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RESUMO

Tendo como objetivos, avaliar a contribuicdo da resposta celular e provas soroldgicas de
alto desempenho em pacientes com provas soroldgicas convencionais inconclusivas para
doenca de Chagas. imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinagdo (HA), ensaios
imunenziméticos (ELISA) foram analisados 60 pacientes na fase crnica da doenca de
Chagas, 73 individuos com provas soroldgicas convencionais inconclusivas e, 43
individuos aparentemente sadios, sem antecedentes prévios de contacto com triatomineos
ou familiares com doenca de Chagas e com provas de IFl e HA negativas. Foram
redizadas as provas. ELISA com extrato alcaino de formas epimastigotas de
Trypanosoma cruz (T. cruz), ELISA com antigenos de excregdo e secrecdo de formas
tripomastigotas de T. cruz, quimioluminescéncia com glicoconjugado de formas
tripomastigotas de T. cruz, hemocultura, xenodiagnostico e linfoproliferacdo com 5 e
10pg/ml de antigeno de T. cruzi. No grupo crénico, 80%, 83,3% e 85% dos pacientes
foram positivos a linfoproliferacdo com 5, 10 pg/ml e 5 e/ou 10 pg/ml, no grupo
inconclusivo, 17,8%, 19,2% e 20,5% foram, respectivamente, positivos. TESA-blot
apresentou 100% de sensibilidade e especificidade nos grupos cronico e controle,
respectivamente e, no grupo inconclusivo, 15 amostras de 73 foram positivas. As provas
parasitolégicas foram positivas em 18,9% no grupo crénico e 1,3% no grupo
inconclusivo. Considerando-se como pardmetros as 4 provas sorolégicas, 1
parasitolégica (xenodiagnostico e€/ou hemocultura), linfoproliferacdo (5 pg/ml e/ou
10ug/ml) e antecedentes epidemioldgicos sugestivos da doenca de Chagas (contato com
barbeiro e/ou familiares com doenca de Chagas e/ou ter morado em casa de barro, taipa,
pau-a pique), mostrou-se que o diagndstico de doenca de Chagas é provavel com a
presenca de 3 ou mais parametros positivos ou 2 ou mais provas sorolgicas positivas,
com destaque para a prova TESA-blot positiva em 100%. A linfoproliferacdo pode
representar uma prova de apoio quando as provas soroldgicas convencionais resultarem
negativas ou inconclusivas, particularmente na vigéncia de parametros epidemiol 6gicos

sugestivos de doenca de Chagas.



SUMMARY

The objective of thiswork was to evaluate the contribution of cellular response, and high
performance serological tests in patients with inconclusive conventiona serological
tests: indirect immunofluorescency (IFl), hemagglutination assay (HA), enzyme linked-
immunosorbent assay (ELISA). Sixty patients in the chronic phase of Chagas disease
were analyzed, 73 individuals with inconclusive conventional serological tests and, 43
healthy individuals, without previous contact with triatominae, or presence of relatives
with Chagas disease, and negatives IFI e HA. The following tests were carried out:
ELISA with alkaline extract from epimastigotes forms from Trypanosoma cruz (T.
cruz), ELISA with antigens of excretion and secretion of trypomastigote form from T.
cruzi, chemiluminescent ELISA test with purified trypomastigote glycoconjugate,
hemoculture, xenodiagnosis and lymphoproliferation with 5 and 10 pg/ml of T. cruz
antigen. The chronic group, 80% and 83,3% of patients were positive to
lymphoproliferation with 5 and 10 pg/ml, and in inconclusive group 17,8% and 19,2%
were positive respectively. TESA-blot showed 100% of sensitivity and specificity in
chronic group, and in inconclusive group, 15 samples of 73 were positive.
Parasitological tests were positive in 18,9% in chronic group, and 1,3% in inconclusive
group. Considering 4 serological tests as parameters, 1 parasitological (xenodiagnostic
and/or hemoculture), lymphoproliferation (5 pg/ml and/or 10 pg/ml), and
epidemiological data (contact with triatominae and/or relatives with Chagas disease
and/or to have lived in an adobe house), showed that the presence of 3 or more positive
parameters, or 2 or more positive serological tests is suggestive of Chagas disease with
prominence to TESA-blot test. Lymphoproliferation can represent a support test when
conventional serological tests were negative or inconclusive, particularly in the presence

of epidemiological data suggestive of Chagas disease.
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1. Introducéao

A doenca de Chagas € uma das moléstias de mais ampla distribuicdo no
continente americano. Estima-se que 16-18 milhdes de pessoas estejam infectadas e que
aproximadamente 120 milhfes de pessoas vivam em areas de risco na América Latina
(WHO, 2002), além disso, a doenca de Chagas tem sua importancia documentada pela
morbidade e mortalidade, representada por elevado nimero de ébitos ao ano (5.355) em
relacdo a outras doencas emergentes (Silveira et al., 2000).

A medida que a transmissio por Triatoma infestans foi controlada em todo
territorio nacional, com excecdo de focos nos estados de Tocantins e Bahia (Silveira et
al., 2000) ocorreu mudanca do perfil epidemioldgico da doenca de Chagas gracas a
grande migracéo do campo para as grandes cidades, assumindo importancia outras vias
de contaminacdo tais como a transfusional, congénita, por transplante de 6érgéos e por
acidentes laboratoriais (Dias et al., 2000). Deve-se ressaltar o grande risco de
contaminagdo de aproximadamente 20% (WHO, 2002) a0 se receber uma bolsa de
sangue infectada.

Considerando 1.494.032 amostras coletas em hemocentros de todo o Brasil, uma
prevaléncia média anual de 0,9% de doadores de sangue rejeitados (13.383) por provas
sorolégicas de triagem reativas a antigenos de T. cruz foi registrada em 1998
(Ministério da Saiude, 1998). Mais recentemente, os dados referentes aos hemocentros
publicos mostram que a taxa de rejei¢ao dos doadores apenas na entrevista clinica € de
cerca de 22% (Ministério da Salide, 1998); sendo 12,5% rejeitados posteriormente pela

triagem sorol dgica, 0,9% apenas pela doenca de Chagas.



A Fundagdo Pré-Sangue Hemocentro de Sdo Paulo descartou, no periodo de
1993 e 1994, cerca de 6.936 bolsas de sangue (1,68%) por serem reativas a pelo menos
um dos trés testes empregados (Salles et al., 1996), sendo 0,5% reativas as trés provas
empregadas para doenca de Chagas. Em 2001, na mesma instituicdo, foram
submetidas a testes confirmatorios 9.942 amostras reativas; e tais indices foram 1,14%
reativas a pelo menos um dos testes e 0,14% de candidatos doadores com provas
sorolégicas positivas para doenca de Chagas (Salles et al., 2003). No ano de 2002,
segundo a Agéncia Naciona de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a taxa de inaptidéo
soroldgica brasileira para a doenca de Chagas era de 0,61%, em bancos de sangue. No
ano de 2005, Wendel em sua tese de doutorado, estudando 13.383 amostras de soro em
laboratério de referéncia verificou que a prevaéncia da infeccdo por T. cruz em
candidatos a doadores de sangue no Brasil foi de cerca de 0,49%.

Diante de tais mudancas, a resolucdo RDC N° 153, anexo VI1I-A de 14 de junho
de 2004 (ANVISA), estabeleceu que a triagem para a doenca de Chagas devera ser
realizada por apenas um teste imunoenzimético de alta sensibilidade.

Um dos grandes desafios hoje em bancos de sangue é reduzir tanto o nimero de
bolsas descartadas indevidamente como também os custos para liberacdo de bolsas de
sangue, com o valor de cada unidade em torno de US$ 60.00 (Carvaho et al., 1993).
Para tal, é fundamental 0 emprego de provas acuradas que permitam elucidar o
diagndstico da doenca de Chagas e consegiientemente, amenizar o desgaste emocional a
gue o doador € submetido quando as provas soroldgicas convencionais resultarem

inconclusivas.



Os métodos soroldgicos constituem-se no alicerce do diagnéstico da doenca de
Chagas cronica devido a boa sensibilidade e especificidade, pois os niveis de anticorpos
sdo demonstraveis décadas apds a infeccdo (Vattuone et al., 1973; Kirchhoff et al.,
1993). Embora a sensibilidade sgja boa nas provas sorol6gicas convencionais (IFI, HA e
ELISA) com antigenos de formas epimastigotas, a reatividade cruzada com outras
doencas, principalmente leishmaniose, prejudica a especificidade (Camargo et al., 1974;
Chiller et al., 1990; Velasguez et al., 1993). Dessa forma, um nimero relativamente
grande de resultados pode ser caracterizado como indeterminado ou inconclusivo (Salles
et al., 1996; Almeida et al., 1990) em candidatos a doadores de sangue, pela
discordancia entre os resultados das provas convencionais, inclusive ap6s varias
repeti coes.

A imunofluorescéncia indireta, utilizando formas epimastigotas de T. cruz,
(Camargo & Souza, 1966), continua sendo um teste de grande valia, sendo considerada
reacdo de referéncia quando a leitura é feita por pessoal devidamente treinado e
equipado, uma desvantagem € o tempo gasto na leitura das |[&minas. Por outro lado, a
hemaglutinacdo indireta congtitui-se em teste de facil execucdo ndo necessitando de
equipamento nem pessoal qualificado para interpretacdo dos resultados, mas possui
baixa sensibilidade (Leiby et al., 2000).

Dessa forma, provas altamente sensiveis e de elevada especificidade poderiam ter
valor no diagnostico dos pacientes com provas sorolégicas inconclusivas. Entre as
reacOes imunoenzimaticas, € muito utilizado como antigeno o extrato alcalino derivado
de formas epimastigotas, de sensibilidade elevada na fase cronica, porém de menor

especificidade que os antigenos de formas tripomastigota (Umezawa et al., 1996).



Na reagdo de quimioluminescéncia, mostrou-se melhor desempenho de mucina
de formas tripomastigotas em relacéo as formas epimastigotas, com 100% de indices de
sensibilidade e especificidade em amostras de soros de pacientes com doenca de Chagas
com hemocultura e/ou xenodiagnéstico positivo e cerca de 12,2% de positividade em
amostras de soros com provas soroldgicas convencionais inconclusivas (Almeida et al.,
1997). Embora o emprego da técnica necessite de equipamento de custo elevado, deve-
se considerar sua vantagem de aplicacdo a rotina com minimas quantidades de soro,
diminuindo assim o risco de reagdes cruzadas com outras doencgas.

Moléculas recombinantes e peptideos sintéticos tém sido testados em ensaios
imunoenzimaticos com diferentes graus de eficiéncia. Vergara et al., 1992 observaram
cerca de 98% de positividade em chagésicos para um ou mais de cinco peptideos
sintéticos clonados do antigeno de T. cruz; Ferreira et al, 2001 observaram para quatro
peptideos sintéticos 100% de sensibilidade e 98,9% de especificidade, enquanto Peralta
et al., 1994 detectaram para dois peptideos sensibilidade de 99,4% e especificidade de
98,0%. Similares indices foram registrados com antigenos recombinantes (Zingales et
al., 1993, Paranhos-Bacalla et al., 1994; Peralta et al., 1994; Godsdl et al., 1995, Krautz
et at., 1995, Umezawa et al., 1999). Observou-se por ELISA com misturas de antigenos
recombinantes (CRA-FRA) (Krieger et al., 1992), 98% sensibilidade e 100% de
especificidade. O emprego de antigeno recombinante FcaBP por Godsel et al., 1995
permitiu observar 100% de sensibilidade e especificidade; com seis antigenos
recombinantes H49, JL7, A13, B13, JL 8 e IF8, a sensibilidade variou de 79 a 100% e a
especificidade de 96,2 a 99,6% (Umezawa et al., 1999), com melhor desempenho

isolado de IF8 (sensibilidade de 99% e especificidade de 99,6%). A utilizagdo dessas



provas em campo em larga escala, 0s custos para sua producdo e seu papel no
seguimento durante e apds terapéutica especifica ainda ndo foram avaliados.

Outra estratégia para o aumento da especificidade é o emprego da reacdo de
imunoblot com antigenos secretados e excretados de formas tripomastigotas (TESA)
(Umezawa et al., 1996) com atos indices de sensibilidade e especificidade. Em amostras
de soros de doadores de sangue com provas soroldgicas inconclusivas, observou-se
2,87% de positividade, com sensibilidade e especificidade de 100% em pacientes com
doenca de Chagas e ndo chagéasicos (Silveira-Lacerda et al, 2004). Esta provatem como
desvantagem custo elevado, cerca de US$ 20.00 por teste e a necessidade de
manipulacdo de formas tripomastigotas para a obtencdo do antigeno TESA.

Adicionamente, a pesquisa de antigenos na urina (antigenaria) foi descrita por
Umezawa et al., 1993, que encontraram sensibilidade de 60% em pacientes cronicos,
enquanto que Corral et al., 1996, observaram cerca de 100% de positividade com
anticorpos monoclonais em ensaios de ELISA de captura em pacientes na fase aguda,
congénita e cronica, esta Ultima com xenodiagndstico positivo.

