Ministério da Salde

Fundagdo Oswaldo Cruz/FIOCRUZ
Centro de Pesquisas René Rachou/CPqRR
Laboratério de Doenga de Chagas

DESEMPENHO DA PESQUISA DE ANTICORPOS
ANTI-Leishmania (Leishmania) chagasi, POR
CITOMETRIA DE FLUXO, NA MONITORACAO DE
CURA NA LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA

IZABELLE TEIXEIRA GOMES

Orientador: Dr. Olindo Assis Martins Filho
Co-orientadora: Dra. Elenice Moreira Lemos

Belo Horizonte
Mar¢o de 2006



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacéo Oswaldo Cruz

CENTRO DE PESQUISAS RENE RACHOU
Pos-Graduacédo em Ciéncia da Saude

IZABELLE TEIXEIRA GOMES

DESEMPENHO DA PESQUISA DE ANTICORPOS ANTI-
Leishmania (Leishmania) chagasi, POR CITOMETRIA DE
FLUXO, NA MONITORACAO DE CURA NA
LEISHMANIOSE VISCERAL HUMANA

Tese apresentada ao Centro de Pesquisas René
Rachou como parte dos requisitos para obtengao do
titulo de Mestre em Ciéncias da Satde na area de
Doengas Infecciosas e Parasitarias.

Orientador: Prof. Dr. Olindo Assis Martins Filho
Co-orientadora: Dra. Elenice Moreira Lemos

Belo Horizonte
2006

i



Dedico aos meus queridos pais, Sonia e Francisco,
que com amor e carinho sempre me incentivam a

buscar o saber.

il



AGRADECIMENTOS

A DEUS, por permitir que a realizagdo dessa dissertagdo fosse possivel, me concedendo fé,
coragem e forca para enfrentar e superar os desafios e dificuldades encontradas durante esses dois
anos.

Ao Centro de Pesquisa René Rachou, na pessoa do Dr. Alvaro Romanha, pela oportunidade de
ser acolhida no seleto quadro de alunos de pos-graduagdo da Fundagao Oswaldo Cruz.

Ao Dr. Olindo Assis Martins Filho, por quem tive o privilégio e a honra de ser orientada, muito
obrigada pelos ensinamentos, paciéncia, incentivo e, sobretudo, pelo interesse e
comprometimento no desenvolvimento deste trabalho.

A Professora Dra. Elenice Moreira Lemos, pela co-orientagio e também pelo apoio e incentivo
recebidos, quando sob sua supervisdo, ensaiava os primeiros passos no caminho da ciéncia.
Muito obrigada pelo carinho, amizade e todos os bons momentos compartilhados durante minha
iniciacao cientifica.

Ao Dr. Silvio Fernandes Guimardes de Carvalho, pela colaboracdo, esclarecimentos e
fornecimento de subsidios e informagdes sobre diagnostico e tratamento dos pacientes portadores
de Leishmaniose Visceral utilizados nesse trabalho.

Aos colegas, administradores e funcionarios do Nucleo de Doengas Infecciosas — NDI/UFES,
onde realizei minha iniciacdo cientifica, os quais, mesmo a distancia, torceram pelo meu sucesso
nesta jornada. Sinto saudades de todos, principalmente pelo companheirismo, amizade e o bom
astral que sempre existiu no NDI.

Aos colegas do Laboratorio de Doenca de Chagas, agradeco a todos pela excelente convivéncia
que compartilhamos, pela aten¢do e principalmente pela ajuda e palavras de encorajamento
recebidas em todas as ocasides que necessitei. Essa demonstracdo de amizade e o carinho
recebido foram fundamentais para mim nessa trajetoria.

A Roberta Félix, secretaria do Laboratério de Chagas, pelo interesse e boa vontade em ajudar em
tudo o que fosse necessario.

A Roberta Dias, pela disponibilidade, paciéncia, ensinamentos e palavras de otimismo. Muito
Obrigada!

A Jordana, pela sua colaboracdo durante o desenvolvimento do meu trabalho, oferecendo
sugestdes inteligentes e palavras de otimismo e amizade que me ajudaram na concretizagdo de

meu objetivo.

A Lea, Marcio, Renata, Ana Paula Marciano, Ana Paula Wendling, Paula, Lili e Dany pelos
conselhos, amizade e por estarem sempre dispostos a colaborar.

il



Aos meus queridos pais, meu “porto seguro”, pelo amor, conselhos, paciéncia, carinho, oragdes,
renuncias e orgulho de um dia poderem comemorar comigo o atingimento de meu ideal.

A minha tia Dalva pela amizade, palavras de experiéncia e por ter estado a meu lado oferecendo
amor e carinho.

Ao meu namorado e amigo Marcio Henrique, pela compreensdo e paciéncia nos momentos de
ansiedade e preocupagdo. Serei sempre grata pelas palavras de apoio e carinho.

Aos demais familiares, pelo incentivo e pela torcida.

