diagnostico da doenca de Chagas que
apresentou em nosso estudo elevados niveis de sensibilidade e especificidade.

A Hemorrede encontra-se diante de uma condicdo em que um numero
relativamente grande de pessoas apresentam resultados positivos para a doenga de
Chagas em testes realizados quando de uma doacdo de sangue. Esses individuos
precisam ser encaminhados para servicos de referéncia, onde serdo submetidos a
uma bateria de exames clinicos e laboratoriais, que muitas vezes descartam a
infeccdo, mas geram ansiedade para 0s pacientes e sobrecarga para o SUS, além

de custos importantes (Souza, 2006).

Para superar os problemas observados nos testes sorologicos convencionais,
diversos grupos de pesquisa vém buscando alternativas para aumentar a
especificidade desses testes, promovendo a substituicdo dos antigenos brutos por
peptideos sintéticos, aléem do uso de antigenos, produzidos pela tecnologia de DNA
recombinante, em diversas plataformas (Umezawa & Silveira, 1999; Silveira et al,
2001; Cooley et al., 2008). Tal fato teve inicio a partir da construgdo de bibliotecas

gendmicas, obtidas com fragmentos de DNA do T. cruzi, sendo possivel a escolha
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de genes que codificam antigenos de elevada reatividade com soros de pacientes

na fase cronica da doenca (Laffaille et al., 1989)

Os antigenos recombinantes, produtos de genes clonados sdo bastante
especificos. Apesar de isolados por diferentes grupos, sao muitas vezes proximos
ou mesmo, praticamente idénticos (homélogos), embora com designacoes
diferentes. Este € o0 caso das proteinas CRA e FRA, alvos do presente estudo, e que
sdo, respectivamente, homologas aos antigenos AG30, JL8,TC27 e aos antigenos
AG1, JL7 e H49 (Ibanez et al.,1988; Silveira et al., 2001).

A tendéncia de utilizar misturas de proteinas recombinantes como o CRA +
FRA e JL8 + MAP, em proporcdes variaveis, ttm melhorado a sensibilidade dos
testes (Krieger et al.,1992; Umezawa et al., 2004). As proteinas recombinantes
possuem polimorfismos e alguns soros podem ndo apresentar uma reacao positiva
para elas individualmente, mas ao mistura-las, aumenta-se a capacidade de
deteccdo de soros de individuos chagésicos, permitindo uma clara distincdo entre os
soros proximos ao CO ou amostras borderline, dos soros negativos (Krieger et
al.,1992; Carvalho et al., 1993). A mistura dos recombinates JL8 + MAP demonstrou
ser bem util ao imunodiagnéstico de fase aguda e crbnica da doenca de Chagas,
com valores de especificidade superiores aos encontrados nos ensaios
convencionais que utilizam antigenos inteiros ou semipurificados de fragdes oriundas

de epimastigotas de T. cruzi (Umezawa et al., 2004)

Ao iniciarmos nosso projeto tinhamos disponiveis oito construcbes de
proteinas recombinantes CRA e FRA expressas com peptideos (cauda de Histidina)
ou proteinas de fusao (B-gal ou Glutationa-S-Transferase), e a partir desse material
foi possivel definir trés modelos de prototipos com variacbes entre eles, na
apresentacao das proteinas recombinantes, tanto na forma de antigeno quanto na
forma de conjugado. A definicdo do formato e a padronizacdo dos prototipos
objetivavam ampliar, sobretudo, os niveis de sensibilidade, além da busca de

viabilidade técnica e de producéo.