Os métodos parasitolégicos sdo considerados padrdo-ouro, porém, mesmo 0S
exames indiretos com enriquecimento do parasito, tém baixa sensibilidade, cercade 30 a
50% na fase crénica da doenca, mesmo ap0s vérias repeticdes (Chiari et al., 1989).
Embora altamente especificos, estes métodos |aboriosos podem levar semanas até a sua
conclusdo, tornando-se impraticaveis na rotina de bancos de sangue, mas sendo Utels
como padrdo-ouro na pratica clinica para o diagnéstico e controle pds-terapéutico,

particularmente na confirmagdo de parasitemia.



A introducdo de técnicas moleculares no diagnéstico da doenca de Chagas
crénica trouxe expectativas de que a sensibilidade na deteccdo do parasito viesse a
responder vérias questdes relativas ao diagndstico e ao controle de cura, assim como
elucidar davidas referentes a patogenia da moléstia. Vérios aprimoramentos foram
introduzidos facilitando o emprego de técnicas em campo por meio da coleta de sangue
em guanidina-HCl , o sistema “hot start” e fervura (Britto et al., 1995; Wincker et al.,
1994), registrando-se inicialmente elevada positividade na detecgdo do parasito, cerca de
90-95%, em contraste com 43% de sensibilidade do xenodiagndstico (Britto et al.,
1993). No entanto, a validacdo em campo da mesma técnica permitiu observar que a
sensibilidade de deteccdo nem sempre é elevada, variando segundo as regifes de
procedéncia dos pacientes. Desta forma, ao lado de sensibilidade de 96,5% em Minas
Gerais (Wincker et al., 1994), sensibilidade de 45% em pacientes chagésicos foi descrita
na Paraiba (Britto et al., 1995; Coura et al., 1996) e de 59,5% no Piaui (Coura et al.,
1996). Em func¢do dos dados ja relatados, houve considerdvel diminuico do entusiasmo
para aplicacdo da PCR como ferramenta Util ao diagndstico em bancos de sangue.

Técnicas de PCR aplicadas ao diagnostico em pacientes com provas sorolégicas
inconclusivas tém registrado resultados positivos que variam de 4,3 a 46,2% segundo
Ribeiro dos Santos et al., 1999; Gomes et al., 1999 e de 43,3% de positividade usando o0
nested-PCR segundo Marcon et al., 2002, exigindo cuidados redobrados para se evitar
contaminacdo. Em funcdo da maior sensibilidade dos métodos moleculares, a automagao
dareacdo e 0 uso da PCR em tempo real podem ser de valor no diagnéstico de pacientes

com provas sorol égicas convencionais inconclusivas.



Provas parasitol6gicas mesmo com baixos indices de sensibilidade véem sendo
utilizadas como referéncia por se congtituirem em prova indubitdvel de doenca.
Embora, atamente especificas, essas provas ndo sdo indicadas para bancos de sangue
por serem laboriosas e por necessitarem de longos periodos, até 90 dias, para a
finalizacdo da técnica. Em episddios de infeccdo recente, a sensibilidade das provas
parasitolégicas aumenta significantemente, sendo referéncia de fase aguda da doenca;
em episodios de co-infeccdo Chagas-HIV na fase crénica da doenca de Chagas, a
reativacao é caracterizada pelo encontro do parasito no sangue circulante (Sartori, 2001).

O reconhecimento de antigenos de T. cruz por linfécitos de pacientes chagésicos
tem sido empregado para estudo da imunidade celular sem finalidade diagndstica
(Tschudi et al., 1972; Gomes et al., 1999). Assim, 5-30% dos linfécitos de pacientes
chagasi cos reconhecem antigenos de T. cruz por técnicas de linfoproliferagdo (Tschudi
et al., 1972), por outro lado, pacientes chagésicos crénicos com diferentes formas
clinicas da doenca de Chagas apresentam niveis maiores de resposta citotoxica a
antigeno de formas epimastigotas: cardiopatas assintométicos apresentam maiores niveis
de ativagdo citotoxica do que pacientes com a forma indeterminada e cardiopatas
sintométicos sendo tal atividade neutralizada por interferon-g (Barros-Mazon et al.,
1997).

A importancia da resposta imune celular em humanos foi atestada em episodios
de imunossupressdo, em transplante de 6rgdo e quimioterapia citotoxica (neoplasias) e
em individuos com co-infeccdo T. cruzi/HIV, em que ha grave acometimento do sistema

nervoso central e de outros 0rgaos.



Adicionamente, 0 emprego de provas cuténeas de hipersensibilidade tardia com
antigenos de T. cruz foi proposto para o diagnostico da doenca de Chagas (Teixeira et
al., 1978), sendo que tal inoculacdo de antigenos do parasito ndo resultou em
exarcebagao de uma resposta celular expressa por citotoxicidade.

Permanecem, pois, como incdgnitas e com perspectivas a serem esclarecidas na
doenca de Chagas se a resposta imune celular pode contribuir no diagnéstico de
individuos com provas sorol dgicas inconclusivas.

Propde-se no presente trabalho, o estudo de provas de imunidade celular associadamente
a provas sorolégicas de elevada sensibilidade e especificidade para verificar seu papel
no diagnostico da doenca de Chagas cronica, quando as provas sorolégicas

convencionais forem inconclusivas.



OBJETIVOS



2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Avaliar a contribuicgo da resposta celular e das provas soroldgicas anti-fraces
antigénicas especificas de T. cruzi no diagnéstico da doenca de Chagas em pacientes

com provas sorol égicas inconclusivas para doenca de Chagas.

2.2. Objetivo especifico
Comparar 0 reconhecimento de antigenos do parasito por linfoproliferacdo aos
resultados de TESA-blot e quimioluminescéncia com antigenos de formas

tripomastigotas.

11
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3. Métodos
3.1. Casuistica
Foram analisadas 176 amostras de individuos divididos em 3 grupos segundo critérios

de inclusdo a seguir descritos. Apenas uma amostra por paciente/individuo foi incluida.

3.2. Critérios deinclusdo

3.2.1. Grupo cronico, como controle positivo

Sessenta pacientes na fase crénica da doenca de Chagas provenientes do
Ambulatério da Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitérias do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP com presenca de dois ou trés resultados
positivos em trés provas soroldgicas convencionais para a doenca de Chagas:
imunofluorescéncia indireta, > 1/40 (IFl), hemaglutinacdo indireta, > 1/40 (HA) e
ensaio imunoenzimético (ELISA), realizados na Fundagcdo Pré-Sangue Hemocentro de

S50 Paulo.

3.2.2. Grupo controle, como controle negativo

Quarenta e trés individuos voluntérios, aparentemente sadios, escolhidos por ndo
terem antecedentes de contacto prévio com triatomineos e/ou de familiares com
doenca de Chagas, e com trés provas soroldgicas convencionais negativas (IFI, HA e

ELISA com antigenos de formas epimastigotas de T. cruz).
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3.2.3. Grupo inconclusivo

Setenta e trés individuos encaminhados pela Fundagdo Pro-Sangue Hemocentro
de S0 Paulo que apresentaram provas sorolégicas convencionais inconclusivas por
ocasi&o da doacdo de sangue:

a Uma prova positiva em trés ou uma positiva e uma duvidosa em trés ou
uma a trés provas duvidosas em trés, uma positiva e duas duvidosas em
trés;

b) Em dois momentos diferentes: resultados ora proximos ao limiar de
reatividade, ora negativos ou duvidosos.

Todos os participantes assinaram 0 termo de consentimento pods-informagéo,

sendo garantido sigilo sobre sua identificagdo. O Projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S0 Paulo.

3.3. Questionario
Foi aplicado um questiondrio (anexo) a respeito dos dados epidemiol dgicos:
naturalidade, migragdes, presenca de barbeiro na casa ou vizinhanca, relato de picada
por triatomineo, doenca de Chagas na mae ou em outros familiares, histéria de
transfusdo de sangue e derivados, tipo de moradia: sapé, pau-a-pique, madeira, barro,

avenaria
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3.4. Resultados das provas convencionais (IFI, HA e ELISA)
Foi considerada positiva a amostra com titulos > 1/40 nas provas IFl e HA; os
resultados da prova ELISA foram considerados segundo critérios estabelecidos pelo

fabricante.

3.5. Coleta de sangue

Foram coletadas as seguintes amostras de sangue da veia cubital:

- 10 ml de sangue em tubo estéril com heparina sddica (Roche) para o ensaio
de linfoproliferacdo, que foi utilizado imediatamente para a realizacdo da
prova.

- 10 ml de sangue em tudo seco para obtencdo de soro para as provas
sorolégicas, que foi estocado a—20°C em aliquotas com e sem glicerina (v/v)
até o momento do uso;

- 30 ml de sangue em tubo estéril com heparina sddica (Roche) para a
hemocultura;

- 10 ml de sangue em tubo estéril com heparina sddica (Roche) para o

xenodiagnostico.

3.6. Linfoproliferacao
3.6.1. Preparacédo antigénica
O estimulo foi feito a partir de antigeno total de T. cruz (Teixeira et al., 1978)

gentilmente cedido pelo Dr. Antonio R. L. Teixeira (Universidade de Brasilia).
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As concentracdes 6timas do antigeno, foram de 5 e 10 ng/ml, quantificacéo feita

pelo método de Lowry, 1951.

3.7. Obtencao de células mononuclear es do sangue periférico

As amostras de sangue foram depositadas suavemente sobre gradiente de Ficoll-
Hypaque (Pharmacia) e centrifugadas a 1300 g por 20 minutos a 4°C (Incibréas Spin V1).
Ao final da centrifugacéo foi coletada, com pipeta do tipo Pasteur. A camada formada
entre o Ficoll-Hypaque (d=1,077) e o plasma corresponde as células mononucleares,
segundo Boyum, 1968. Procedeu-se a lavagens das células com meio de cultura RPMI
centrifugando a 1000g por 10 minutos a 4°C. As células foram gjustadas para 2x10°%/ml,
observando-se a viabilidade por azul de tripano (Merck) de no minimo 90% para a
realizacdo da prova. As células foram cultivadas em meio RPMI suplementado com L-

glutamina e 10% de “pool” soro humano AB, Rh+, inativado a 56°C.

3.8. Testede proliferacéao celular

O cultivo foi feito em placas de fundo chato com 96 cavidades (Corning) em
triplicatas, 2x10° céulas e antigenos de formas epimastigotas de T. cruzi segundo
Teixeiraet al., 1978 (5 e 10 ng/ml) ou fitohemaglutinina (PHA) (Difco, Detroit, MI). O
cultivo foi mantido por 144 horas frente aos antigenos do parasito e por 72 horas frente a
PHA (Difco, Detroit, M) em ambiente Umido de 5% de CO,. Cerca de 8 horas antes do
término deste periodo foram acrescentados 2 nCi de timidina triciada (Radiochemical

Centre, Amersham Life Science, United Kingdom) com atividade de 74 GBg/mmol,
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2Ci/mmol. As células foram aspiradas através de um papel de filtro com auxilio de
coletor automético de células (Cell harvester). Ao papel de filtro contendo células
radioativas foi acrescido liquido de cintilagdo (Wallac — EG&G Co.) e, tendo sido a
radioatividade incorporada determinada em aparelho Wallac — EG& G Co. Os resultados
foram expressos em desintegracfes por minuto (cpm) e obtidos para diferenca entre cpm

das células estimuladas e ndo-estimuladas (D cpm).

3.9. Provas sor ol 6gicas convencionais
3.9.1.Imunofluorescéncia indireta (IFl)
A provafoi realizada no grupo controle segundo instrugdes do fabricante, Biolab

M érieux lote H5030301.

3.9.2. Hemaglutinagdo (HA)
A provafoi realizada no grupo controle segundo instrugdes do fabricante, Biolab

Mérieux lote 21267.

3.9.3. ELISA (Enzyme-linked immunosor bent assay)

A prova EAE foi realizada com extrato alcalino de formas epimastigotas e TESA
com antigeno de secrecdo e excrecdo de formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruz,
segundo Umezawa et al., 2001.

O antigeno TESA foi obtido segundo Umezawa et al., 2001, com modificaces.

Brevemente, o sobrenadante de cultura de células LLC-MK, infectadas com formas
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tripomastigotas por 5 dias foi centrifugado a 2,800g por 10 minutos a 4°C, filtrado em
membrana de acetado com porosidade de 0,22 nm (Millipore) e utilizado imediatamente
ou estocado a—70°C.

Foram utilizadas microplacas de fundo chato com 96 cavidades (Costar, Hybond-
polyestirene plates, Cambridge, MA).

ELISA EAE: as placas foram sensibilizadas com 50 mi de antigeno diluido a
1:500 em tamp&o carbonato-bicarbonato por 18 horas a 4°C em camara Umida.

TESA-ELISA: as placas foram sensibilizadas com 50 m de antigeno diluido a
1:80 em tamp&o carbonato-bicarbonato por 18 horas a 4°C em camara Umida.

O bloqueio foi feito com 100 mi/cavidade de PBS Tween20 a 0,05% Leite
Molico® 5% por 30 minutos & temperatura ambiente.

Soros humanos foram diluidos a 1:200 em PBS contendo Tween20 0,05% (PBS-
T) leite Molico® 1% e foram incubados 50 mi/cavidade por 1 hora a 37 °C em camara
Umida.