v



SUMARIO

DEDICATORIA. ......costiitmieiiiiiaeseireseese s ease st ii
AGRADECIMENTOS ..ottt sttt st sttt ettt il
LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt sttt ettt sbe e viii
LISTA DE TABELAS. ... .ottt sttt Xii
LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS......ootttititeereseseeeeeeee et Xiv
RESUMO ...ttt ettt b e st et e s a bttt e sat e e bt e sabesbeenaneenne XV
ABSTRACT ...ttt e et e ettt e sttt e et e e st e e s bt e e sabteesabeesnbeeenns XVvi
INTRODUGAO. ...t e e, 1
L. L@ISHMANIOSES ...ttt ettt ettt sa e s bbbt 2
2. LeishmanioSe VISCETAl........ccucouiiiiririiiiiiieictcteescee ettt 2
3. ASPECLOS CHIMICOS. ...uiieutiiiiieiieeiie ettt ettt ettt et e et e et e st e ebeessbeensaeesseesseeesseenseesaseesnseenseensnas 3
4. DI1agnOStICO da LV, ..oiiiiiiiiiiiee ettt et et st e e e e e eenaeas 4
4.1 DIa@NOSLICO CHNMICO ..ouvvieiiieiiieiieciie ettt ettt ettt e et e s sbeestaeesbeesteeesseenssesnsaessseesseenseens 4
4.2 DiagnoOstico 1abOratorial.........ccueeiiiriiiiiieiieciieiieete ettt et st eaeeenaeebeesnaeesaens 4
5. Tratamento etiolOZICO da LV ....cccoiiiiiiiiiiiicieecce et et enae e 6
6. Critérios de cura pds-tratamento etiol0gico da LV ......c.ccceiviiiiiiiiiiiiiiiecececee e 7
OBJETIVOS. ..ottt ettt et b e bbbt et et et e et e s be st s beene e 11
L ODBJELIVO GOTAL....eiiiiiiiiiieee ettt ettt et s sbe et sttt eanesbeenae e 12
I1. ObjJetiVOs ESPECIIICOS ...cuuiiuiiriiiiiiiieitcrttete ettt sttt st sbe et s saeene e 12
MATERIAL E METODOS........cccoiiimmiuimeiieeisesessesesessssesessessessesssssesssessssss s s sseses s 14
1. Populac@o dO EStUAO. ...cc.eiiiiiiiiiee e e 15
2. Preservagdo e processamento das amostras de SOTOS. .....ccueerueeriieriieriieenieeieeneeeiee e eieesieens 16
3. Cultivo axénico de formas promastigotas de L. (L.) Chagasi.........ccevvevveieieienienieneceeeeeeenee, 16
4. Ensaio Imunoenzimético (ELISA “In hOUSE™). ..cc.eiiiiiiiiiiiiiieieee et 17
5. Preparo das formas promastigotas de L. (L.) chagasi para os ensaios de imunofluorescéncia
POT CItOMELr1a A fIUXO. ..cueiiiiiiiiieiie ettt st e b e 17
6. Pesquisa de anticorpos IgG ou subclasses de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.)
chagasi (AAPF-IgG e AAPF-subclasses de IZG).....c.oviviriiieieieieieiecieceeeeeeee s 18
7. Aquisicao e andlise dos dados da metodologia de citometria de fluxo..........ccceeveeeiieniiienenns 20
8. Andlise estatistica — Teste de WIlCOXOM......cccuiiruiiiiiiiiiiiieie et 22
9. Andlise do desempenho da metodologia de citometria de fluxo na pesquisa de AAPF-IgG e
AAPF-subClasses de IZG. .....oouiiiiiiiiiiiiiiiec et 22
9.1. Definica0o dO PONLO A€ COTL. ...c..uieuiiiiiieiieeiie ettt ettt ettt st e enbeeseee s 22
9.2. Escolha da dilui¢do do soro, através da amplitude de segregacdo das dilui¢des individuais
€ €5C01ha dO PONLO dE COTLE. .....eiiiiiiiieiiee et et 23
9.3. Receiver Operating Characteristic Curve - Curva ROC e critérios de sele¢do de ponto de
[470) (SO OO PO ORUP PP 24
9.4. Avaliacdo do desempenho da citometria de fluxo na pesquisa de AAPF-IgG e AAPF-
SUDCLASSES € IZG. ..ottt st 26
9.5. Intervalo de confianga — IC...........cccuiiiiiiiiiiieeecee e 28
RESULTADOS ...ttt ettt st b ettt es et et et sae s 29

I. Estabelecimento de uma nova metodologia de pesquisa de anticorpos IgG anti-promastigotas
fixadas de Leishmania (Leishmania) chagasi, por citometria de fluxo (AAPF-IgG), aplicada a



monitoragdo de cura pos-tratamento Na LV ........ccoooiiiiiiiiiiiiiieccee e 30

1. Influéncia da concentragdo do soro teste e do anticorpo secundario anti-IgG humano....... 31

2. Influéncia da fase de crescimento do parasito na AAPF-IgG para os ensaios de
imunofluorescéncia por citometria de flUXO0. .......coovuieiiiiiiiiiiiiiee e 33
II. Aplicabilidade e desempenho da AAPF-IgG na monitoragdo TARDIA de cura pods-
tratamento NAa LV, ..o 35
II.1. Aplicabilidade da pesquisa de AAPF-IgG, na monitoracio TARDIA de cura pds-
tratamento NA LV, ..o e 35
1. Reatividade média da AAPF-IgG de L. (L.) chagasi, antes do tratamento (AT) e doze
meses pos-tratamento (12m-PT) da LV . ... 35
2. Reatividade de IgG anti-formas promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi, em soros
individuais, antes do tratamento (AT) e doze meses pds-tratamento (12m-PT) da LV. ............ 36
I1.2. Desempenho da AAPF-IgG na monitoragio TARDIA de cura pds-tratamento na LV,
através de indices expressos em percentual € em chances..........occeevueeviieriiiiiienieeiienieeeeen 37
1. Estudo da Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG em soros de pacientes antes (AT) e doze
meses pos-tratamento (12m-PT) da LV. ... 38
2. Desempenho da AAPF-IgG, segundo indices expressos em porcentagem..........c...co.eeeee... 39

3. Indices de desempenho da AAPF-IZG. .........cccoouovueeueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 40

4. Razdo de Verossimilhanga da AAPF-IgG, segundo indices expressos em chance. ............ 41

III. Avaliacdo comparativa da AAPF-IgG e do ensaio imunoenzimatico (ELISA) aplicados a
monitoragdo TARDIA de cura poés-tratamento na LV através de indices expressos em

0153 (1S3 112D | OSSOSO PRSPPSO 43
IV. Aplicabilidade e desempenho da AAPF-IgG na monitoragdo PRECOCE de cura pds-
tratamento NAa LV, ..o e 45
IV.1. Aplicabilidade da pesquisa de (AAPF-IgG), na monitoragio PRECOCE de cura pds-
tratamento NAa LV, ..o e 45
1. Reatividade da pesquisa de AAPF-IgG de L. (L.) chagasi em soro individuais de pacientes
dois meses pos-tratamento (2m-PT) e seis meses pos-tratamento (6m-PT)..........ccccceeeeienen. 45
IV.2. Desempenho da AAPF-IgG na monitoragio PRECOCE de cura pos-tratamento na LV,
através de indices expressos em percentual € em chances..........occeevueeviieiiiiiiienieeiieneeeeen 46
1. Estudo da Curva ROC da AAPF-IgG em soros de pacientes antes do tratamento (AT) e
seis meses (6m-PT) pos-tratamento da LV........ccoooiiiiiiiiiiiiiii e 46
2. Desempenho da AAPF-IgG, segundo indices expressos em porcentagem.............co.eeuee... 47

3. Indices de desempenho da AAPF-IZG. .........cccooovueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 48

4. Razdo de Verossimilhanga da AAPF-IgG, segundo indices expressos em chance. ............ 49

V. Padronizagdo da metodologia para a pesquisa de subclassses de IgG anti-promastigotas
fixadas de L. (L.) chagasi (AAPF-subclasses de IgG), aplicada a monitoragdo de cura pos-

tratamento NAa LV, ..o e 51
1. Influéncia da concentragdo do soro e do anticorpo secundario na pesquisa da AAPF-
SUDCIASSES € IZG. ...ttt 51
VI. Aplicabilidade e desempenho da AAPF-subclasses de IgG na monitoragio TARDIA de cura
POS-tratamento NA LV . ..o 54
VI. 1. Aplicabilidade da AAPF-subclasses de IgG na monitoragio TARDIA de cura pos-
tratamento NAa LV, ..o e 54