A escolha destes formatos foi motivada pela possibilidade de termos
processos de purificagdo menos complexos e reduzidos, excluindo a necessidade de
se obter trés crescimentos de proteinas recombinantes e trés processos de
purificacdo distintos para cada um. Sendo assim, o0 prototipo 1 seria 0 mais
complexo, visto que temos trés construcdes envolvidas em seu processo. Ja o

protétipo 3 agrega a vantagem de se trabalhar com duas construcdes.
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Outro ponto importante que levamos em consideracdo na escolha dos trés
formatos diz respeito a temperatura de conservacdo (2 a 8C) e sobretudo sua
adequacao aos requisitos de aceitacdo dos usuarios excluindo-se a padronizacéo
com temperatura de conservacdo -20C, como o kit anteriormente registrado,
eliminando a necessidade de freezers e possibilitando a automac¢ao dos mesmos

A avaliacdo dos protétipos frente a amostras e painéis de referéncia da
primeira fase demonstrou melhor desempenho do protétipo 3 quanto aos niveis de
sensibilidade (99%) em relacédo ao prototipo 1 (96,9%) e ao 2 (58,2%). Quanto ao
parametro especificidade, tanto o prototipo 1 quanto o 3, apresentaram valores
iguais a 99,5% e o prototipo 2 valores de 100%. Os resultados da segunda fase
indicaram sensibilidade dos prototipos 1 (94,4%), 2 (55,2%) e 3 (95,8%) inferiores as
observadas na primeira fase. O desempenho do protétipo 3 foi superior na terceira
fase na qual os valores de sensibilidade e especificidade foram iguais a 100%.
Embora n&o tenha sido possivel avaliar um numero maior de amostras, estas
apresentavam uma caracterizacdo parasitologica bem definida, confirmando a
viabilidade técnica do protétipo 3 quanto aos parametros sensibilidade e

especificidade.

Relacionando a reatividade apresentada na avaliacdo dos trés prototipos com
87 amostras de individuos com outras patologias tais como, HIV, leishmaniose
Tegumentar, leishmaniose Visceral, HTLV, e hepatites, apenas duas dessas
amostras apresentaram reacao nos trés prototipos. Entretanto, ndo foi possivel
precisar se houve falha do teste por indisponibilidade de volume para realizar a
repeticdo dos testes e uma melhor caracterizagdo destas amostras. Alguns autores
que fizeram analises anteriores semelhantes, relataram n&o ter havido cruzamento
na resposta do Kit EIE Recombinante Chagas anterior, com outras patologias
(Gomes et al., 2001; Silva, 2003; Gadelha et al., 2003).

O prototipo 3 foi aquele que apresentou os melhores resultados nas trés fases
de avaliacdo, além de constituir um modelo extremamente viavel sob o ponto de
vista produtivo pois utiliza apenas duas constru¢cdes (CRA&FRA-GST; Histidina-
CRA&FRA) ao contrario do Kit EIE Recombinante Chagas anterior, que englobava
trés construcbes (CRA&FRA-GST; CRA-Bgal; FRA-Bgal) em seu processo de
producdo. O desempenho do prototipo 2 com relacdo ao parametro sensibilidade
(58,2% na fase | e 55,2% na fase ll), invalidou a possibilidade de sua utilizacdo

como produto, muito embora tenha apresentado elevada especificidade (100% nas
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duas fases) e sob o ponto de vista produtivo fosse ideal por usar apenas uma

construgao.

Comparativamente a outras avaliacdes de ensaios que utilizam antigenos
recombinantes na sua composi¢ao, o ensaio Immunodot (Dia Kit Bio-Chagas assay
®) apresentou niveis de sensibilidade de 99,6% e 99,1% de especificidade, o
Imunoensaio em linha (INNO-LIA®Chagas Ab), sensibilidade de 100% e 99,3% de
especificidade, o ensaioimunoenzimatico (Mix-ELISA): sensibilidade de 99,7% e
99,5% de especificidade e por fim, o ensaio quimioluminescente (PRISMChagas)
com 100% de sensibilidade e 99,94% de especificidade. O protétipo 3 desenvolvido
no presente projeto apresentou resultados comparaveis (Sensibilidade fase |: 99%;
Fase II: 95,8% e fase Ill: 100%) quanto a esses parametros, em relacdo aos testes

acima citados, embora tenhamos usado um quantitativo menor de amostras.