Anticorpos anti 1gG-humana marcados com peroxidase (Sigma Chemica Sto.
Louis, Mo, USA), foram diluidos a 1:3000 em PBS e foram incubados 50 mi/cavidade
por 1 hora a 37°C em camara Umida.

Apbs aincubacdo de cada etapa, as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-

A revelagdo dos imune-complexos foi feita pela adicdo de 50 pl/cavidade

contendo: 5 mg de OPD (Sigma Chemical Sto. Louis, Mo, USA), 12,5 ml de tampé&o
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citrato 0,05M pH 5,0 (Sigma Chemica Sto. Louis, Mo, USA) e 7 ul de H20, a 30%
(Merck) eincubadas por 30 minutos a 37 °C na auséncia de luz.
A reacdo foi interrompida com a adic¢éo de 25 pl/cavidade de HCl 4N (Merck).

A Leiturafoi feitaem 492 nm (Labsystems Multiskan M S).

3.9.4. TESA-blot, segundo Umezawa et al., 1996.

Esta prova foi redizada no Laboratério de Investigacdo Meédica de
Protozoologia, Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, sob orientacdo
de Eufrozina Setsu Umezawa.

Foram adicionados 150 ml do antigeno TESA e submetido a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 7% (Mini-Protean Il; BioRad). Os antigenos eletroforeticamente
separados foram transferidos segundo Towbin et al., 1979 (Mini-Protean |1, BioRad)
para uma membrana de nitrocelulose com porosidade de 0,45 nm (BioRad) em sistema
semi-seco (Hoefer-Scientific Instruments) por 1 hora.

O blogueio dos sitios inespecificos foi feito com PBS Tween20 a 0,05% leite
Molico® 5% por 30 minutos.

Soro humano diluido a 1:200 em PBS-T leite Molico® 1% foi incubado por 2
horas a temperatura ambiente e os anticorpos detectados pela adi¢cdo de anti-IgG humana
feita em cabra marcada com peroxidase (Sigma Chemical Sto. Louis, Mo, USA) diluida

a1:2000 em PBS-T leite Molico® 1% por 1 hora e 30 minutos a temperatura ambiente.
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A revelagéo dos imune-complexos foi feita pela adicdo de 600 pl contendo: 10pl
de H;0O, a 30% (Merck), 6 mg de 4-clorol-naftol (Sigma Chemical Sto. Louis, Mo,
USA) diluido em 2 ml de metanol (Merck) e 10 ml de PBS.

A reacdo foi suspensa pela adicdo de gua deionizada.

3.9.5. Reacdo de quimioluminescéncia, segundo Almeida et al., 1997.

A prova de quimioluminescéncia foi realizada no Laboratorio de Glicobiologia,
do Depto. de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, sob orientacéo
do professor Igor de Almeida.

O antigeno preparado segundo Almeida et al., 1996, brevemente, a partir de
cerca de 2x10™ parasitos liofilizados obtidos de cultura de células LLCMK infectadas
com formas tripomastigotas da cepa Y, obtidas de 5 a 8 dias de cultura segundo
Andrews et al.,1982. Brevemente, € redizada a delipidacdo com clorofdrmio-metanol
(Merck) sob agitagcdo por 1 minuto, remover o sobrenadante e repetir 0 processo por
mais duas vezes. Secar 0 sedimento com nitrogénio liquido. Adicionar 10 vezes o
volume de butanol a 9% (Merck) ao sedimento seco. Deixar sob agitagcdo constante por 4
horas a temperatura ambiente ou durante 18 horas a 4°C. Centrifugar a 1000g a
temperatura ambiente por 15 minutos, desprezar o sobrenadante. Repetir o procedimento
por mais duas vezes. Armazenar o sedimento a —20°C. Apds a homogeneizacdo em
acetato de aménia (Merck) e propanol (Merck), a solucéo é processada em coluna de
Octyl-Sepharose CL 4B (Amersham) e a presenca de proteinas dos picos coletados foi
atestada por eletroforese em gel de poliacrilamida a 40%, contendo dodecil sulfato de

sodio (SDS-PAGE), segundo Laemmli, 1970 e posterior coloracédo pelo método da prata.
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O antigeno diluido a 1:2000 em solucdo tampdo carbonato 0,06M pH 9,6 foi
imobilizado em placas opacas brancas de 96 cavidades (Nunc, Roskilde, Denmarck) por
18 horas a4°C. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com PBS-T albumina bovina
fragdo V (Sigma Chemical Sto. Louis, Mo, USA) 0,1% por 30 minutos a 37 °C.

As placas foram incubadas com soro humano diluido a 1:2000 em PBS-T por 30
minutos e anti-lgG humana biotinilada (Amersham) diluida a 1:2000 em PBS-T por 30
minutos a 37°C e depois com estreptoavidina marcada com peroxidase (Amersham)
diluido a 1:1000 em PBS-T por 30 minutos a 37°C. A reacdo foi desenvolvida com
[uminol (ECL, Amersham) diluido a 1:20 em tampéo carbonato 0,06M pH 9,6.

Os resultados foram avaliados a partir de unidades relativas de luminescéncia

(RLU’s) em lumindmetro (Modelo 7710, Cambridge Technology Watertown, MA).

3.9.6. ELISA —antigeno recombinante rK-39

O antigeno rK-39 foi obtido segundo Burns et al., 1993 e foi gentilmente cedido
pelo Prof. Dr. Antonio Walter Ferreira.

Cerca de 100 ng do antigeno foi fixado as placas de poliestireno de fundo plano
(NUNC “polysorp high binding”) em tampéo carbonato-bicarbonato 0,06 M pH 9,6
peroxidase (Sigma Chemical Sto. Louis, Mo, USA) e incubadas por 18 horas a
temperatura ambiente. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com PBS-T albumina
bovina fracdo V (Sigma Chemical Sto. Louis, Mo, USA) 1% por 30 minutos. Para
conservacdo das placas, foram mantidas por 6 horas a 40 °C, e estocadas em embal agens

individuais de aluminio, seladas e preservadas a 4 °C até o momento do uso.
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As placas foram incubadas com amostras de soros diluidas a 1:200 em solucéo
diluente de soro e albumina bovina fracéo V (Sigma Chemical Sto. Louis, Mo, USA) a
1% em PBS, 100 pl/cavidade e incubadas por 1 hora a 37°C.

Anti-lgG-humana obtida em carneiro, marcada com peroxidase (Biolab-Mérieux)
diluido a 1:15.000, lote SP 990502 em soluc&o contendo soro albumina bovina fragdo V
(Sigma Chemica Sto. Louis, Mo, USA) 1% e tampéo fosfato, 100 ul/cavidade, por uma
hora a 37 °C. A cada etapa de incubacdo foram feitas cinco lavagens com PBS em
lavadora de microplaca (BIOTEK Instruments inconclusivo. ELX 50/12).

A atividade enzimatica foi revelada com TMB (Sigma Chemica Sto. Louis, Mo,
USA) e H,O, a 30% (Intergene), incubado na auséncia de luz por quinze minutos a
temperatura ambiente. A reacdo foi interrompida pela adi¢céo de 50 ul por cavidade de

H,SO4 2N (Merck). A leiturafoi feita a 450 nm (Diagnostics Pasteur LP 300).

3.10. Provas parasitoldgicas

3.10.1.Hemocultura

Esta prova foi realizada no Laboratério de Investigacéo Médica em Parasitologia,
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP, de acordo com Luz et al.,
1994.

Cerca de 30 ml de sangue periférico foram coletados com heparina sodica
(Roche), tendo sido o plasma removido por centrifugacéo durante 10 minutos a 1.000g a
4 °C e o sedimento lavado com meio LIT (Liver Infusion Tryptose). O meio LIT foi

acrescentado a0 sedimento e essa suspensdo distribuida em seis tubos que foram
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incubados a 28 °C, com leitura de cada tubo ao microscépio representada pelo nimero

de tubos positivos/total tubos analisados segundo Luz et al., 1994, aos 30, 60 e 90 dias.

3.10.2. Xenodiagnostico “in vitro”

Realizado a partir de 10 ml de sangue coletado com heparina sodica (Roche). No
laboratério, o sangue é colocado em um recipiente coberto com filme transparente
(Parafilm “M” O), aguecido a 37 °C e oferecido para alimentagdo a 40 ninfas de Triatoma
infestans de terceiro ou quarto estadio de durante 40 minutos. Trinta e 60 dias apds o
repasto sanguiineo, o contetido intestinal de cada triatomineo, obtido por compressdo
abdominal, foi analisado separadamente, a microscopia direta, para pesquisade T. cruz,
a leitura individual do xenodiagnéstico permitiu a semi-quantificacdo de parasitemia
através da proporgdo: nimero de ninfas infectadas/nimero de ninfas avaliadas, segundo

Borges Pereira et al., 1989.

3.11. Célculo da sensibilidade e especificidade

A Curva ROC (receiver operating characteristic) descreve quantitativamente o
desempenho de um teste diagnéstico (Martinez et al., 2003) constituindo-se em
ferramenta Gtil ferramenta para medir e especificar problemas no desempenho de um
teste diagnostico. Esta andlise por meio de um método grafico permite estabelecer o
ponto de corte optimizando a sensibilidade e especificidade. A érea abaixo da curva
ROC esta associada ao poder discriminante de um teste de diagnéstico. O teste ideal é

aquele que alcanca a extremidade mais superior e a esquerda do gréfico. As coordenadas
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deste grafico representam medidas de probabilidade e, por conseguinte sendo perfeito o
teste que alcanca valor um. A curva ROC permite o encontro do ponto ideal para se
célculos de sensibilidade e especificidade e foi aplicada as provas de linfoproliferacao,

EAE, TESA e QUI.

3.12. Andlise Estatistica

Foram utilizados os programas Sigma Stat (Jandel Scientific) versdo 1.0, Microsoft
Excel e Prisma 3.0. Para comparagdo entre as proporgdes de resultados negativos e
positivos nas provas. TESA-blot, provas parasitolégicas, dados epidemioldgicos e
relagdo positividade de parémetros e testes foi utilizado o teste exato de Fisher e a
comparacao entre dois grupos pelo teste T.

A andlise entre os grupos cronico, inconclusivo e controle nas provas
linfoproliferacdo, EAE, TESA e QUI foi feita pelo méodo de Kruskal-Wallis e a
deteccdo dos grupos diferentes pelo método de Dunn.

A andlise entre 0s grupos com parasitemia positiva e negativa foi feita pelo método
de Mann Whitney.

Para avaliar o grau de concordancia entre os resultados das provas estudadas,
utilizou-se o indice de kappa de Cohen, este Ultimo, podendo assumir valores

considerados como concordancia (Dawson, 2003).



k<0,2
0,01- 0,2
0,21-0,4
0,41-0,6
0,61-0,8
0,81-0,92

0,93-1,0

auséncia de concordancia
peguena concordancia
discreta concordancia
concordancia regular

boa concordancia

muito boa concordancia

excelente concordancia
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Considerou-se um nivel de significancia de 5%, aceitando um erro tipo | de 5%

(alfa=0,05).
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4. Resultados

4.1 — Caracteristicas dos grupos
4.1.1 — ldade e sexo

Conforme se vé a Tabela 1, as medianas das idades nos grupos cronico,
inconclusivo e controle foram: 35, 45 e 30 anos. Houve predominio de individuos do
sexo masculino no grupo inconclusivo (71,8%) e predominio do sexo feminino nos
grupos cronico e normal, 60,3% e 55,8% respectivamente, conforme mostrado a Tabela
1.

A andlise estatistica mostrou ndo haver homogeneidade entre 0s grupos quanto aos

dados idade e sexo.

Tabela 1. Mediana da idade e distribuicdo por sexo nos grupos crénico n=58,
inconclusivo n=71 e controle n=43.

|dade crobnico inconclusivo controle
(anos)/sexo (n=58) (n=71) (n=43)
M inima—maxima 25-62 19-67 18-76
Mediana 35 45 30
Sexo masculino 39,6% 71,8% 44,2%

4.1.2. Caracteristicas epidemiol 6gicas

A distribuicdo das variaveis epidemiol égicas (presenca do barbeiro em casa ou na
vizinhanca, presenca de picada pelo barbeiro, tipo de casa (sapé, adobe, barro), presenca
de mé&e ou algum familiar com a doenca de Chagas) segundo 0s grupos, encontra-se
representada a Figura 1. No grupo crénico, relatos de presenca de barbeiro em casa ou
na vizinhanca, se foi picado por barbeiro e presenca de familiares com doenca de
Chagas, ocorreram em 57,1%, 17% e 43,8% e em 34,2%, 4,1% e 15,5% no grupo
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inconclusivo, respectivamente. Nenhum paciente do grupo controle apresentou qual quer
antecedente epidemiol 4gico positivo.

100 7

P=0,0118 P=0,0373
60 P=0,0008

%

P=0,0193

20 7 P=0,2147

L

barbeiro/casa casa:sapé,barro Picado Méae/doenca familia

‘Dcrﬁnico Binconclusivo ‘

Figura 1. Freguéncia das caracteristicas epidemioldgicas dos grupos: cronico (n=60),
inconclusivo (n=73) e controle (n=43). A diferenca entre as porcentagens dos
grupos cronico e inconclusivo foi avaliada pelo teste 22 (p).