1. Reatividade média da AAPF-IgG1l e AAPF-IgG3 de L. (L.) chagasi, antes do tratamento

vi



(AT) e doze meses pos-tratamento (12m-PT) da LV. ...ccccoooiiiiiiiiiiieeeee e 54
2. Reatividade de IgG1 e IgG3 anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi, em soros

individuais, antes do tratamento (AT) e doze meses pds-tratamento (12m-PT) da LV. ............ 55
VI.2. Desempenho da AAPF-subclasses de IgG na monitoragio TARDIA de cura pos-
tratamento na LV, através de indices expressos em percentual e em chances. ........cccccceeeenee 58
1. Estudo da Curva ROC da AAPF-IgGl e AAPF-IgG3 em soros de pacientes antes (AT) e
doze meses pos-tratamento (12m-PT) da LV. ..o 58
2. Desempenho da AAPF-IgG1 e IgG3, segundo indices expressos em porcentagem............ 59
3. Indices de desempenho da AAPF-IgG1 e AAPF-IZG3. ......coovmemveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 60

4. Razdo de Verossimilhanga da AAPF-IgGl e IgG3, segundo indices expressos em
CRATICE. ...ttt b et b e bttt et s bt ettt b bt et sae e 62
VII. Aplicabilidade e desempenho da AAPF-subclasses de IgG na monitoragio PRECOCE de
cura pos-tratamento NA LV. ..o 64
VIIL.1. Aplicabilidade da AAPF-subclasses de IgG na monitoracio PRECOCE de cura pos-
tratamento NAa LV, ..o e 64
1. Reatividade da pesquisa de AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 em soros individuais de pacientes
dois meses (2m-PT) e seis meses pos-tratamento (6m-PT)..........cccoeoeeiiiiiiniiiiiieeee, 64
VIL.2. Desempenho da AAPF-subclasses de IgG na monitoragdo PRECOCE de cura pos-
tratamento na LV, através de indices expressos em percentual e em chances. ........cc.ccceeeenee 66

1. Estudo da Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG1 em soros de pacientes seis meses poOs-
tratamento (6m-PT) e AAPF-IgG3 em soros de pacientes dois meses (2m-PT) e seis meses

pos-tratamento (6M-PT) da LV ..o e 67
2. Desempenho da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3, segundo indices expressos em porcentagem.67
3. Indices de desempenho da AAPF-IgG1 e AAPF-IZG3. ......coovveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 69

4. Razdo de Verossimilhanga da AAPF-IgGl e IgG3, segundo indices expressos em
CRAIICE. ... 1ttt b ettt b et a bbbttt e bt e b et e e 72
DISCUSSAQD ...ttt 74
CONCLUSOES ...ttt 84
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........couuiriiieieiiesieeesiieseissesessessese s sesessssnas 89

vil



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representagdo esquematica da seqiiéncia das analises da pesquisa de AAPF-IgG e
AAPF-subclasses de IgG por citometria de fluxo. (A) Sele¢do da populagdo de formas
promastigotas de L. (L.) chagasi, utilizando-se pardametros de tamanho e granulosidade. (B)
Histogramas individuais representando o percentual de parasitas fluorescentes (PPFP) obtidos
com controle interno da reagdo, (C) apds a incubagdo com um soro de um individuo nao
infectado e (D) um soro de um paciente portador de LV. O posicionamento do marcador (M1)
segue sempre o critério de se obter no maximo 2% de PPFP para o controle do conjugado. .. 21

Figura 2 - Representagdo esquematica da escolha da diluigdo através da amplitude de segregagao
entre os valores individuais de PPFP de pacientes portadores de LV antes do tratamento (®) e
apos o tratamento (®). As linhas vermelhas representam a amplitude de segregacdo e o
retangulo pontilhado representa a diluicao escolhida. ..........ccoeevieviiiiiiiiiiniiieiecieeee e 24

Figura 3 - Curvas ROC dos testes 1 (linha verde) 2 (linha rosa), construidas a partir dos indices
de desempenho, sensibilidade e (100—especificidade) dos testes avaliados. Os resultados estao
expressos, pelos pontos dos gréaficos, que representam os valores dos respectivos indices
determinando assim a area sob a curva (ASC) para o teste 1 (ASC=0,85) e para o teste 2
(ASCT0,70). ettt ettt ete ettt et et e bt et e s st esteesaessee s e essesseenseessesssenseessasssenseansesseensennsenseensens 26

Figura 4 - Curva de titulagdo de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi utilizando
diferentes dilui¢des do soro teste e diferentes concentragdes do anticorpo secundario anti-IgG
humano. Os resultados estdo expressos como valores de PPFP para uma mistura de soros
positivos (simbolos cheios) e negativos (simbolos vazados) segundo descrito em Material e
Métodos. O grafico A representa valores de PPFP de soros positivos e negativos diluidos
1:200 a 1:204.800 contra anticorpo secundario diluido 1:1.000 (e,0); 1:2.000 (®,0) e 1:4.000
(¢, ). O grafico B representa valores de PPFP de soros diluidos 1:1000 a 1:128.000 contra
anticorpo secundario diluido 1:4.000 (», ); 1:8.000 (®, ) € 1:16.000 (®,0). cceeevreeereeeiianrenneee 32

Figura 5 - Curva de crescimento de Leishmania (L.) chagasi (PP75) em meio LIT. Inicio de
cultura com 1,0 x 10° promastigotas/mL. Cada ponto representa a média da contagem de
parasitos/mL/dia de duas culturas. As setas indicam a fase exponencial (6° dia), fase
estaciondria inicial (8° dia) e fase estacionaria tardia (10° dia). .........cccoveeevrieeeiieeenciieeeiee e, 33

Figura 6 - Curva de titulacdo de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi utilizando
parasitos em diferentes dias de cultivo. O grafico representa valores de PPFP de uma mistura
de soros positivos (simbolos cheios) e negativos (simbolos vazados) diluidos 1:1.000 a
128.000 contra anticorpo secunddrio diluido a 1:16.000, utilizando promastigotas de 6 dias
(9,0); 8 dias (8,0) € 10 dIAS (®,0).ueiicuieiciiieeeiiie ettt ettt e et e et e et e e stee e ebeeeeareeeeaaeeeaneens 34