O aparecimento de resultados falso-negativos ndo € inesperado e ja foi
relatado em pequena proporgéo (<2%) em muitas avaliagdes utilizando misturas de
antigenos recombinantes e peptideos sintéticos. Em nosso estudo observamos a
ocorréncia de uma amostra com resultado falso-negativo na fase I, seis amostras na
fase Il e nenhuma na fase lll, quando da avaliagcdo do prototipo 3. Esses resultados
podem estar relacionados a varia¢des individuais na resposta imune dos individuos
em virtude do historico genético ou de exposicdo a doenca. Nao se pode deixar de
considerar a diversidade genética de cepas infectantes do T. cruzi em funcdo do
seu polimorfismo e da variada circulacdo de cepas do parasito em diferentes areas,

fato verificado com as amostras da fase Il (Umezawa et al., 2003).

Diante dos resultados apresentados pelo protétipo 3 (antigeno: CRA&FRA-
GST; Conjugado: Histidina-CRA&FRA) nas avaliacbes de desempenho ao longo
deste estudo, definimos este modelo como o mais adequado para substituir o Kit

EIE Recombinante Chagas com viabilidade técnica de producédo e conservacao.

As perspectivas de uso do protétipo 3 sdo altamente promissoras, uma vez
que, podemos considerar a prova de conceito concluida. As etapas até aqui
definidas ndo permitem qualifica-lo ainda como um produto, sendo necessario
envolver outros setores de Bio-Manguinhos, especialmente técnicos de producao,
controle e garantia de qualidade, engenharia industrial e relagbes com o mercado.
Desta forma serd possivel avancar nas etapas de um plano de trabalho que
contemple a obtencdo de trés lotes pilotos, realizacdo de controle de qualidade,

formato final de apresentacdo do Kit, atualizacdo dos estudos de viabilidade técnica
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e econdmica, realizacdo de estudos de validacdo e multicéntrico, para permitir a

elaboracdo de documentacao técnica para solicitar o registro junto a ANVISA.

As proteinas recombinantes purificadas e caracterizadas CRA e FRA poderao
ser objeto de estudos futuros visando o desenvolvimento de testes diagndsticos
usando novas plataformas como os microarranjos liquidos, testes rapidos com base
nas metodologias de imunocromatografia e fluxo lateral simples ou de duplo
percurso (DPP®).



6 - CONCLUSOES

Em funcao dos resultados obtidos apds as etapas de padronizacdo de um EIE

Recombinante para o diagndstico da doenca de Chagas, concluimos que:

1)

2)

3)

4)

Foram expressas, purificadas e conjugadas proteinas recombinantes
envolvidas na elaboracdo dos protétipos e de utilidade para futuros
estudos envolvendo outras plataformas;

Foram padronizados trés modelos de prot6tipos com variagbes das
proteinas recombinantes como antigeno e como conjugado, capazes
de serem usados no estabelecimento de um ensaio imunoenzimatico
para a doencga de Chagas;

Foram realizadas avaliagbes do desempenho e calculados os valores
de sensibilidade, a especificidade, o VPP e o VPN, em trés fases, com
grupos de amostras diferentes em cada fase. Nas trés avaliacdes, 0
protétipo 3 apresentou o melhor desempenho em relacdo aos demais
guanto aos niveis de sensibilidade e especificidade;

Em nosso estudo ficou evidente a necessidade do desenvolvimento e
aprimoramento de reativos biolégicos de uso em diagndéstico, como 0s
EIE, de maneira a atender as necessidades dos servicos de
hemoterapia, com a producdo de kits de elevada sensibilidade e

especificidade.
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8 - ANEXOS
8.1 - Meios e Solucbes
A) Meio LB (meio Luria Bertani) g/L
Bacto-Triptona 10,0
Cloreto de Sédio (Merck) 10,0

Extrato de levedura

Agua g.s.p

B) Tampéo de Lise Celular [Concentracao]