A andlise edtatistica das caracteristicas epidemioldgicas nos grupos crénico e
inconclusivo mostrou haver diferengas significantes quanto a presenca de barbeiro na
vizinhanca e/ou a freqiiéncia de relato da picada pelo barbeiro ou presenca de familiares
(mée elou familiares) com a doenca de Chagas que foram consideradas como
antecedentes epidemioldgicos sugestivos de doenca de Chagas. Quanto ao tipo de
moradia (casa de barro, sapé, taipa, pau-a-pique, madeira), houve também diferenca
entre esses dois grupos.

Verificou-se também diferenca estatisticamente significante entre os grupos
crénico, inconclusivo e controle quando as regides de procedéncia (Grande S&o Paulo,
interior de S& Paulo, Nordeste, Sudeste, Sul, Norte e outros) foram analisadas
(p<0,0001).
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4.2 Linfoproliferacdo frente a fitohemaglutinina e ao antigeno de Trypanosoma
cruz
A Figura 2 mostra resultados similares de linfoproliferacdo frente a

fitohemaglutinina para os 3 grupos, ndo sendo observada diferenca estatisticamente

significante.
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Figura 2. Resultados de linfoproliferagdo em ? cpm frente a fitohemaglutinina segundo
0s grupos crénico (n=60), inconclusivo (n=73) e controle (n=43). A linha
representa a mediana dos valores. A comparagao entre o0s trés grupos revelou
p=0,4739 (Kruska-Wallis).

Conforme se vé as Figuras 3 e 4, individuos do grupo crénico apresentaram
resposta linfoproliferativa a antigenos de T. cruzi mais elevada em relacéo aos grupos
inconclusivo e controle.

Os resultados da linfoproliferacdo frente a 5 e 10 pg/ml de antigeno foram
similares, nd havendo diferenca estatisticamente significante no grupo cronico.
Diferencas estatisticamente significantes foram encontradas entre os grupos cronico e

controle, cronico e inconclusivo, respectivamente, tanto com 5 como 10 pg/ml de

antigeno (Figuras 3 e 4).
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cronico inconclusivo controle

Figura 3. Resultados de linfoproliferacdo em ? cpm frente a 5 pg/ml de antigeno nos
grupos cronico, n=60, inconclusivo, n=73 e controle, n=43. A linha
representa a mediana dos valores de cada grupo e a area destacada na cor
cinza representa a regido dos valores abaixo do limiar de reatividade. A
comparacdo entre os trés grupos revelou p=1,9x10" (Kruskal-Wallis).
Deteccdo de diferenca entre os grupos pelo método de Dunn.

? cpm = cpm estimulado - cpm ndo estimulado
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racdo em ? cpm frente a 10 pg/ml de antigeno nos grupos crénico (n=60),
inconclusivo (n=73) e controle (n=43). A linha representa a mediana dos
valores de cada grupo e a area destacada na cor cinza representa a regido dos
valores abaixo do limiar de reatividade. A comparagéo entre os trés grupos
revelou p=3,41x10"" (Kruskal-Wallis). Deteccdo de diferenca entre os
grupos pelo método de Dunn.

? ¢pm = cpm estimulado - cpm néo-estimulado

4.3. Curva ROC da linfoproliferacao
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O limiar de reatividade do ensaio de linfoproliferacdo foi calculado através da
curva ROC, aplicada a 103 amostras, sendo 60 de pacientes com doenca de Chagas e 43
de individuos controle, definindo-se 2.000 cpm como o limiar de reatividade em ? cpm
para o célculo de sensibilidade e especificidade frente a5 pg/ml de antigeno e 3.000 cpm
como limiar de reatividade para os ensaios com 10 pg/ml.

A positividade no grupo crénico foi de 80% e 83,3% frente a5 pg/ml e 10 pug/ml,
respectivamente. No grupo controle, cerca de 9,3% dos individuos responderam a 5
pg/ml de antigeno e 13,9% a 10ug/ml (Tabelas 2 e 3). No grupo inconclusivo, cerca de
17,8% (13/73) e 16,4% (12/73) de pacientes no grupo de inconclusivo apresentaram ?
cpm acima do limiar de reatividade frente a 5 ug/ml e 10 pg/ml, respectivamente, e
20,5% (15 de 73) frente a5 e/ou 10 pg/ml.

Tabela 2. Parémetros de desempenho da linfoproliferacdo, frente a 5 pg/ml de antigeno

segundo o limiar de reatividade empregando os grupos crénico (n=60) e grupo
controle (n=43).

Limiar de reatividade — 5 pg/ml

Parémetros
> 1.500 cpm > 2.000 cpm > 2.500 cpm
Sensibilidade 83,3% 80,0% 71,7%
Especificidade 86,0% 90,7% 93,0%
Eficiéncia 84,6% 85,3% 80,6%
Valor Preditivo Positivo* 89,3% 92,3% 93,5%
Valor Preditivo Negativo* 78,7% 76,5% 70,2%

* Prevaléncia de 1,3%, segundo Akhavan, 1996
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Tabela 3. Par@metros de desempenho da linfoproliferacdo frente a 10 pg/ml de antigeno
segundo o limiar de reatividade empregando os grupo cronico (n=60) e grupo
controle (n=43).

Limiar de reatividade — 10 pg/ml

Parémetros
> 2.500 cpm > 3.000 cpm > 3.500 cpm
Sensibilidade 85,0% 83,3% 65,0%
Especificidade 79,1% 86,1% 86,0%
Eficiéncia 82,0% 84,5% 75,5%
Valor Preditivo Positivo* 85,0% 89,3% 57,5%
Valor Preditivo Negativo* 79,1% 78,7% 65,8%

* Prevaléncia de 1,3%, segundo Akhavan, 1996

4.4. Especificidade da resposta linfoproliferativa em pacientes com leishmaniose
cutaneatratada

A especificidade da resposta linfoproliferativa foi também avaliada em oito
pacientes com leishmaniose cuténea tratada, ndo se observando linfoproliferacéo
positiva em resposta ao antigeno, como demonstrado a Figura 5.

Considerando 43 individuos do grupo controle e oito pacientes com |leishmaniose
(n=51), a especificidade da linfoproliferagdo frente a 5 pg/ml de antigeno (limiar de
reatividade > 2.000 cpm) e 10 pg/ml (limiar de reatividade > 3.000 cpm) foi de
respectivamente 92,1 % e 88,2 %.
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Figura 5. Distribuicdo de oito pacientes com leishmaniose cutnea tratada segundo
resultados da linfoproliferacéo (com) frente a5 e 10 pg/ml de antigeno.
? cpm = cpm estimulado - cpm n&o-estimulado

4.5. Curva ROC das provas soroldgicas EAE, TESA, quimioluminescéncia e TESA-
blot

O limiar de reatividade das provas sorolégicas foi calculado através da curva
ROC, aplicada a 103 amostras de soro, sendo 60 pacientes com doenca de Chagas e 43
individuos controle, definindo-se o valor de 0,2 de densidade Gtica como limiar de
reatividade para o calculo de sensibilidade e especificidade para as provas EAE e QUI e,

de 0,3 para TESA como mostrado a Tabela 4.



Tabela 4. Caracteristicas das provas sorolégicas ELISA com extrato alcalino de formas
epimastigotas do T.cruzi (EAE), ELISA com antigenos de excregdo e secrecao
de formas tripomastigotas de T. cruzi (TESA), quimioluminescéncia com
glicoconjugado de formas tripomastigotas de T. cruzi (QUI) e imunoblot com
antigenos de excregdo e secrecdo de formas tripomastigotas de T. cruzi (TESA-
blot) nos grupos crénico (n=60) e grupo controle (n=43), segundo o limiar de
reatividade.

Limiar de reatividade

EAE TESA QuI TESA-blot
Caracteristicas

> 0,200 > 0,300 > 0,200 +ou-
Sensibilidade 98,3% 96,7% 98,3% 100%
Especificidade 100% 100% 100% 100%
Eficiéncia 99,1% 98,3% 99,1% 100%
Vaor Preditivo Positivo* 100% 100% 100% 100%
Valor Preditivo Negativo* 99,9% 99,9% 99,9% 100%

*Prevaléncia de 1,3%, segundo Akhavan, 1996.

4.6. Provas sorolégicas EAE, TESA, QUI e TESA-blot nos grupos. cronico,
inconclusivo e controle

Conforme se vé a Tabela 5, destaca-se o elevado valor de positividade da prova

TESA-blot (100%) no grupo cronico e 100% de resultados negativos no grupo controle.

No grupo inconclusivo, 20,5% (n=15) das amostras foram positivas por esta prova.
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No grupo inconclusivo, a maior porcentagem de resultados positivos encontrada na

prova TESA-blot, foi seguida em ordem decrescente de positividade nas provas QUI,

TESA e EAE, respectivamente.

Tabela 5. Distribuicdo de individuos (n+) e frequéncia (%) de positividade as provas ELISA

com extrato alcalino de formas epimastigotas de T.cruzi (EAE), ELISA com

antigenos de excrecdo e secrecdo de formas tripomastigotas de T. cruzi (TESA),

guimioluminescéncia com glicoconjugado de formas tripomastigotas de T. cruz

(QUI) e imunoblot com antigenos de excrecdo e secrecdo de formas

tripomastigotas de T. cruz (TESA-blot) e linfoproliferagdo com 5 e 10 pg/ml

(linfo) nos grupos crénico (N=60) inconclusivo (nN=73) e grupo controle (n=43).

. . Linfo5
Grupos ~ EAE  TESA QU | o SLM'IS;%I 1OLL”gf/?n| elou
n % (n+ % (nt) % (nt) 10 pg/mi
(n+) % () % () () ‘é?\/ﬂ
Cronico 983%  96,7%  98,3% 100% 80% 83,3% 85%
(n=60) nt+59 n+(58 n+(l) n+(60) n+(48) n+(50) n+(51)
Inconclusvo  15,0%  123%  192%  20,5%  17,8% 16,4%  20,5%
(n=73) n+(11) nt(9 n+t(14) nt(15 n+t(13) n+(12) n+(15)
9,3% 13,9%  18,6%
Controle 0 0 0 0 ’ ’ '
(n=43) nt(4 n+(6) nt+(8)

n= n° de individuos

Observa-se a Tabela 5 a distribuicdo de resultados nos trés grupos quanto a

presenca de anticorpos detectaveis por EAE, TESA, QUI e % de amostras positivas por

TESA-blot. Houve diferenca estatisticamente significante entre os trés grupos nas provas

soroldgicas EAE, TESA, QUI em nivel p<de 0,001 pelo método de Kruskall-Wallis.

Houve diferenca estatistica para tais provas entre os grupos crénico-inconclusivo e
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crénico-controle e entre o grupo inconclusivo-controle em nivel de p<0,05 pelo método
de Dunn (Figuras6 e 7).

A comparagdo entre a % de amostras positivas por TESA-blot nos trés grupos foi
estatisticamente significante (p<0,0001) pelo método de ?; houve diferenca entre os
grupos crénico e inconclusivo e crénico e controle, em nivel de p<0,0001 e entre

inconclusivo-controle em nivel de p=0,0037.

3.09 p=5,76x10"%"
\ i \
<0,001
2.5 \ P ‘
p<0,001
2.0 o
nngg
o 039g°
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o
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0.0
cronico inconclusivo controle

Figura 6. Distribuico dos niveis de anticorpos a prova EAE utilizando antigenos de
formas epimastigotas de T. cruzi no grupo cronico (n=60), inconclusivo
(n=73) e grupo controle (n=43). A linha representa a mediana dos valores e a
area destacada na cor cinza representa a regido dos valores abaixo do limiar
de reatividade. A andlise entre os grupos revelou p=5,76x10?" (Kruskall-
Wallis). Deteccdo da diferenca entre os grupos pelo método de Dunn.
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Figura 7. Distribuicgo dos niveis de anticorpos a prova TESA utilizando antigenos de
excrecao e secrecao de formas tripomastigotas de T. cruzi nos grupos cronico
(n=60), inconclusivo (n=73) e controle (n=43). A linha representa a mediana
dos valores e a area destacada na cor cinza representa a regido dos valores
abaixo do limiar de reatividade. A andlise entre os grupos revelou p=1,56x10"
% (Kruskall-Wallis). Deteccdo da diferenca entre os grupos pelo método de
Dunn.

p=6,11x10"%"
I

‘ p<0,001

<0,001
5] ﬁp—r
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cronico inconclusivo controle

Figura 8. Distribuicdo dos niveis de anticorpos a prova de quimioluminescéncia nos
grupos crénico (n=60), inconclusivo (n=73) e controle (n=43). A linha
representa a mediana dos valores e a érea destacada na cor cinza representa a
regido dos valores abaixo do limiar de reatividade. A andlise entre 0s grupos
revelou p=6,11x102" (Kruskall-Wallis). Deteccdo da diferenca entre os
grupos os grupos pelo método de Dunn.
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4.7. Concordancia entre as provas EAE, TESA, QUI e TESA-blot nos grupos
cronico, inconclusivo e controle

O indice ?appa mostrou maior concordancia entre as provas TESA-blot, EAE,
TESA e quimioluminescéncia, de 0,98 para 0s grupos cronico e controle (Tabela 6). No
grupo inconclusivo, observou-se indice 7appa de 0,776 para as provas de
linfoproliferacdo entre 5 pug/ml e 10 pg/ml de antigeno; de 0,613 entre TESA-blot e
linfoproliferacdo 5 pg/ml e de 0,667 entre TESA-blot e linfoproliferacdo 10 pg/ml,

conforme mostrado a Tabela 7.