Figura 7 - Curva de titulagdo de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em soros de
pacientes antes do tratamento (©) e doze meses apOs o tratamento (¢). Os resultados estdo
expressos como médias de PPFP com os respectivos desvios-padroes. Apos analise estatistica,
foi possivel demonstrar diferenga significativa em todas as dilui¢des; p<0,05 (*).....ccccvn.ee. 36

Figura 8 - Curvas de titulagdo de IgG anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais
de pacientes antes do tratamento () e doze meses apds o tratamento (¢), graficos A e B,
respectivamente. O grafico C representa a sobreposicdo dos graficos A ¢ B e os tragos em
vermelho referem-se as amplitudes de segregacdo dos grupos avaliados. O retangulo
pontilhado destaca a diluigdo referente a maior amplitude de segregacao. Os resultados da
reatividade de cada grupo estdo expressos como valores individuais de PPFP........................ 37

viii



Figura 9 - Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG, construida a partir dos indices de desempenho,
sensibilidade e (100-especificidade) do teste aplicado em soros de pacientes antes (AT) e doze
meses pos-tratamento (12m-PT) da LV. Os resultados estdo expressos sob a forma dos
referidos indices calculados em diferentes pontos de corte (PC) para a reatividade de PPFP,
determinando assim a area sob a curva (ASC=1,0). A seta representa a faixa de melhor ponto
de corte sugerido pela curva ROC (PPFP=26% a 90%), para a avaliacdo de cura doze meses
J O B 212311153 1 L1 J OSSR 38

Figura 10 - Reatividade de IgG anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais de
pacientes AT(¢) e 12m-PT(#), na dilui¢do 1:32.000. O resultado da reatividade de IgG para
cada amostra individual esta expresso como valores de PPFP, empregando-se como ponto de
corte o valor de 50% (linha pontilhada) entre resultados positivos (PPFP>50%) e valores
negativos (PPFP<50%). Os resultados mostram a sensibilidade (100%) e especificidade
(100%) da AAPF-IgG aplicada em soros de pacientes AT e 12m-PT. ........ccceovevinininnnnn. 39

Figura 11 - Reatividade de IgG anti-antigeno solavel de L. (L.) chagasi por ELISA, em soros
individuais de pacientes antes do tratamento (¢) ¢ doze meses apds o tratamento (¢). O
resultado da reatividade de IgG para cada amostra individual estd expresso como densidade
otica, empregando o valor de 0,440 (linha pontilhada) como ponto de corte entre resultados
positivos e negativos. Os resultados mostram a sensibilidade (100%) e especificidade (85,7%)
da ELISA aplicada em soros de pacientes AT € 12m-PT.........ccceoviiriiiiiiiiniiiniieiiecieeeees 43

Figura 12 - Curvas de titulagdo de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em soros
individuais de pacientes 2m-PT () e 6m-PT (e), graficos A e B, respectivamente. Os
resultados da reatividade de cada grupo estdo expressos como valores individuais de PPFP. O
ponto de corte utilizado foi de 50% de PPFP e a dilui¢do de 1:32.000 (pontilhado no grafico),
baseando-se nos critérios adotados para a monitoragdo tardia de curana LV. ........c...ccccceee 46

Figura 13 - Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG, construida a partir dos indices de
desempenho, sensibilidade e (100-especificidade) do teste aplicado em soros de pacientes
antes (AT) e seis meses pds-tratamento (6m-PT) da LV. Os resultados estdo expressos sob a
forma dos referidos indices calculados em diferentes pontos de corte (PC) para a reatividade
de PPFP, determinando assim a area sob a curva (ASC=0,99), utilizando-se o critério de PC de
50% A€ PPEP. ..ottt ettt ettt et e teenteentenneenneas 47

Figura 14 - Reatividade de IgG anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais de
pacientes AT(*) e 6m-PT(®), na diluicao 1:32.000. Os resultados da reatividade de IgG para
cada amostra individual esta expresso como valores de PPFP, empregando-se como ponto de
corte o valor de 50% (linha pontilhada) entre resultados positivos (PPFP>50%) e negativos
(PPFP<50%). Os resultados mostram a sensibilidade de 100% e especificidade de 71,4% em
soro de pacientes AT € 6m-PT, respectivamente. ...........ccecveeeviieeeiieeeiiieeniieesiee e eaeeevaee s 48

Figura 15 - Curva de titulagdo de subclasses de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.)
chagasi. As misturas de soros positivos (AT) estdo representadas como simbolos cheios ¢ as
misturas de soros negativos estdo representados como simbolos vazados. O grafico A
representa valores de PPFP de soros diluidos 1:1.000 a 1:128.000 contra anticorpo IgGl
diluido 1:2.000 (e,0); 1:4.000 (v, ) e 1:8.000 (», ). O grafico B representa valores de PPFP
para as dilui¢des dos soros 1:40 a 1:5.120 e diluigdes do anticorpo IgG2 1:500 (¢,©); 1:1.000
(®,2) e 1:2.000 (¢,"). O grafico C, representa valores de PPFP para as diluicdes dos soros
1:40 a 1:5.120 e diluigdes do anticorpo IgG3 1:400 (a,2) e 1:800 (4,"). O grafico D representa
valores de PPFP para as diluigdes dos soros 1:40 a 1:5.120 e dilui¢des do anticorpo IgG4
1:500 (m,7); 1:1.000 (8,7) € 1:2.000 (B,7). teueeeiieeieeieeeeeieete ettt tesneesseennea 53

X



Figura 16 - Curva de titulagao de IgG1 (A) ¢ IgG3 (B) anti-promastigotas fixadas de L. (L.)
chagasi em soro de pacientes AT (©) e doze meses poOs-tratamento (¢). Os resultados estdo
expressos como médias de PPFP com os respectivos desvios-padrdes. Apds analise estatistica,
foi possivel demonstrar diferenga significativa em todas as dilui¢des; p<0,05 (*). ......cccue..... 55

Figura 17 - Curva de titulagdo de IgGle IgG3 anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em
soros individuais de pacientes antes do tratamento () e doze meses pos-tratamento (¢). Os
graficos A e B foram sobrepostos para uma melhor visualizacdo da segregacdo entre as
diluicdes AT e 12m-PT na pesquisa de IgG1 (C). Os graficos D e E foram sobrepostos para
uma melhor visualizagdo da segregacdo entre as diluicdes AT e 12m-PT na pesquisa de 1gG3
(F). Os tracos em vermelho referem-se as amplitudes de segregacao dos grupos avaliados. O
retangulo pontilhado destaca a dilui¢do referente a maior amplitude de segregacgdo e diluigdo
ESCOTRIAA. ..ottt ettt ettt et e et e beeeneas 57