Tris — Hcl pH 8,0 (Merck) 50 mM
PMSF (Sigma) 1 mM
Lisozima (Sigma) 5 mM

EDTA (Merck) 2,5mM

Agua g.s.p 1

C) Tampéao de sensibilizagcdo POP n°2061 g/L
Carbonato de sédio anidro (Merck) 1,70
Bicarbonato de sédio anidro (Merck) 2,86
Agua g.s.p 1L
Estocagem 4°C

D) Tampao de Lavagem [20x] POP n°2064 g/L
Cloreto de Sédio (Merck) 175,38
Fosfato de Sédio Dibasico (Merck) 20,44
Fosfato de Sédio Monobasico (Merck) 7,72
Tween 20 (Sigma) 0,01L
Agua g.s.p 1L
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E) Diluente do Conjugado POP n°2053 g/L
Albumina bovina (Cultlab) 1
Tampao de Lavagem [20xX] 0,05L
Soro bovino (Cultlab) 0,1L
Agua g.s.p 1L
F) Diluente do Substrato POP n°2052 g/L
Acido Citrico (Merck) 4,67
Fosfato de Sédio Dibasico (Merck) 7,30
Agua g.s.p 1L
G) Acido Sulftrico 2 M POP n°2055 g/L
Acido Sulfdarico(Merck) 0,111 L
Agua g.s.p 1L
H) Soluc&o de Substrato POP n°2051 g/L
Agua Oxigenada (Merck) 0,1L
Agua g.s.p 1L

[) Solugéo de Crombgeno POP n°2054 g/L
Tetrametilbenzidine (Sigma) 0,01L
Dimetilsulfoxido (Merck) 1L
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8.2 — Proposta de manual de instrucéo

’@! EIE-RECOMBINANTE-CHAGAS-BIO-MANGUINHOS @ insttoce Teenlogia

(MATERIAL FORNECIDO PARA 96 REACOES) e esees
ENSAIO IMUNOENZIMATICO (EIE) PARA DIAGNOSTICO DA

DOENCA DE CHAGAS
SOMENTE PARA USO EM PESQUISA

FIOCRUZ Bio-Manguinhos

PRINCIPIO DO ENSAIO:

Este ensaio consiste na reacdo de soros ou plasmas humano com antigenos
recombinantes de T. cruzi, obtidos a partir de cultura "in vitro", que sdo previamente
adsorvidos nas cavidades de microplacas/tiras plasticas (Fase soélida). A seguir
adicionam-se os soros controle do teste e as amostras a serem analisadas que,
possuindo anticorpos especificos, vao se fixar aos antigenos. Na etapa seguinte, ao
se adicionar um conjugado marcado com a enzima peroxidase, esta se ligara aos
anticorpos caso estejam presentes nas amostras em teste.

Para evidenciacdo da reacdo, utiliza-se uma substancia cromdgena
(tetrametilbenzidina-TMB) que pela acdo da peroxidase sobre o peroxido de
hidrogénio forma um composto de coloragdo azul turquesa. Ao adicionar-se o0 acido
sulfarico para que interromper a rea¢do, passa a apresentar uma coloragdo amarela,
em caso positivo (reagente). Nas cavidades em que nao houver anticorpos
especificos, ndo havera desenvolvimento de cor o que caracteriza uma reacao

negativa (nao reagente).

ESQUEMA DO TESTE:
REAGENTE
Fase E + — < -S- ‘
ntigeno Amostra Antigeno Seiysttato Reacéo Tda
recombinante Positiva recombinante

NAO REAGENTE

- > 1+b = K

Antigeno Amostra Antigeno Substrato Auséncia de Coloracao

recombinante  Negativa  recombinante

T cruzi coniunadao
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MATERIAL FORNECIDO:

Componentes Quantidade

Tampéao de Lavagem [20X] 30 mL
Diluente do Conjugado 15 mL
Diluente do Substrato 22 mL
Cromégeno (TMB) 0,3 mL
Substrato (H202) 0,1 mL
Acido Sulfarico 2M 7 mL
Calibrador Positivo 0,35 mL
Calibrador Negativo 0,70 mL
Conjugado 0,15 mL
Tiras plasticas sensibilizadas 01 moldura com 6 Tiras plasticas duplas
Folhas Adesivas 01
Manual de instrugdes 01