Tabela 6. indice de concordancia ?appa entre as provas ELISA com extrato alcalino de formas
epimastigotas de T. cruzi (EAE), ELISA com antigenos de excrecéo e secrecdo de
formas tripomastigotas de T. cruz (TESA), quimioluminescéncia com
glicoconjugado de formas tripomastigotas de T. cruz (QUI) e imunoblot com
antigenos de excregdo e secrecdo de formas tripomastigotas de T. cruzi (TESA-blot)
e linfoproliferacdo com 5 e 10 pg/ml (linfo) nos grupos crénico (n=60) e grupo
controle (n=43).

Prova TESA-blot TESA  EAE QuI SLJS;%I 1OLH‘$/°m|
TESA-blot 1,00
TESA 0,96 1,00
EAE 0,98 0,98 1,00
QuI 0,98 094 09 1,00
Linfo 5 pg/ml 0,69 065 067 0,67 1,00

Linfo 10 pg/ml 0,60 0,64 0,66 0,66 0,79 1,00
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Tabela 7. indice de concordancia ?appa entre as provas ELISA com extrato alcalino de formas
epimastigotas de T.cruz (EAE), ELISA com antigenos de excrecdo e secrecdo de
formas tripomastigotas de T. cruz (TESA), quimioluminescéncia com
glicoconjugado de formas tripomastigotas de T. cruz (QUI) e imunoblot com
antigenos de excregdo e secrecdo de formas tripomastigotas de T. cruz (TESA-blot)
e linfoproliferacdo com 5 e 10 pg/ml (linfo) no grupo inconclusivo (n=73).

, . Linfo
Prova TEI?)?- TESA  EAE QUI 5"&35% 1(;‘ Lrg/?nl 13 5/9(:;[;‘] |
TESA-blot 1,00
TESA 0,448 1,00
EAE 0,533 0,277 1,00
QUI 0,500 0,323 0,165 1,00

Linfo 5 pg/ml 0613 -0455 0,344 0,283 1,00

Linfo 10 pg/ml 0,667 -0,588 0,389 0,323 0,776 1,00

Linfo5 e/ou

0,580 0,310 0,441 0,269 0,957 0,957 1,00
10 pg/mi

4.8. Resultados da linfoproliferacdo e provas sorolégicas no grupo inconclusivo
tendo como prova de referéncia:
4.8.1. Prova dereferéncia: Linfoproliferacao

4.8.1.1. Linfoproliferacdo com 5 pg/ml

Como se vé a Figura 9, nas quais estdo representados os 13 individuos com
linfoproliferacdo positiva (5 pg/ml) e os resultados das outras provas redlizadas,
observa-se maior nimero de resultados positivos, a semelhanca do maior indice kappa

observado a Tabela 7 entre tais reagdes em 73 individuos do grupo inconclusivo.
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Verifica-se que a prova TESA-blot positiva sempre esteve em concordancia com

os resultados de linfoproliferagdo positivos com 5 pg/ml no grupo inconclusivo,
conforme mostrado ao Anexo 1.

2.0+
1.5+

O L] 4 v0e

0 1.0- ee (1)
0.5 . - ,
N T O R @)
' EAE TESA oul TESA-blot

Figura 9. Distribuicéo de treze individuos do grupo inconclusivo com linfoproliferacao
positiva frente a 5 ug/ml de antigeno segundo resultados de provas sorol6gicas
EAE, TESA, quimioluminescénciae TESA-blot. A linha representa a mediana
dos valores. A érea destacada na cor cinza representa a regido dos valores
abaixo do limiar de reatividade.

4.8.1.2. Linfoproliferacdo com 10 pg/ml

A Figura 10 mostra os doze individuos do grupo inconclusivo com TESA-blot

positivo com a distribuicdo de outras provas realizadas.
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Figura 10. Distribuicdo de doze individuos do grupo inconclusivo com linfoproliferacao
positiva frente a 10 ug/ml de antigeno no grupo inconclusivo, segundo provas
sorolégicas EAE, TESA, quimioluminescéncia (QUI) e TESA-blot. A linha
representa a mediana dos valores. A érea destacada na cor cinza representa a
regi&o dos valores abaixo do limiar de reatividade.

4.8.2. Prova dereferéncia: TESA-blot

Dos quinze pacientes com TESA-blot positivo, onze apresentaram a prova de
guimioluminescéncia positiva, nove EAE positivo e linfoproliferacdo positiva com 5 e
com 10 pg/ml de antigeno e, 8 apresentaram TESA positiva, como se vé ao Anexo 1.

Excluindo os quinze pacientes com TESA-blot positivo, mais sete tiveram provas
sorolégicas positivas (Anexo 1), sendo trés s6 quimioluminescéncia, trés EAE e um
paciente s6 TESA positivo. Desses sete, apenas quatro tém antecedentes
epidemiol 6gicos de doenca de Chagas (dois EAE, um TESA e um QUI).
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Figura 11. Prova TESA-blot positiva no grupo inconclusivo, segundo linfoproliferacéo
frente a 5 e 10 pg/ml de antigeno e provas soroldgicas EAE, TESA,
quimioluminescéncia (QUI), n=15. A &rea destacada na cor cinza representa
aregiao dos valores abaixo do limiar de reatividade.

4.8.3. Prova dereferéncia: Quimioluminescéncia
A Figura 12 mostra os quatorze pacientes com reagcdo de quimioluminescéncia

positiva e os resultados das outras provas (Anexo 1).
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Figura 12. Distribuicdo de quatorze pacientes com reagdo de quimioluminescéncia
positiva do grupo inconclusivo segundo, resultados de linfoproliferacéo
frente a 5 e 10 pg/ml de antigeno, EAE, TESA e TESA-blot. A é&rea
destacada na cor cinza representa a regido dos valores abaixo do limiar de
reatividade.
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4.9. Resultados das provas sor oldgicas convencionais e as provas: linfoproliferacao,
EAE, TESA, QUI e TESA-blot no grupo inconclusivo

A comparagdo no grupo inconclusivo entre os resultados observados por provas
sorol 6gicas convencionais realizadas antes da inclusdo e os testes realizados no presente
trabalho (linfoproliferacdo, EAE, TESA, QUI e TESA-blot) mostraram grau de

concordancia de no maximo 0,273 entre HA e EAE.

4.10. Provas par asitol6gicas nos grupos cr 6nico e inconclusivo

No grupo crénico, onze amostras foram positivas as provas parasitoldgicas
(xenodiagnostico e/ou hemocultura), sendo todas positivas as provas sorolégicas
realizadas (Figuras 13, 14 e 15), dez em onze delas foram positivas a linfoproliferacao,
com as medianas indicadas na Figura 16. No grupo inconclusivo, uma amostra positiva
a0 exame parasitologico (1,54%), foi também positiva as provas TESA-blot e

quimioluminescéncia (DO=0,201).

4.11. Compar acéo entre positividade das provas sor ol6gicas em pacientes do grupo
cronico com parasitemia positiva e negativa
A comparacdo entre os anticorpos detectados as provas. EAE, TESA e QUI
(Figuras 13, 14 e 15) dos pacientes do grupo crénico com e sem parasitemia mostrou
diferenca edtatisticamente significante para EAE (p<0,0001) e QUI (p=0,0205),

respectivamente.



Na comparagéo entre a linfoproliferacdo observada nas amostras de pacientes do
grupo crénico, negativos e positivos as provas parasitol6gicas, ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes tanto frente a5 como a 10 ug/ml de antigeno. O
mesmo foi observado quanto a freqiiéncia de positividade da prova TESA-blot, com

100% de positividade no grupo crénico com e sem parasitemia.
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Figura 13. Distribuicdo dos resultados da prova EAE dos pacientes do grupo cronico
(n=58) segundo resultado as provas parasitologicas (xenodiagnéstico e/ou
hemocultura). A linha representa a mediana dos valores. A andlise entre os
grupos revelou p=0,00501 (Mann Whitney)
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Figura 14. Distribuicdo dos resultados da prova TESA dos pacientes do grupo cronico
(n=58) segundo resultado as provas parasitologicas (xenodiagnéstico e/ou
hemocultura). A linha representa a mediana dos valores. A andlise entre os
grupos revelou p=0,0507 (Mann Whitney)
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Figura 15. Distribuicdo dos resultados da prova de quimioluminescéncia do grupo
crénico (n=58) segundo os resultados das provas parasitolégicas. A linha
representa a mediana dos valores. A comparacdo entre as RLU’s dos dois
grupos revelou p=0,0203 (Mann Whitney).

RLU’s = Unidades relativas de luminescéncia.
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Figura 16. Distribuicéo dos resultados da prova de linfoproliferagdo (5 e/ou 10 pg/ml) do
grupo crénico (n=58) segundo os resultados das provas parasitolégicas. A
linha representa a mediana dos valores.

4.12. Andlise das amostras com duas ou mais provas soroldgicas positivas e trés ou

mais par ametr os positivos no grupo inconclusivo
4.12.1. Presenca de duas ou mais provas sor oldgicas positivas
Observou-se que cerca de 21,9% individuos do grupo inconclusivo possuem duas

Ou mais provas sorol dgicas positivas.

Analisando-se a procedéncia (Nordeste, Sudeste, Interior de Sdo Paulo e Grande

S80 Paulo) dos pacientes do grupo inconclusivo, verificase que ha diferenca

estatisticamente significante entre os individuos dos grupos cronico-inconclusivo e entre

crbénico—controle, quanto a presenca de duas ou mais provas sorol 6gicas positivas.
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4.12.2. Presenca de um a sete parametros positivos as provas soroldgicas,

linfopr oliferacéo, parasitemia e dados epidemiol dgicos.

Ao se considerar a presenca de sete parametros (Tabela 8) na andise de quatro
provas sorolégicas (EAE, TESA, quimioluminescéncia, TESA-blot), linfoproliferagdo
frente a 5 €/ou 10 pg/ml de antigeno (um teste), bem como parasitemia pelos exames
hemocultura e xenodiagndstico (um teste) e antecedentes epidemiol 6gicos sugestivos da
doenca de Chagas (presenca de triatomineo na vizinhanga ou familiares com a doenca ou
ter morado em casa de sapé, barro e madeira em regido endémica), observou-se que nos
individuos com s6 um parémetro ocorreram isoladamente um com linfoproliferacao,
positiva, dois com quimioluminescéncia positiva e um s com EAE positiva, todos sem
dados epidemiol 6gicos positivos para a doenca.

Por outro lado, nos oito individuos que apresentaram apenas dois parametros
positivos, quatro apresentaram s linfoproliferacdo positiva, sendo dois associados a
parémetros epidemiol 6gicos sugestivos de doenca (contato com barbeiro e familiar com
doenca), quatro moraram em zona endémica e casa de barro e quatro apresentaram uma
prova sorolégica positiva (dois EAE, um QUI, um TESA) com antecedentes
epidemioldgicos positivos. A valorizagcdo dos dados epidemiolGgicos associada aos
dados laboratoriais sugere um diagndstico de suspeicdo nesses oito individuos, com
necessidade de provas confirmatérias posteriormente.

A comparacdo das varidveis. fregiéncia de duas ou mais provas soroldgicas
positivas, linfoproliferacdo positiva a 5 e/ou 10 pg/ml de antigeno, presenca de dados
epidemiol 6gicos positivos (contato com triatomineo ou familiar e/ou casa de barro sapé

ou madeira) € significantemente diferente nos individuos com trés ou mais parametros
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positivos em relacdo aqueles com menos de trés par@metros positivos (p<0,0001,
p<0,0001, p<0,0267, respectivamente).

No grupo inconclusivo, quinze dos dezessels pacientes com duas ou mais provas
sorolégicas positivas tém trés ou mais parametros epidemioldgicos positivos. Em
contraste, cinco de 73 individuos deste grupo apresentaram 0-2 provas soroldgicas
positivas e menos de trés parametros positivos. Paralelamente, todas as provas
sorolégicas (TESA-blot, EA, QUI e TESA) tém distribuicdo estatisticamente diferente
pelo teste de Fisher entre individuos com < 3 e > 3 par@metros positivos (p< 0,0001 para
TESA-blot e QUI, p< 0,002 e para TESA e p=0,00207 para EAE) com destaque para a
prova TESA-blot com 100% de resultados positivos nos ultimos e 0% nos primeiros.
Dessa forma, a Ultima coluna da Tabela 8 assinala o diagnostico de doenca de Chagas
provavel no sub-grupo com trés ou mais parametros positivos permitindo o diagnostico
da doenca em 20,5% dos 73 individuos do grupo inconclusivo.

Em consonancia com o indice ?appa encontrado entre TESA-blot e
linfoproliferacéo (5 e/ou 10 pg/ml), a associacéo de ambas as provas eleva o nimero de
resultados positivos de 15 para 20 em 73 individuos analisados, enfatizando-se quatro
dos cinco pacientes com linfoproliferacdo positiva e TESA-blot negativa apresentam

antecedentes epidemiol 6gicos positivos para doenca de Chagas.