Figura 18 - Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG1 (A) e AAPF-IgG3 (B), construida a partir
dos indices de desempenho, sensibilidade e (100-especificidade) do teste avaliado aplicado em
soros de pacientes antes (AT) e doze meses pos-tratamento (12m-PT) da LV. Os resultados
estdo expressos sob a forma dos referidos indices calculados em diferentes pontos de corte
(PC) para a reatividade de PPFP, determinando assim a area sob a curva (ASC=1,0) (A) e
(ASC=0,99) (B). A seta representa a faixa de melhor ponto de corte sugerido pela curva ROC
(PPFP=13% a 79%) e (PPFP=37% a 50%), para a avaliacdo de cura doze meses poOs-
tratamento na AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 respectivamente. ..........ccceeeereeeeeieneenieneeneennennns 59

Figura 19 - Reatividade de IgG1 (A) e IgG3 (B) anti-promastigota de L. (L.) chagasi em soros
individuais de pacientes AT (¢) e 12m-PT (#). Os resultados da reatividade de IgG1 e 1gG3
para cada amostra individual estdo expressos como PPFP, empregando-se como ponto de corte
o valor de 50% (linha pontilhada) entre resultados positivos (PPFP>50%) e negativos
(PPFP<50%). Os resultados mostram a sensibilidade (100%) e especificidade (100%) da
AAPF-IgG1 aplicada em soros de pacientes AT e 12m-PT e sensibilidade de (90,5%) e
especificidade de (100%) da AAPF-IgG3 aplicada em soros de pacientes AT e 12m-PT....... 60

Figura 20 - Curvas de titulagdo de IgG1 anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em soros
individuais de pacientes dois meses (©) e seis meses apoOs o tratamento (®), representadas nos
graficos A e B, respectivamente. Os resultados da reatividade de cada grupo estdo expressos
como valores individuais de PPFP. O ponto de corte utilizado foi de 50% de PPFP e a diluigdo
de 1:128.000 (pontilhado no grafico), baseando-se nos critérios adotados para a monitoracao
ATAIA @ CUTA. ..ottt ettt et sb ettt sbe et e st e bt et e eaeenaes 65

Figura 21 - Curvas de titulagdo de IgG3 anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em soros
individuais de pacientes dois meses (©) e seis meses apoOs o tratamento (®), representadas nos
graficos A e B, respectivamente. Os resultados da reatividade de cada grupo estao expressos
como valores individuais de PPFP. O ponto de corte utilizado foi de 50% de PPFP e a diluigdo
de 1:40 (pontilhado no grafico), baseando-se nos critérios adotados para a monitoragdo tardia
& CUTA. 1.ttt et et b et s ae e s bt et e at e bt et ettt e bt et eaeeas 66

Figura 22 - Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG1 em soros de pacientes seis meses apds o
tratamento e AAPF-IgG3 aos dois meses e seis meses apos o tratamento. Os resultados estdo
expressos sob a forma dos referidos indices calculados em diferentes pontos de corte (PC) para
a reatividade de PPFP, determinando assim a drea sob a curva de (ASC=0,99) para o grupo
6m-PT na pesquisa de AAPF-IgG1l e para o grupo 2m-PT (ASC=0,93) e grupo 6m-PT
(ASC=0,96), na pesquisa de AAPF-IgG3, utilizando-se o critério de PC de 50% de PPFP.... 67

Figura 23 - Reatividade de IgG1 anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais de
pacientes AT (v) e 6m-PT (e), na diluigdo 1:128.000. Os resultados da reatividade de IgGl

X



para cada amostra individual estdo expressos como PPFP, empregando-se como ponto de corte
o valor de 50% (linha pontilhada). Os resultados mostram a sensibilidade de 100% e
especificidade de 76% em soro de pacientes AT ¢ 6m-PT, respectivamente........................... 68
Figura 24 - Reatividade de IgG3 anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais de
pacientes AT (¢); 2m-PT (¢) e 6m-PT (), na dilui¢ao 1:40. Os resultados da reatividade de
IgG3 para cada amostra individual estdo expressos como PPFP, empregando-se como ponto
de corte o valor de 50% (linha pontilhada). Os resultados mostram a sensibilidade de 90,5% e
especificidade de 71,4% e 90,5% em soro de pacientes AT, 2m-PT e 6m-PT, respectivamente..
.................................................................................................................................................. 69

X1



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Anticorpos utilizados nos ensaios de citometria de fluXo..........cccoevvevierieriecieeeennenen. 20
Tabela 2 - Categorias de resultados do teste avaliado em uma populagdo que inclui pacientes AT
(antes do tratamento/portador de LV) e individuos pds- tratamento (PT)........cccccceeet veivenennne 27

Tabela 3 - Categorias de resultados da AAPF-IgG (VPos, FPos, FNeg e VNeg) para pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT) e individuos curados doze meses apds o
tratamento (12M-PT).....ci it e e e e e e e e e e nns 40

Tabela 4 - Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) ¢
acuracia da pesquisa de AAPF-IgG, com seus respectivos intervalos de confianca a 95%......41

Tabela 5 - Razdes de verossimilhanga (RVs) da AAPF-IgG, na diluigdo do soro 1:32.000 e ponto

de corte 50%, na avaliagdo de pacientes doze meses apos 0 tratamento..............coeeeveeveeeenne. 42
Tabela 6 - Indices de desempenho da ELISA e da pesquisa de AAPF-IgG na monitoragdo de
cura 12 meses apds o tratamento da LV .......ccoooiiiiiiiiiiiceeeeee e 44

Tabela 7 - Categorias de resultados da AAPF-IgG (VPos, FPos, FNeg ¢ VNeg) em pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT) e seis meses apO0s o tratamento (6m-

Tabela 8- Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) ¢
acurdcia da pesquisa da AAPF-IgG, com seus respectivos intervalos de confianga a 95% na

avaliacdo de pacientes seis meses poOs-tratamento (6m-PT)........ccceecveeeiiieniiieiiiieeieeeieee, 49
Tabela 9 - Razdes de verossimilhanga (RVs) da AAPF-IgG, na dilui¢ao do soro 1:32.000 e ponto
de corte 50%, na avaliagdo de pacientes seis meses POS-tratamento............ocveeveerueeeveenneennnenn 50

Tabela 10- Categorias de resultados de AAPF-IgG1 (VPos, FPos, FNeg ¢ VNeg) para pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT) e individuos curado doze meses apds o tratamento
(0010 S 1 PRSP 61

Tabela 11 - Categorias de resultados de AAPF-IgG3 (VPos, FPos, FNeg ¢ VNeg) para pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT) e individuos curados doze meses apds o
tratamento (12M-PT).....oooiiiiiie et ee e e e e s 61

Tabela 12 - Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) ¢
acuracia da pesquisa da AAPF-IgG1 e IgG3, com seus respectivos intervalos de confianga a