MATERIAL NECESSARIO MAS NAO FORNECIDO:

- Vidraria basica em geral (tubos, pipetas, provetas, etc)

- Agua destilada

- Micropipetas mono e multicanais e Ponteiras

- Barquetes ou reservatorios

- Estufa a 37°C

- Luva descartavel

- Hipoclorito de Sodio ou 4gua sanitaria

- Espectrofotdmetro, com filtro de 450nm, para microplacas
- Lavador automatico ou sistema de vacuo com pente de lavagem e/ou pipeta
pasteur

CONSERVACAO E ESTOCAGEM DO MATERIAL FORNECIDO:
MANTER ENTRE 2-8 °C:

Diluente do Conjugado

Tampéao de Lavagem [20X]

Diluente do Substrato

Cromégeno (TMB)

Substrato (H202)

Solugéo de Acido Sulftrico 2M

Tiras plasticas sensibilizadas

Calibrador Positivo

Calibrador Negativo
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Conjugado
Todos os componentes do teste, devem ser guardados nas temperaturas indicadas
desde o ato do recebimento do conjunto, permanecendo estaveis pela validade
definida na caixa principal do conjunto.
A temperatura do transporte com bobinas de gelo reciclavel permite que o conjunto
se mantenha em condi¢des adequadas.
CUIDADOS E PRECAUCOES:
- Todo material bioldgico pode representar uma fonte de infec¢éo e risco quimico.
Portanto, ao manusear qualquer dos reagentes deste conjunto, observe as
precaucdes necessarias. Além disso, a qualidade dos resultados obtidos depende
do cumprimento das boas normas de segurancga.
- As amostras de soro ou plasma assim como 0s controles podem conter agentes
infecciosos e devem ser manipulados com cuidado.
- A solucdo de TMB (cromdgeno) € irritante para pele e mucosas. Além disso, ndo
devem entrar em contato com metais.
- Usar luvas descartaveis e jaleco durante todas as etapas do teste.
- Desprezar ponteiras, luvas, vidrarias, frascos, Tiras plasticas etc, em solucédo de
hipoclorito de sodio a 1/20 ou 4gua sanitaria 1/10.
- Nunca misturar componentes de lotes diferentes.
- Todos os frascos utilizados para diluir os componentes e preparar o substrato
devem ter sido muito bem lavados e rinsados abundantemente com agua destilada.
- As Tiras plasticas s6 podem ser utilizadas uma Unica vez, e recomenda-se evitar
tocar a parte superior.
PROCEDIMENTO DO ENSAIO:
OBS 1: Os controles positivos, negativos e as amostras bem como os demais
reagentes, deverao estar a temperatura ambiente para sua utilizagao.
OBS 2: No momento de adicionar as amostras nos pog¢os da(s) tiras plasticas(s) €
indispensavel homogeneizar bem a amostra.
1 - Distribuir 50 pL dos soros controle da seguinte forma: na coluna 1 fileira "A" o
soro controle positivo, nas colunas "B" e "C" o controle negativo, na coluna "D"
somente o diluente do conjugado (sem soro), que servira como controle do
conjugado. Nos demais orificios, distribuir 50 uL das amostras teste nos respectivos

orificios correspondentes (seguir protocolo).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A CpP Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
5 13 21 29 37 45 53 61 69 77 85

B CN Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
6 14 22 30 38 46 54 62 70 78 86

C CN Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
7 15 23 31 39 47 55 63 71 79 87

D SS Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
16 24 32 40 48 56 64 72 80 88

E Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra [ Amostra [ Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
1 9 17 25 33 41 49 57 65 73 81 89

F Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra [ Amostra [ Amostra | Amostra [ Amostra | Amostra | Amostra
2 10 18 26 34 42 50 58 66 74 82 90

G Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra [ Amostra [ Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
11 19 27 35 43 51 59 67 75 83 91

H Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
4 12 20 28 36 44 52 60 68 76 84 92

CP = Controle Positivo CN = Controle Negativo SS = Sem soro

2 - Selar as tiras plasticas com a folha adesiva e incubar a 37°C por 30 minutos.