Tabela 8. Distribuicéo dos dados epidemiol 6gicos, provas soroldgicas, parasitoldgicas e linfoproliferacdo no grupo inconclusivo segundo o
numero de par@metros positivos. A &rea cinza representa os pacientes com diagndstico sugestivo para doenca de Chagas.

n° de provas
n° de . Presencade Presenca de soroldgicas + Linfoproliferagio . agnostico
pardmetros n % triatomineo e/ou triatomineo, Total TESA-blot Positiva .
positivos familia®  familiarefoucasd® o 1 >p (5 elou 10 pg/ml) provavel
0° 02° 02,7 IC IC 2 0 0 Negativo 0 Néo
0 17 23,3 0 0 17 0 0 Negativo 0 Néo
31 42,7 15 27 28 03 0 Negativo 1 Néo
2 08 109 04 07 4 03 0l Negativo 4 Suspeito®
3 02 027 01 01 0 02  Positivo 0 Sim
4 08 10,9 06 08 0 0O 08 Postivo 5 Sim
5 02 02,7 0 02 0 02  Positivo 2 Sim
6 03 04,1 02 03 0 03  Positivo 3 Sim
Total 73  100,0 28 48 51 06 16 15

a- n=73 (nimero de individuos analisados).

b - NUmero de pacientes com pardmetros epidemiol 6gicos positivos sugestivos de doenca de Chagas.

¢ - Dois individuos com informagfes incompletas (IC) sobre antecedentes epidemiol 6gicos e com 0s 6 pardmetros restantes negativos.
d - Um paciente com parasitol 6gico positivo, TESA-blot e quimioluminescéncia positivas.

e - Suspeito: Andlise individual com base em dados epidemiol 6gicos, sorol6gicos e de linfoproliferaco.

6v
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5. Discusséo

O estudo da linfoproliferacdo com finalidade diagndstica com antigenos de formas
epimastigotas de T. cruz associadamente a provas sorol 6gicas de elevada sensibilidade e
especificidade foi realizado pela primeira vez, incluindo amostras de pacientes com
provas soroldgicas convencionais positivas e inconclusivas para a doenca de Chagas,
verificando-se ser um método capaz de discriminar pacientes chagésicos crénicos de
individuos controle com sensibilidade de 83,3% e com especificidade de até 90,7%.

A linfoproliferacdo foi positiva em 20,5% dos individuos do grupo inconclusivo,
mostrando concordancia com mais de uma prova sorolégica em 66,6% (n=40) dos
individuos com doenca de Chagas crénica e em 11 (15,1%) de 73 amostras do grupo
inconclusivo. Em cinco pacientes do grupo inconclusivo, apenas a linfoproliferacéo foi
positiva, sendo que desses casos, quatro possuiam antecedentes epidemiol dgicos
sugestivos de doenca de Chagas.

Em nosso estudo, o estimulo com antigenos de formas epimastigotas mostrou ser
eficiente no reconhecimento dos linfécitos de pacientes da forma crénica da doenca de
Chagas, assim como demonstrado por Bahia-Oliveira et al. 2000, que encontraram nivel
semelhante de linfoproliferagdo com antigenos de formas epimastigotas e
tripomastigotas em pacientes com a doenca. A diferenca observada em nosso trabalho
entre pacientes e controles nos ensaios de linfoproliferacdo com antigenos de formas
epimastigotas foi também registrada por Barros-Mazon et al., 2004 usando antigenos de
formas tripomastigotas.

A especificidade da linfoproliferacdo também foi avaliada em pacientes com

leishmaniose cutanea tratada, desafiados com antigeno de formas epimastigotas de T.
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cruzi, mostrando resultados negativos. Além disso, todas as amostras positivas a
linfoproliferacdo foram analisadas com antigeno recombinante rk-39, com resultados
negativos.

Algumas amostras de individuos do grupo controle tiveram resposta
linfoproliferativa positiva em nosso trabalho, embora significativamente menores que as
encontradas nos grupos cronico e inconclusivo. Tal resposta linfoproliferativa positiva
em individuos controle também foi encontrada por Piuvezam et al., 1993, que estudaram
o reconhecimento de antigenos do parasito por células T. A concentracdo de antigeno de
5 pg/ml revelou ter melhor desempenho quanto a especificidade em amostras de
individuos controles, porém o emprego de 10 pg/ml permitiu revelar outras amostras de
pacientes do grupo inconclusivo, além de apresentar melhores indices de correlacéo
observados com outras provas sorolégicas. Paralelamente, ndo se observou diferenca
significante quando ambas as concentragdes de antigeno foram comparadas. Dessa
forma, optou-se por considerar as duas concentragdes de antigenos para fins de analise.

Este bom desempenho da linfoproliferacdo acrescentando o reconhecimento de
NoVos pacientes tem importancia, porque segundo Brener et al., 1997 e Dias et al., 1989,
cerca de 60-70% dos individuos crénicos evoluem sem sinais e sintomas, 0 que pode
dificultar o processo de triagem em bancos de sangue. Reconheceu-se a importancia a
dados epidemiol gicos relevantes por vezes ignorados tais como: presenca de familiares
com a doenca de Chagas, tipo de casa onde morou, presenca do “barbeiro” na casa e/ou
vizinhanga, considerados sugestivos de doenca de Chagas em nosso trabalho com
diferenca bastante significativa entre os grupos crénico e inconclusivo, similarmente ao

relatado por Salles et al. 1996, podendo, pois, ser Uteis na triagem de doadores.
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Por outro lado, resultados conflitantes entre provas soroldgicas convencionais
como hemaglutinagdo e imunofluorescéncia indiretas séo freqlientes em bancos de
sangue tendo-se observado baixo grau de concordancia entre estas provas realizadas pré-
inclusdo no trabalho e as provas empregadas no presente trabalho com o TESA-blot,
TESA, QUI e EAE.

A escolha das provas TESA-blot e da reagdo de quimioluminescéncia como
referéncias adicionais foi feita pelo alto desempenho demonstrado em pacientes crénicos
e controles, respectivamente, por Umezawa et al., 1996, e Almeida et al., 1997, que
observaram niveis de 100% de sensibilidade e especificidade. Confirmou-se, em nosso
trabalho, nesses mesmos grupos de pacientes crénicos e controles, o0 desempenho da
prova TESA-blot, Unica com 100% de sensibilidade e especificidade e com maior
concordancia com as provas TESA, quimioluminescéncia e linfoproliferagdo. Os
resultados observados com a prova de quimioluminescéncia em pacientes cronicos e
controles mostraram também elevados indices de sensibilidade e especificidade, de
94,7% e 97,7%, respectivamente.

Diferencas edtatisticamente significantes foram encontradas entre os grupos
crénico e controle, crénico e inconclusivo e inconclusivo e controle, quando analisados
as provas sorologicas EAE, TESA, QUI. Diferengas significantes também foram
mostradas a analise estatistica quando comparados 0s grupos cronico-inconclusivo e
crénico-controle para a linfoproliferacdo frente aos antigenos 5 e 10 pg/ml, sendo
similar entre inconclusivo e controle. Tais dados sugerem fortemente que o grupo
inconclusivo segja constituido por parte individuos com comportamento similar aos

individuos controle e alguns similares aos pacientes chagasicos cronicos, conforme



observado as Figuras 3, 4, 6 e 7. Essa indicacdo foi confirmada pelo estudo da
procedéncia dos ultimos, que mostra diferenca entre os grupos cronico e inconclusivo,
havendo similaridade entre pacientes dos grupos inconclusivo e controle.

No grupo crbnico, apenas de 19% foram positivos a prova parasitolégica de
hemocultura e/ou xenodiagndstico. Embora representem a prova indubitével dainfeccéo,
a baixa sensibilidade encontrada aliada ao longo tempo para o resultado final dessas
provas, as tornam de dificil aplicacdo a prética rotineira nos laboratérios de andise
clinica

No grupo inconclusivo, a parasitemia indireta foi comprovada em apenas um
paciente (1,54%) associadamente as provas de TESA-blot positiva e
quimioluminescéncia, com unidades relativas de luminescéncia limitrofe de 0,21.

A associacdo dos resultados de duas provas parasitolégicas (hemocultura e
xenodiagndstico), no grupo crénico por nés estudados, revelou-se pouco sensivel
(18,9%) quando comparado aos dados de Luz et al., 1994, que encontraram cerca de
94% a hemocultura e Brener et al., 1965, que em associacdo aos dois testes, chegaram a
42,8% de positividade em pacientes chagasicos crénicos. Santos et al., 1999, mostraram
resultados similares aos encontrados em nosso estudo a hemocultura e ao
xenodiagndstico com cerca de 22,2% e 19,4%, respectivamente. Essas diferencas podem
estar relacionadas ao tempo de afastamento das zonas endémicas ou a outras diferencas
operacionals, tais como tempo de processamento do material e fatores interferentes na
viabilidade dos triatomineos.

Mesmo sendo laboriosos, demorados e de dificil aplicacdo a rotina, a hemocultura

e 0 xenodiagndstico tém importancia por se constituirem em padr&o-ouro no diagnostico
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da doenca de Chagas e no controle pds-terapéutico, conforme descrito respectivamente
por Portela-Lindoso e Shikanai-Yasuda, 2003 e Sartori et al., 2002, sendo de valor
principalmente quando as provas sorol 6gicas resultarem inconclusivas.

Observou-se no conjunto de quatro provas sorolégicas e ensaios de
linfoproliferagéo, que TESA-blot se constituiu em melhor prova de referéncia, sendo
positiva em soros de 15 de 73 (20,5%) individuos analisados. Tais dados sdo similares
aos observados por Amato Neto et al., 2005 por TESA-blot em amostras discordantes
para as provas de hemaglutinacdo, imunofluorescéncia e ELISA e superiores aos
referidos por Silveira-Lacerda et al, 2004, com 2,87% de amostras positivas em soros
com resultados inconclusivos por ELISA por reacdo de imunofluorescéncia. A
diversidade entre tais resultados pode ser explicada pela diferente procedéncia dos
doadores e pelas diferencas no processo de triagem, em vérios laboratérios diferentes e
usando reagentes nem sempre similares. Quanto aos resultados de quimioluminescéncia,
14 de 73 individuos do grupo inconclusivo foram positivos; em estudo com 0 mesmo
antigeno, Almeida et al, 1997 relataram a 12,2% de positividade em um painel de soros
previamente triados por resultados duvidosos definidos segundo cada teste empregado,
diferentemente do presente trabal ho.

Adicionamente verifica-se, pelo grau de concordancia entre TESA-blot e
linfoproliferacdo com 5 e 10 pg/ml, (k = 0,613 — 0,667), que epitopos distintos sdo
reconhecidos por tais provas. Utilizada como referéncia a linfoproliferacdo (5 e/ou 10
pg/ml), 15 pacientes foram reconhecidos, cinco dos quais sem anticorpos, porém quatro

destes com antecedentes epidemioldgicos sugestivos da doenca de Chagas. Tal
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associacdo de linfoproliferacdo positiva com antecedentes epidemioldgicos sugestivos
de doenca de Chagas sugere, a nosso ver, a suspeita diagnéstica mesmo em individuos
sem anticorpos detectéveis anti T. cruz, refor¢cando a sua utilidade e a necessidade de
outras provas confirmatérias de imunidade celular ou molecular.

Um aspecto relevante em nosso trabalho foi a indicagdo de que a combinagéo de
quatro provas soroldgicas, linfoproliferacdo e dados epidemiolégicos sugestivos da
doenca de Chagas pode indicar um diagnéstico provavel de doenca de Chagas quando
trés ou mais parametros de sete utilizados forem positivos. Paralelamente, duas ou mais
provas sorolégicas positivas ocorreram em todos os individuos com trés ou mais
parametros positivos, sendo a prova TESA-blot positiva em 100%, quando ambas as
condigdes estiveram presentes e ausente em 100% dos individuos com menos de trés
parametros positivos.

Um dos problemas no presente trabalho foi representado pelo grupo controle, cuja
origem ndo foi o banco de sangue e cujas caracteristicas pessoais (idade e sexo) e
antecedentes epidemioldgicos foram distintos dos grupos crénico e inconclusivo, esses
mais comparaveis quanto as caracteristicas pessoais e varidvels epidemioldgicas,
mostrando diferencas significativas com relagdo a presenca de barbeiro na vizinhanca
presenca de familiares com a doenca e moradia (todos os tipos de casa). No grupo
inconclusivo, a andlise descritiva de dados epidemiol 6gicos dentro de dois subgrupos de
pacientes com > ou < de duas provas soroldgicas positivas sugere que se tratam de
grupos distintos: um mais proximo do grupo crénico e um mais préximo do grupo
controle quanto a procedéncia (estado de nascimento), presenca de barbeiro e tipo de

moradia.
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Uma evidente vantagem de um grupo controle ndo procedente de zona endémica é
a seguranca quanto a de auséncia de infeccdo tanto em estudos imunolégicos como
moleculares. Com efeito, ndo havendo padréo-ouro como referéncia, foi importante
demonstrar que ter este grupo controle para as provas soroldgicas ndo convencionais de
elevada sensibilidade, nessa primeira abordagem, da linfoproliferacdo em conjunto as
provas de quimioluminescéncia e TESA-blot. O desempenho dos dois métodos foi
analisado no grupo inconclusivo, mostrando-se que o TESA-blot apresenta-se com
maior eficiéncia sem, no entanto, atingir 0 maior nimero de amostras positivas. O total
de 19 amostras positivas por TESA-blot e/ou linfoproliferagdo em 73 (26,02%)
analisadas foi alcancado com o acréscimo de mais quatro individuos com provas de
linfoproliferacdo positivas sem anticorpos porém com a presenca de dados
epidemiol6gicos sugestivos da parasitose (Tabela 8 e Anexo 1), devendo-se validar
posteriormente o valor do reconhecimento de antigenos de epimastigotas de T. cruz por
células de pacientes com epidemiologia para doenca de Chagas sem anticorpos séricos
detectaveis por quaisquer das provas empregadas.