Tabela 13 - Razdes de verossimilhanga (RVs) da AAPF-IgG1 ¢ AAPF-IgG3, nas diluigdes dos
soros selecionadas e ponto de corte 50%, na avaliacdo de pacientes doze meses apods o

ELALATIIETIEO. ...ttt ettt et h e et e h e et she e et eeh e e bt et e bt e it e beenateebeenaee 63
Tabela 14 - Categorias de resultados da AAPF-IgG1 (VPos, FPos, FNeg e VNeg) em pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT) e seis meses apos o tratamento (6m-PT)............. 70

Tabela 15 - Categorias de resultados da AAPF-IgG3 (VPos, FPos, FNeg e VNeg) em pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT), dois meses (2m-PT) e seis meses apos o
tratamento (OIMN-PT).......cooouiiiiiiice et e e e e e e e e e areeeans 70

Tabela 16 - Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e
acuracia da pesquisa da AAPF-IgG1, para a monitoragdo precoce de cura aos seis meses apos
0 TTALAITIETIEO. ...ttt ettt ettt et e bt et e bt e et e bt e et e be e et e e bt e et e e bt e et e e bt e saees 71

Tabela 17 - Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e
acuracia da pesquisa da AAPF-IgG3 para a monitoragdo precoce de cura aos dois meses e seis
MESES APOS O TFALAMETITO.....eeeuiiiiiuiiieiiiee ettt ettt ettt et e et e et e e bt e e s bt eesabeeesabeeenabeeeneee 72



Tabela 18 - Razdes de verossimilhanga (RVs) da AAPF-IgGl, nas diluigdes dos soros
selecionadas e ponto de corte 50%, na avaliagdo de pacientes seis meses poOs-
ETALATIIETIEO. ...ttt ettt h e et e a e et she e et eeh bt e bt e et e e bt ea bt e nbeenab e e b e naee 73

Tabela 19 - Razdes de verossimilhanga (RVs) da AAPF-IgG3, nas diluicdes dos soros
selecionadas e ponto de corte 50%, na avaliagdo de pacientes dois e seis meses pos-
1011010 1 L0 O OO PRRPPPRRPP 73

xiii



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

% - Percentual

2m-PT - 2 meses ap0s o tratamento

6m-PT - 6 meses apods o tratamento

12m-PT - 12 meses apds o tratamento

AAPF-IgG - Anticorpos IgG anti-formas promastigotas fixadas
AAPF-subclasses de IgG - Subclassses de IgG anti-formas promastigotas fixadas
AcM - Anticorpo Monoclonal

AcP - Anticorpo Policlonal

ASC - Area sob a curva

AT - antes do tratamento

CEP - Comité de Etica em Pesquisa

CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
CPgRR - Centro de Pesquisas René Rachou

Curva ROC - Receiver Operating Characteristic Curve

DAT - Direct Agglutination Test

DNA - Acido desoxiribonucléico

ELISA - Enzyme linked immunosorbent assay

Fc - Fracao constante

FL - Fluorescéncia

FITC - Fluorescein Isothiocyanate - Isotiocianato de fluoresceina
FNeg — Falso negativo

FPos - Falso positivo

FIOCRUZ - Fundag¢ao Oswaldo Cruz

FUNASA - Fundacao Nacional de Saude

FSC - Forward Scatter (tamanho)

IC - Intervalo de confianca

IgE - Imunoglobulina da classe E

IgG - Imunoglobulina da classe G

IgG1 - Imunoglobulina da subclasse G1

X1V



IgG2 - Imunoglobulina da subclasse G2

IgG3 - Imunoglobulina da subclasse G3

IgG4 - Imunoglobulina da subclasse G4

kDa — Kilodaltons

LIT - Liver infusion tryptose medium

LC — Leishmaniose Cutanea

LMC - Leishmaniose Mucocutanea

LTA- Leishmaniose Tegumentar Americana

LV — Leishmaniose Visceral

NNN/LIT - Nicole, Novy & Neal (Meio de cultivo bifasico)
PC - ponto de corte

PCR — Polymerase chain reaction

PBS - Phosphate buffer saline (tampao fosfato salina)
PBS - T - tampao fosfato salina + detergente

PPFP - Percentual de parasitos fluorescentes positivos
PT- Pos-tratamento

RIFI — Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta

RV — Razio de Verossimilhanga

SAPE - Streptoavidin Phicoeritrin - Estreptoavidina ficoeritrina
Sb™ - antiménio pentavalente

SFB - Soro Fetal Bovino

SMEF- Sistema Monocitico Fagocitario

SSC - Side Scatter (granulosidade)

VNeg - Verdadeiro negativo

VPos - Verdadeiro positivo

VPN - Valor preditivo negativo

VPP - Valor preditivo positivo

il



RESUMO

A busca de marcadores de doenga ativa e a validagdo de critérios de cura pds-terapéutica t€m sido
amplamente investigados na LV. Entretanto, o estabelecimento de um critério de cura sorologico
ainda permanece inconclusivo. Os critérios adotados atualmente para estabelecer uma eficacia
terapéutica dependem da avaliagdo clinica 12 meses pos-tratamento. O objetivo desse trabalho,
foi avaliar a aplicabilidade da citometria de fluxo na pesquisa de anticorpos anti-promastigotas
fixadas de L. (L.) chagasi (AAPF) na avaliagdo 12 meses apos o tratamento € encontrar um
indicador laboratorial de cura 2 meses € 6 meses poOs-tratamento. Foi estabelecida uma relagao
entre os niveis de anticorpos anti L. (L.) chagasi e a eficacia do tratamento na LV, através da
AAPF. Neste estudo foram avaliados soros de 21 pacientes com diagndstico parasitologico
positivo para LV, coletados antes e apds o tratamento. As amostras de soro diluidas (1:1.000 a
1:128.000) foram incubadas com promastigotas fixadas, posteriormente incubadas com anti- IgG
humana marcadas com FITC e IgG subclasses marcadas com SAPE na dilluicdo de 1.000 a
128.000 para a pesquisa de IgG1 e 1:40 a 1:5.120 na pesquisa de IgG2, IgG3 e IgG4 e analisadas
no citometro de fluxo. Os resultados foram expressos como o percentual de parasitas
fluorescentes positivos (PPFP) para cada amostra individual, estabelecendo 50% como ponto de
corte entre pacientes ndo tratados e tratados. Nossos dados demonstraram que 100% dos
pacientes avaliados 12 meses apOs o tratamento apresentaram valores de PPFP < 50% na
pesquisa de IgG e subclasses. Na avaliacdo de cura precoce, foi observado uma queda dos niveis
de anticorpos 6 meses apds o tratamento (71,4%). Entretanto, 2 meses apds o tratamento foi
encontrado valores de PPFP<50% em menos de 50% dos pacientes. Em relagdo a subclasses de
IgG foi encontrado valores reagentes em IgG1 e IgG3. Na pesquisa da AAPF para IgG1 pacientes
6 meses pos-tratamento apresentaram 76% de valores abaixo do ponto de corte, sendo que IgG3
apresentou melhor desempenho na monitoragdo terapéutica. Observamos 90,5% de queda nos
niveis de PPFP 6 meses e 71,4% 2 meses pos-tratamento. Nossos resultados mostraram a
aplicabilidade da citometria de fluxo para detec¢ao de anticorpos anti-L. (L.) chagasi e na
monitoragdo de cura na LV.
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ABSTRACT