3 - Preparo do tampéao de lavagem:

Obs: este tampdao é sujeito a cristalizacdo e neste caso, colocar em banho-maria a
37T até a dissolugéo dos cristais:

N° Tiras N° de T. Lavagem (20 X) H,0 Destilada
plasticas reacoes (R-02)

1 Até 16 4,0 mL 76,0 mL

2 Até 32 8,0 mL 152,0 mL

3 Até 48 12,0 mL 228,0 mL

4 Até 64 16,0 mL 304,0 mL

5 Até 80 20,0 mL 380,0 mL

6 Até 96 24,0 mL 456,0 mL

4 - Descolar cuidadosamente a folha adesiva, aspirar o conteudo e lavar 6 vezes
com tampédo de lavagem (200 pL/orificio). Aguarde 30 a 60 segundos entre cada
lavagem.

5 - Diluir o conjugado no respectivo diluente do conjugado.

6 - Preparo do conjugado:

N° Tiras plasticas duplas N° de Diluente conjugado Conjugado
reacoes (R-01) (R-09)
01 Até 16 2mL 20 pL
02 Até 32 2,5mL 25 pL
03 Até 48 3 mL 30 pL
04 Até 64 4 mL 40 pL
05 Até 80 5 mL 50puL

06 Ateé 96 6 mL 60 pL
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7 - Homogeneizar bem e distribuir 50pL da diluicdo do conjugado em cada orificio
dos Tiras plasticas.

8 - Selar e incubar as tiras plasticas conforme descrito no item 2 e, em seguida,
aspirar e lavar conforme descrito no item 4.

9 - Preparar o substrato alguns minutos antes do uso, preferencialmente em frasco
escuro.

a) Preparo do substrato:

N° N° de T. Substrato  Cromdgeno Substrato
Tiras reacoes (R-03) (TMB) (R-04) (H202) (R-05)
plastic

as

01 Até 16 2,5mL 25 uL 5 puL
02 Até 32 4,0 mL 40 puL 8 puL
03 Até 48 6,0 mL 60 uL 12 pL
04 Até 64 8,0 mL 80 pL 16 pL
05 Até 80 10,0 mL 100 pL 20 pL
06 Até 96 12,0 mL 120 pL 24 pL

10 - Distribuir 100 pL do substrato rapidamente em todos os orificios.
11 - Incubar a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, durante 30 minutos.
12 - Bloquear a reacdo adicionando 50 pyL de acido sulfurico 2M em todos o0s

orificios.

LEITURA

- Ligar o Espectrofotbmetro para microplacas, equipado com filtro de 450 nm e apos

alguns minutos para estabilizacdo do feixe de luz, iniciar a leitura.

- Célculo do Cut-Off: CO =XCN + 0,150

CO = Cut-Off
X CN = Média da densidade ¢ética dos orificios do Controle Negativo

0,150 = Fator de Correcéo
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RESULTADOS

AMOSTRAS REAGENTES = As que apresentarem densidade Gtica igual ou
superior ao Cut-Off.

AMOSTRAS NAO REAGENTES = As que apresentarem densidade Otica inferior
ao Cut-Off.

OBS.: Recomendamos a repeticdo das amostras que apresentarem densidade o6tica
na "faixa cinza", considerada neste teste, entre o valor obtido para o Cut-Off e o

valor obtido com a multiplicacéo deste por 1,2.
Cco

AMOSTRAS NAO REATIVAS | FAIXA CINZA

AMOSTRAS REATIVAS

VALIDACAO DO TESTE:

Considerar o teste valido quando os valores da densidade 6tica estiverem na faixa
descrita abaixo:

- Controle Positivo: = 0,500 densidade otica

- Controle Negativo: = 0,050 < 0,120 densidade otica
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