Finalmente, embora sendo pequeno o nimero de amostras discordantes entre os
resultados das provas de alto desempenho no grupo inconclusivo, ha necessidade de se
investigar o valor de novos métodos associados, bem como o emprego de tais técnicas
em campo ndo como triagem mas como provas confirmatdrias. Com o advento da
biologia molecular, com métodos quantitativos e em tempo real, € de grande interesse o
aprimoramento do diagnostico dessa doenca, visando assim diminuir custos em bancos
de sangue e proporcionar respostas ao doador quando seus exames resultarem

inconclusivos as provas sorol 6gicas convencionais.
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6. CONCLUSOES

1 Observou-se pela primeira vez a utilidade da linfoproliferagdo no diagnéstico de
pacientes com provas sorolégicas inconclusivas com  antecedentes

epidemiol 6gicos sugestivos de doenca de Chagas.

2 A andlise do reconhecimento de antigenos de formas epimastigotas de T. cruz
(5ug/ml e 10 pg/ml) por linfoproliferacdo mostrou que o grupo inconclusivo é

diferente do grupo cronico e similar ao grupo controle.

3 O estudo do nivel de anticorpos anti-EAE, anti-TESA (ELISA), anti-mucina
(quimioluminescéncia) e a freguiéncia de anticorpos anti-TESA-blot mostraram
gue o grupo inconclusivo € diferente dos outros grupos, bem como o controle é

diferente do crénico quanto a distribuicéo dessas variaveis.

4 Caracteristicas epidemiol 6gicas tais como: presenca de barbeiro nas redondezas e
presenca de familiares com a doenca de Chagas e tipo de moradia foram
consideradas sugestivas de doenca de Chagas; com maior fregiiéncia no grupo
crénico gque no grupo inconclusivo, ressaltando a sua importancia nos processos

de triagem em bancos de sangue.

5 A prova TESA-blot mostrou 0 melhor desempenho no estudo de soros de

pacientes com provas sorolégicas positivas e grupo controle para doenca de



6

8

60

Chagas com cerca de 100% de sensibilidade e especificidade, seguindo-se em
ordem decrescente, EAE, quimioluminescéncial TESA-ELISA e

linfoproliferagéo.

A prova TESA-blot foi isoladamente a prova mais Util para diagnostico da
doenca de Chagas em individuos do grupo inconclusivo com quinze amostras
positivas em 73 (20,5%); em associacdo com a linfoproliferacdo de individuos
com antecedentes epidemioldgicos sugestivos da doenca, houve acréscimo do

ndmero de amostras positivas para 19 (26,02%).

Provas parasitologicas indiretas foram positivas em um paciente do grupo
inconclusivo e em 18,9% no grupo crbnico, sendo 0s niveis de anticorpos
detectados por EAE e quimioluminescéncia estatisticamente diferentes nos

pacientes cronicos com e sem parasitemia.

A andlise de sete pardmetros (4 provas sorolégicas, uma prova parasitoldgica,
uma prova de linfoproliferagdo: 5 e/ou 10 pg/ml e um antecedente sugestivo da
doenca de Chagas) indicou ser provavel o diagnéstico de doenca de Chagas em
15 de 73 individuos (20,5%) do grupo inconclusivo; a presenca de dois
parémetros positivos levantou a suspeita diagndstica em sete individuos com
epidemiologia sugestiva da doenca, sugerindo-se que as Ultimas amostras sgjam

submetidas a testes confirmatorios.
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9 As variaveis duas ou mais provas positivas, particularmente TESA-blot,
linfoproliferacdo (5 €/ou 10 pg/ml) e dados epidemiolégicos positivos foram

associados a trés ou mais parametros positivos em sete analisados.
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Anexo A

HOSPITAL DASCLINICAS
DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

TERMO DE CONSENTIMENTO POS -INFORMACAO

(Instrugdes para preenchimento no verso)

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME DO PACIENTE ..ottt ettt £besesbe e sbe e s be e be et e et e e s b et
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....oociiirieerreerieeneeas SEXO: M? F?
DATA NASCIMENTO. ........ fovean. l.....
ENDEREGQGO......cc ittt s ebe e NO......cec APTO: ..........
BAIRRO:.....ccciriireereereeeneie e CIDADE ...t e
CEP:.ee e TELEFONE: DDD (............ ) e

2 RESPONSAVEL LEGAL ....ouvieeeeeeeeeeeseeeeeeaesees e sesass s ssss s s s s s s ssss s sssssssas s s sesssesassas
NATUREZA (grau de parentesco, tUtor, CUrBAOr E1C.) .......cveerirreeriererieieresieesiere st st eseeresesrenessenens
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......coceoiniirireerieerieiesesiens SEXO: M? F?
DATA NASCIMENTO.: ..... ............
ENDEREGQCO: ..ottt ettt NO s APTO: ............
BAITRRO. ...ttt CIDADE: ...t
CEP:..otet e TELEFONE: DDD (.......... ) e

Il - DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: “Diagndstico da doenca de Chagas em bancos de sangue:
linfoproliferacdo, deteccdo de anticorpos e estudo epidemioldgico em individuos com provas sorol dgicas
inconclusivas.”

PESQUISADOR: Celia Regina Furucho

CARGO/FUNCAOQ: Técnico de laboratério

UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento de Moléstias Infecciosas e parasitérias.

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO ? RISCO MINIMO? X RISCO MEDIO?
RISCO BAIXO? RISCO MAIOR ?

(probabilidade de que o individuo sofra algum dano como conseqiiéncia imediata ou tardia do estudo)

4. DURACAO DA PESQUISA : 03 anos
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Il - REGISTRO DAS EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA, CONSIGNANDO:

Vocé esta sendo convidado para participar de uma pesquisa que tem como objetivo melhorar o
diagnostico da doenca de Chagas. Caso concorde, serd colhido sangue de veia periférica. Este procedimento
ndo ir4 aterar seu diagndstico nem a evolucdo da doenca, mas podera ser Util no diangostico de outras
pessoas. Vocé poderd aceitar ou ndo, sem qualquer prejuizo para a assisténcia e orientacdo ao seu tratamento
no Ambulatério ou Enfermaria da Clinica de Moléstias Infecciosas e Parasitarias do HC-FMUSP. Né&o havera
riscos adicionais, exceto o da coleta de sangue com possibilidade minima de sangramento leve fora dos vasos
sanguineos.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PEL O PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO SUJEITO DA
PESQUI SA consignando:

1.acesso, a qualquer tempo, as informagdes sobre procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa,
inclusive para dirimir eventuais davidas.

2.liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de participar do estudo, sem que isto
traga prejuizo a continuidade da assisténcia.

3.salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade.

4.disponibilidade de assisténcia no HCFMUSP, por eventuais danos a salide, decorrentes da pesquisa.

5.viabilidade de indenizacéo por eventuais danos a salide decorrentes da pesguisa.

V. INFORMAGCOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEI§ PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICASE REACOESADVERSAS.

Célia Regina Furucho — Instituto de Medicina Tropica de S&o Paulo. Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 500
- térreo das 7h30min as 16h30min, Laboratorio de Imunologia- LIM 48 sala 4. Fones- 30667047 e 30667048.
Maria Aparecida Shikanai Y asuda- Departamento de Doencas Infecciosas e Parasitérias do HC-FMUSP. Av.
Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 255- 4° andar. Fone- 30813451.

VI. OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VII - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO
Declaro que, apds convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi explicado,
consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa

Séo Paulo, de de200

assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)



Anexol. Distribuicdo de dados epidemiol égicos, resultados das provas de linfoproliferacéo frente a5 e 10 pg/ml de antigeno, provas
sorolégicas (EAE, TESA, QUI e TESA-blot) e das provas parasitol 6gicas das amostras dos pacientes do grupo inconclusivo
(n=73).

Identificagédo Naturalidade Barbeiro - casa Casa Picado  Mae/doenca Familiar doenca Transfusdo Delta PHA 5ug/ml 10pg/ml EAE TESA QuI TESA-blot  XelouH
1 Pavao - MG nao barro nao nao nao nao 18587 3623 4804 0,47 0,18 0,102 p n
2 Bezerros - PE sim alvenaria nao nao nao nao 16161 198 145 0,19 0,04 0,09 n n
3 Guaimbé - SP sim pau a pique nao nao nao nao 13355 202 1680 0,12 0,44 0,174 n n
4 Sé&o Paulo - SP nao alvenaria nao nao nao nao 5429 549 3374 0,09 0,06 0,023 n NR
5 Sé&o Paulo - SP nao alvenaria nao nao nao nao 13316 252 1409 0,18 0,18 0,201 n n
6 Oliveira dos Brejunhos - BA nao tijolo nao nao nao nao 5598 284 998 0,06 0,06 0,543 n n
7 Inhambupé - BA sim pau a pique néo néo néo néo 20795 5225 3184 1,12 1,17 1,875 p n
8 Mombagca - CE nao tijolo nao nao nao nao 16152 3 273 0,08 0,08 0,072 n n
9 Acopiara - CE sim tijolo nao nao nao nao 9600 228 660 0,27 0,23 0,316 p n
10 Rolandia - PR nao madeira nao nao NT nao 14902 2001 2438 0,35 0,31 0,125 p n
11 Jequeri MG sim barro nao nao sim nao 15554 497 1798 0,16 0,17 0,082 n n
12 Pindai - BA sim sapé sim nao nao nao 10513 5147 5066 0,26 0,2 0,108 p n
13 BA néo NT néo NT NT NT 18768 0 0 0,07 0,05 0,104 n n
14 Barbacena - MG nao madeira nao nao nao nao 17027 0 0 0,076 0,077 0,064 n n
15 Sé&o Paulo - SP nao alvenaria nao nao nao nao 8953 0 0 0,054 0,086 0,132 n n
16 Ribeirdo Vermelho-MG nao barro nao nao nao nao 12280 13268 15310 0,17 0,11 0,018 n n
17 Itapeva - SP nao madeira nao nao nao sim 27822 295 157 0,066 0,172 0,054 n NR
18 Sé&o Paulo - SP nao tijolo nao nao nao nao 8415 423 510 0,05 0,07 0,085 n n
19 Ibitira - BA nao alvenaria nao nao nao nao 21179 0 0 0,06 0,03 0,121 n n
20 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao sim nao 11931 375 1662 0,09 0,07 0,062 n n
21 Mundo Novo - BA nao alvenaria nao nao nao nao 10952 1321 2456 0,1 0,04 0,042 n n
22 Itabirinha de Mantena - MG nao barro nao nao nao nao 9789 4512 2579 0,05 0,1 0,078 n n
23 Olho d'agua Grande - AL nao alvenaria nao nao nao nao 14667 400 717 0,04 0,11 0,039 n n
24 Tefé - AM nao barro nao nao nao nao 15890 3975 4526 0,18 0,14 0,245 p n
25 Paral - RN sim barro nao nao nao nao 8628 529 323 0,13 0,08 0,087 n n
26 Rio Gde do Norte - PR sim alvenaria nao nao nao nao 23194 1654 1886 0,24 0,14 0,213 p n
27 Cunha - SP nao barro nao nao nao nao 14606 212 537 0,07 0,05 0,014 n n
28 Barbacena - MG nao sapé nao nao nao nao 17706 66 204 0,114 0,141 0,085 n NR
29 Sao Francisco - MG sim barro sim nao sim nao 12392 0 574 0,19 0,13 0,102 n n
30 Batateira - PE nao barro nao nao nao nao 25514 32 639 0,04 0,44 0,197 n n
31 Fanca - BA sim alvenaria nao nao nao nao 28240 336 271 0,05 0,06 0,083 n n
32 Comecinho - MG sim barro nao nao nao nao 15155 142 403 0,1 0,1 0,084 n n
33 Sé&o Fco da Penha-RS nao madeira nao nao nao nao 24400 780 903 0,11 0,07 0,091 n n
34 Varzea da Cruz - PB nao madeira NT nao nao nao 4708 561 267 0,12 0,04 0,108 n n
35 Eldorado Paulista - SP nao pau a pique nao nao nao nao 11698 41 74 0,12 0,13 0,114 n n
36 Amargoza - BA nao barro nao nao sim nao 5073 1479 1904 0,07 0,11 0,333 p NR
37 Riversul - SP sim madeira nao nao nao nao 6996 14 14 0,052 0,102 0,063 n NR
38 Itambaracé - PR sim sapé nao nao sim nao 10081 605 2516 0,18 0,37 0,215 p n

9L
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49
50
51
52
53
54
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57
58
59
60
61
62
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64
65
66
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68
69
70
71
72
73

Pindai - BA
Suzano - SP
Itabaiana - PB
Assis - SP
Arapiraca - AL
Jupi - PE
Séo Paulo - SP
Teixeiras - MG
Paratinga - BA
Botucatu - SP
Séo Paulo - SP
Guaraci-PR
Peres - SP
Taua - CE
Garanhuns - PE
Caculé - BA
Caugu - SP
Sales - SP
Séo Paulo - SP
Jacaraci - BA
Sé&o Jo&o da Ponte - MG
Francisco Badar6 - MG
Taquaritinga do Norte - PE
Séo Paulo - SP
Quebrangulo - AL
Cidade do Cabo - PE
Guaraci - SP
Itirugu - BA
Guarulhos - SP
Tapejara - PR
NT
Séo Paulo - SP
Séo Paulo - SP
Séo Paulo - SP
Tedfilo Teotdnio - MG

* NT = ndo tem
**NR = ndo realizado
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Anexo 2. Distribuicdo de dados epidemiol dgicos, resultados das provas de linfoproliferacéo frente a5 e 10 pg/ml de antigeno, provas
sorolégicas (EAE, TESA, QUI e TESA-blot) e das provas parasitoldgicas das amostras dos pacientes do grupo crénico
(n=60).