The search for active disease markers and their validation for post-therapeutic cure criteria have
been investigated. However, serological cure criteria still remain inconclusive for visceral
leishmaniasis (VL). To date, the criteria adopted for establishing the efficacy of VL treatment
depends on the clinical improvement of patients and negative result in parasitological methods 12
months after treatment. The aim of the present work was to assess the flow cytometry
performance in the study of anti- L. (L.) chagasi antibodies after treatment in order to find a
laboratory indicator of treatment efficacy. In this study, the profile of IgG and its subclasses
were analyzed by flow cytometry using sera from 21 patients with positive parasitological
examination for VL, collected prior to and after treatment. Samples of diluted sera were
incubated with fixed promastigote and then with FITC conjugated anti-human IgG or IgG
subclasses. The results were expressed as percentage of positive fluorescent parasites (PPFP) for
each individual sample, establishing < 50% as the cutoff between treated and non-treated
patients. According to our data, all patients evaluated 12 months after treatment showed PPFP <
50% for IgG. In early cure assessment, a decrease in antibody levels was detected in 71,4 % of
patients analyzed 6 months after treatment. Nevertheless, 2 months after treatment the PPFP
values decreased in less than 50% of the patients. Concerning IgG subclasses, reactivity was
found only for IgG1 and IgG3, and IgG3 showed greater performance in therapeutic monitoring.
PPFP levels dropped in 90.5 % and 71.4 % of patients after 6 and 2 months of treatment,
respectively. Our results suggest the potentiality of flow cytometry in studying anti-L. (L.)
chagasi antibodies and monitoring VL therapeutic efficacy.
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1. Leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doengas parasitarias causadas por protozoarios
pertencentes ao género Leishmania. As leishmanioses acometem milhares de pessoas em todo o
mundo a cada ano. Sdo endémicas em 88 paises; sendo que 72 desses sdo paises em
desenvolvimento e os outros 13 sdo considerados subdesenvolvidos. (World Health Organization,
2004).

As apresentacfes clinicas mais comuns da doenca sdo: a leishmaniose cutanea (LC),
manifestando-se como Ulceras cuténeas cronicas, a leishmaniose mucocutanea (LMC), doenca
erosiva das superficies das mucosas causando lesGes desfigurantes e a leishmaniose visceral
(LV), ocasionada pela disseminacdo da infeccdo para érgdos do sistema monocitico-fagocitario
(SMF). A LV é a forma mais grave da doenca, podendo progredir para a morte, caso o tratamento

especifico ndo seja estabelecido a tempo (Desjeux, 2004).

2. Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral ou calazar € uma doenca sistémica causada por protozoarios do
filo Protozoa, subfilo Sarcomastigophora, classe Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania, subgénero Leishmania do complexo donovani, que
parasitam células do sistema fagocitico mononuclear do hospedeiro (Grimaldi Jr. et al., 1989). O
complexo donovani engloba trés espécies: Leishmania (Leishmania) donovani, Leishmania
(Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania) chagasi (Laison & Shaw, 1987). Na América
do Sul a doenca € causada por parasitas da espécie L. (L.) chagasi (Ben-Ismail & Ben-Rachid,
1989; Singh 2004), ocorrendo desde o sul do México até o norte da Argentina, sendo que 90%
dos casos registrados ocorrem no Brasil, onde esta distribuida em 19 das 27 unidades federativas,
atingindo o nordeste, norte, centro-oeste e sudeste brasileiro. Sua maior incidéncia encontra-se na
regido nordeste onde se concentra 65% dos casos. No Brasil, registra-se em média cerca de 3.700
casos de LV por ano. A letalidade esta em torno de 8%, o que corresponde a uma média de 230
Obitos por ano (Fundacdo Nacional de Saude - FUNASA, 2003). No territério brasileiro, a L. (L.)
chagasi acomete frequientemente criangas menores de 10 anos (54,4%), sendo 41% dos casos da

doenca registrados em menores de 5 anos (Ministério da Saude, 2003).
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Nos ultimos dez anos, acompanhando a tendéncia mundial, ocorreu a periurbanizacao e
urbanizacdo da LV no Brasil. Neste contexto, surtos ocorreram em cidades como Rio de Janeiro
(RJ), Belo Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN), Sdo Luis
(MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA), Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO)
(Costa et al., 1990; Jerénimo et al., 1994; Luz et al., 2001).

A infeccdo humana ocorre quando formas promastigotas infectantes sdo inoculadas,
durante o repasto sangiineo de inseto vetor infectado. O inseto, ao alimentar-se, introduz no
hospedeiro, saliva contendo um peptideo que atua como vasodilatador e fator inibidor da
atividade do macrdfago. Dessa forma, 0s parasitos se instalam no interior de células fagocitarias,
predominantemente macrofagos. No interior dos macréfagos, o parasito inicia um processo de
transformacdo para a forma amastigota que, apds sucessivas multiplicacBes, na auséncia do
controle parasitario, promove a ruptura da célula hospedeira, com consequente liberacdo de
formas amastigotas livres que sdo fagocitadas por outros macrofagos. Durante um novo repasto
sangulineo, o inseto vetor ingere macrofagos infectados com amastigotas de Leishmania, que séo
levadas ao intestino, onde se transformam em promastigotas e se multiplicam. Quando o inseto
exerce novo hematofagismo, formas infectantes sdo inoculadas, reiniciando assim, o ciclo no

hospedeiro vertebrado (Sacks et al. 2001).

3. Aspectos clinicos

Do ponto de vista clinico, a LV pode ser dividida, conforme as caracteristicas clinicas e
laboratoriais apresentadas pelos pacientes, em quatro formas: (1) assintomatica, (2) subclinica ou
oligossintomatica com progressao para cura, (3) subclinica ou oligossintomatica com progressao
para a forma classica e a (4) classica. Essa caracterizacdo baseou-se num estudo clinico e
epidemioldgico com criangas sorologicamente positivas, residentes em Jacobina — BA (Badaro et
al. 1986a e b).