Identificagédo Naturalidade barbeiro/casa casa Picado? Mae/doenca? familia? Transfusdo? d PHA 5ug/ml 10pg/ml EAE TESA QuI WB XENO/HEMO
1 Pernambuco - PE NT barro NT nao nao NT 40118 21996 35197 0,47 0,64 0,72 p n
2 Sé&o José Rio Preto - SP néo pau-a-pique NT néo néo néo 9681 2295 2736 1,18 1,10 1,92 p p
3 Francisco Badar6 - MG sim barro nao nao sim nao 15302 5332 4530 1,71 1,60 1,65 p n
4 Cochavanba - Bolivia sim alvenaria nao nao nao nao 15672 7780 8258 0,94 1,37 0,89 p n
5 Castro Alves - BA sim barro nao nao sim nao 15977 2406 4402 1,87 2,10 2,57 p p
6 Inhambupé BA sim pau-a-pique néo néo néo néo 37281 5225 3184 1,12 1,17 1,22 p p
7 Itai — SP NT NT NT NT sim néo 10434 1032 2122 0,33 0,33 0,26 p n
8 Teixeira - PB sim barro sim nao nao nao 21748 6253 12028 1,14 1,52 1,88 p n
9 Taquari - RS sim pau-a-pique NT NT NT NT 8567 486 1947 1,62 1,44 0,88 p p
10 Fco Badaré - MG NT NT nao nao nao nao 15900 9037 8777 1,82 1,84 1,14 p p
11 Piratininga - SP nao NT nao nao nao nao 9599 4520 5324 1,69 1,63 1,38 p n
12 Sto. Estevao - BA nao NT NT nao nao nao 10550 10282 11033 1,38 1,95 2,73 p n
13 Flores - PE nao tijolo néo sabe nao sim nao 7476 4213 4918 1,19 1,14 0,64 p n
14 Sto. Antonio de Jesus - BA nao rebocada nao nao nao nao 16204 7761 9238 0,96 1,34 1,48 p n
15 Mulungu do Morro - BA sim barro/taipa sim nao sim nao 22199 6634 11620 1,58 1,59 2,09 p n
16 Salvador - BA nao barro nao nao nao nao 5327 2269 3532 1,47 1,24 2,23 p p
17 Macajuba - BA sim barro/taipa nao nao nao nao 14224 9295 9875 1,15 1,21 0,93 p n
18 Varzelandia - MG sim néo rebocada NT nao sim nao 12189 3040 8020 0,30 0,40 0,30 p n
19 Janauba - MG sim barro nao nao nao nao 18211 7590 7368 1,04 1,06 1,87 p n

20 Ponte Nova - MG sim barro NT nao nao NT 11388 9065 8804 1,38 2,37 1,13 p n
21 Tamborim - CE sim sapé sim nao nao nao 4551 1035 3094 0,50 0,30 0,48 p n
22 Simplicio Mendes - PI sim barro sim nao sim nao 26172 0 102 0,76 0,44 0,64 p n
23 Mata de S&o Joéo - BA sim barro nao nao nao nao 8809 7377 6371 1,05 1,05 2,69 p n
24 Itaporanga - SP sim barro/sapé néo néo néo néo 13484 3952 4973 0,21 0,22 0,19 p n
25 Castro Alves - BA sim barro nao nao sim nao 17201 10820 11216 0,70 0,90 1,35 p n
26 Autim - PE sim tijolo sim nao nao NT 4659 8316 11428 1,50 1,32 1,36 p n
27 Campinas - SP sim barro nao nao nao nao 20554 2037 4529 1,50 1,74 1,91 p n
28 Ic6 — CE nao alvenaria nao NT sim nao 22136 2603 7924 1,08 1,24 4,85 p n
29 Carpina - PE nao tijolo nao nao sim nao 14803 364 603 1,31 1,57 1,86 p n
30 Caculé - BA nao fazenda nao nao nao nao 8925 1168 1544 1,22 1,12 1,27 p n
31 Tanque Daria - AL nao adobe nao nao nao nao 13461 5835 7839 0,38 0,42 0,55 p n
32 Séo Francisco - MG sim pau-a-pique sim sim sim néo 20879 13990 18897 1,52 1,77 1,88 p NT
33 Sao Francisco - MG sim barro nao nao nao nao 17948 5626 6611 0,36 0,63 1,09 p n
34 10. de Maio - PR sim madeira nao nao nao nao 11344 1368 2187 0,67 0,73 0,77 p n
35 Seabra - BA nao barro nao nao nao nao 11008 4768 3415 1,51 1,51 1,16 p p
36 norte de Minas-MG sim tijolo nao nao sim sim 20105 9192 7131 0,87 1,53 2,41 p p
37 Francisco Sa - MG nao madeira nao nao sim nao 12834 58 421 0,32 0,59 0,48 p n
38 Pombal - PB sim tijolo nao nao sim nao 10550 3014 5436 0,30 0,25 0,27 p n
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39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

*NT =

Irecé - BA
Montes Claros - MG
Itamira - BA
Irecé - BA
Fco. S& - MG
Séo Francisco - MG
NT
Jacobina - BA
Piauf
Montes Claros - MG
lgapora - BA
Guara - SP
Pindobacgu - BA
Santos - SP
Maracai - SP
Palmital - SP
Acai - PR
Souto Soares - BA
Tuparetana - PE
Mirassol - SP
Turmalina - MG
Mato Verde - MG

nédo tem

**NR = ndo realizado

nao
nao
sim
nao
sim
sim
NT
sim
nao
sim
nao
sim
sim
nao
sim
nao
nao
nao
nao
nao
sim
nao

tijolo
barro
pau-a-pique
barro
NT
barro
NT
barro
madeira
alvenaria
madeira
barro
barro/madeira
alvenaria
madeira
tijolo
madeira
barro
alvenaria
madeira
barro
alvenaria

nao
nao
nao
nao
NT
NT
NT
nao
nao
sim
nao
sim
sim
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao

nao
nao
nao
sim
sim
NT
NT
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
sim
nao
nao
nao
nao
nao
nao

sim
nao
sim
sim
sim
NT
NT
nao
sim
nao
nao
sim
sim
sim
nao
nao
nao
sim
sim
sim
nao
nao

nao
nao
nao
nao
nao
nao
NT
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao
nao

6265
13899
24916
13000
18153
11115
14218
26332

5754

6165
19132
12765
15396
14030
23357

5136
21722

9364
17289

8176

2585
16789

3947
4912
4966
7922
1337
2999
17822
19555
644
5269
3980
11365
2109
6836
5096
3251
1992
2577
9036
4760
1601
4281

5781
6388
9605
4213
1589
4457
15917
17080
1148
8984
6677
11579
7010
8652
7869
4953
13549
3349
14441
5252
4316
6692

2,06
0,36
1,94
1,73
1,38
1,91
1,30
1,61
1,68
1,81
1,00
0,54
1,66
1,84
0,94
1,17
0,38
0,19
1,51
0,67
1,04
0,43

1,47
0,35
1,91
1,98
1,77
1,67
1,29
1,64
1,70
1,81
0,76
0,52
1,67
2,24
1,08
1,40
0,43
0,35
1,54
1,19
1,62
0,43

2,87
0,56
2,15
2,37
2,87
1,22
0,46
2,47
2,52
1,52
1,12
1,02
1,25
2,02
1,48
1,69
0,48
0,89
2,09
0,80
2,17
0,40

T T T T T T TV T T T T T T T T T T T O

5 3T 3 3 3T 5 S5O

53 3 333333335 S
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Anexo 3. Distribuicdo de dados epidemiol dgicos, resultados das provas de linfoproliferacéo frente a5 e 10 pg/ml de antigeno, provas
sorolégicas (EAE, TESA, QUI e TESA-blot) e das provas parasitoldgicas das amostras dos pacientes do grupo controle
(n=43).

Identificagédo Naturalidade Barbeiro - casa Casa Picado Mae/doenca Familiar doenca Transfusdo PHA 5Sug/ml 10pg/ml EAE TESA QuI TESA-blot
1 Venezuela nao alvenaria nao nao nao nao 2834 -125 -157 0,09 0,25 0,12 n
2 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 11654 2566 2723 0,09 0,04 0,06 n
3 Sé&o Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 21448 877 481 0,05 0,02 0,07 n
4 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 3427 485 1553 0,06 0,08 0,06 n
5 Cruz das almas - BA nao madeira nao nao nao nao 14351 1412 1626 0,12 0,10 0,11 n
6 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 26615 1 -33 0,01 0,04 0,06 n
7 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 19149 -11 266 0,06 0,10 0,02 n
8 Sé&o Caetano do Sul-SP nao alvenaria nao nao nao nao 22855 44 456 0,06 0,07 0,09 n
9 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 18874 1289 2295 0,09 0,03 0,03 n
10 Marau-RS nao alvenaria nao nao nao nao 25151 380 983 0,10 0,06 0,05 n
11 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 37422 604 800 0,09 0,12 0,06 n
12 Tupa-SP nao alvenaria nao nao sim nao 19573 232 670 0,06 0,07 0,05 n
13 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 13185 130 280 0,08 0,03 0,04 n
14 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 11778 5876 3648 0,06 0,09 0,03 n
15 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 4339 -7 7 0,06 0,03 0,05 n
16 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 20795 1148 3902 0,12 0,10 0,04 n
17 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 23371 687 1768 0,11 0,07 0,09 n
18 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 38319 244 482 0,02 0,04 0,01 n
19 Juazeiro do Norte - CE nao alvenaria nao nao nao nao 12534 850 2965 0,12 0,16 0,09 n
20 RJ nao alvenaria nao nao nao nao 9496 -221 -314 0,07 0,06 0,02 n
21 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 9635 390 1483 0,11 0,20 0,06 n
22 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 9277 715 3767 0,03 0,04 0,03 n
23 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 7839 1946 4492 0,08 0,10 0,09 n
24 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 13605 1967 0 0,02 0,05 0,04 n
25 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 14233 166 530 0,06 0,07 0,07 n
26 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 9081 -466 -391 0,06 0,05 0,09 n
27 RS nao alvenaria nao nao nao nao 15825 287 537 0,06 0,03 0,03 n
28 Canada nao alvenaria nao nao nao nao 13130 -114 448 0,05 0,06 0,09 n
29 Rio de Janeiro - RJ nao alvenaria nao nao nao nao 7221 384 2660 0,12 0,07 0,06 n
30 Sé&o Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 6298 1491 3 0,06 0,08 0,03 n
31 Sé&o Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 8207 489 172 0,06 0,08 0,07 n
32 Portugal nao alvenaria nao nao nao nao 24141 257 3971 0,15 0,04 0,06 n
33 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 21376 257 509 0,04 0,10 0,07 n
34 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 47928 614 998 0,09 0,05 0,09 n
35 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 18544 593 1470 0,03 0,08 0,05 n
36 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 12447 -14 430 0,04 0,09 0,03 n
37 Séao Paulo-SP nao alvenaria nao nao nao nao 17552 213 585 0,03 0,04 0,07 n
38 Mirandépolis - SP nao alvenaria nao nao nao nao 11031 2011 107 0,05 0,10 0,05 n
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39 Sé&o Paulo-SP
40 Osasco - SP
41 Sé&o Paulo-SP
2 Itararé - SP
43 Manaus-AM
NT = ndo tem

**NR = ndo realizado

alvenaria
alvenaria
alvenaria
madeira
alvenaria

nao
nao
sim
nao
nao

15419
26843
27686
44207
8303

43

5583
1050
838

747

7961
303
102

0,01
0,05
0,14
0,04
0,05

0,05
0,09
0,16
0,04
0,07

0,06
0,01
0,09
0,06
0,04

> 33535 35
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