A LV cléssica caracteriza-se por ser uma doenca de instalacdo insidiosa e evolugédo
prolongada, com febre irregular, diarréia, tosse seca e mal estar. O abdémen aparece muito
protuso em decorréncia da hepatoesplenomegalia. A pele mostra-se de coloragdo pardacenta.
Ocorre desnutricdo protéico-calorica e os cabelos ficam quebradicos. Ha emagrecimento

progressivo levando o individuo a caquexia. O Teste de Montenegro esta negativo. O
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estabelecimento dos sintomas iniciais da LV classica pode ser gradual, com agravamento
progressivo, geralmente lento. O primeiro sintoma de visceralizacdo ¢é a febre baixa recorrente,
com dois ou trés picos diarios, que persiste durante todo o curso da doenca. E caracterizada
também por anemia, diarréia, tosse seca e mal estar. A medula 6ssea encontra-se densamente
parasitada. O abdOomen aparece muito aumentado em decorréncia da hepatoesplenomegalia
(Ministério da Saude, 2003).

Nas analises de parametros laboratoriais, observa-se completa inversdo na relacdo
albumina/gama-globulinas, pancitopenia e provas de funcdo hepatica bastantes alteradas (Person
& Queiroz, 1996). Em pacientes ndo tratados, ha um progressivo emagrecimento e
enfragquecimento geral, com aumento da susceptibilidade a infec¢Ges secundarias e tendéncia a
hemorragias devido a leucopenia e trombocitopenia, respectivamente.

Vaérios fatores podem estar relacionados a evolugdo da doenca, dentre eles o estado
nutricional e idade. Individuos desnutridos e com idade inferior a cinco anos, sdo 0s mais
acometidos pela LV classica (Badaro et al., 1986a e b; Queiroz et al., 2004; Pastorino et al.,
2002).

4. Diagnostico da LV.

4.1 Diagnostico clinico

O diagnostico clinico da LV pode ser feito através dos sinais e sintomas caracteristicos da
doenca como: febre recorrente, hepato-esplenomegalia e emagrecimento. Entretanto, observam-
se ainda outras manifestagdes clinicas como tosse, diarréia, ictericia e sangramentos que
dificultam os diagndsticos diferenciais com outras doencas, que cursam com quadros
semelhantes, como a malaria, febre tifoide e tuberculose, retardando sua identificacdo e levando

guase sempre o paciente a morte quando ndo tratada (Sundar & Rai, 2002).

4.2 Diagnostico laboratorial

O diagnostico laboratorial da LV baseia-se geralmente, em trés grupos de exames,

baseados em testes parasitoldgicos, imunoldgicos e moleculares.
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O diagnostico parasitologico da LV é feito através da visualizagdo do parasito em cultura
(formas promastigotas) ou em esfregaco de puncao aspirativa de baco, medula dssea, linfonodos
ou em biopsias de tecido (formas amastigotas). O aspirado esplénico € o método de maior
sensibilidade, seguido do aspirado de medula 6ssea, biopsia hepética e aspiracdo de linfonodos.
Na prética, devido a quase auséncia de efeitos colaterais, recomenda-se 0 aspirado de medula
Ossea esternal ou crista iliaca posterior na rotina de diagnostico da doenca, que apresentam uma
sensibilidade de 60 a 85%. Com relacdo a puncdo esplénica, esta deve ser realizada somente por
pessoa treinada e em hospitais com retaguarda cirdrgica e banco de sangue, devido ao grande
risco de hemorragia, sendo o melhor método parasitologico de diagnéstico do calazar, devido a
alta sensibilidade que excede a 95% (Sundar & Rai, 2002; Zilstra et al., 1992). Além do exame
direto, o material das puncdes aspirativas pode ser inoculado em meios especiais de cultura. A
utilizacdo de uma interface liquida sobre o NNN, como o meio LIT ou Schneider, aumenta e
acelera a positividade da cultura. A inoculagdo das amostras clinicas obtidas da pungdo aspirativa
de medula 6ssea ou baco dos pacientes, em hamsters (Mesocricetus auratus), nao tem valor
pratico no diagndstico da doenca, devido o seu longo tempo de positivacdo, em torno de um a trés
meses (Dietze & Carvalho, 2003).

O diagndstico imunoldgico da LV é realizado a partir de diferentes testes sorolégicos que
apresentam uma boa sensibilidade em virtude da grande quantidade de anticorpos, principalmente
IgG, desencadeados pela doenca. Os métodos soroldgicos sdo métodos indiretos de deteccdo do
parasito e, devido a sua praticidade e por serem menos invasivos, devem preceder sempre que
possivel, os métodos parasitoldgicos, podendo até em algumas situagdes, substitui-los (da Matta
et al., 2000; Braz et al., 2002). Esses métodos tém como base a deteccdo de anticorpos
circulantes que surgem durante a doenca e incluem o teste imunoenzimatico-ELISA, Reacdo de
Imunofluorescéncia-RIFI e mais recentemente o Teste Ré&pido utilizando o antigeno
recombinante K39 (Badaro et al., 1983; Guimardes et al., 1990; Zijlstra et al., 1998; Barbosa-de-
Deus et al. 2002; Maalej et al., 2003; Carvalho et al, 2003). Outra metodologia é o teste de
aglutinacdo direta (DAT) que usa promastigotas de Leishmania para o diagnostico da LV. Esse
teste parece ser uma boa escolha, pois apresenta boa especificidade e ndo requer aparelhagens
caras, sendo seu resultado inferido através de interpretacdo visual. O DAT tem sido muito
utilizado no diagndstico de LV em areas endémicas da india (Bagchi et al., 1998). No Brasil, as

técnicas mais usadas sdo a RIFI e ELISA. Os resultados da imunofluorescéncia normalmente sdo




Introducao

expressos em diluicdes, sendo reagentes os titulos iguais ou superiores a 1:40. A RIFI, apesar de
menos sensivel que o ELISA, é mais utilizada, por estar disponivel gratuitamente na maioria das
regibes endémicas, através do Programa de Leishmanioses do Ministério da Saude. O teste
imunoenzimatico ELISA, mais usado na rede privada de atendimento, tem seu resultado expresso
em unidades de absorbancia, em uma reacdo que pode utilizar dilui¢bes fixas (resultado
quantitativo) ou apenas reagente ou nédo (resultado qualitativo) (Dietze & Carvalho, 2003).

No ambito do diagndstico molecular, a reacdo em cadeia da polimerase - PCR constitui
uma alternativa de elevada especificidade para o diagndstico da LV. Entretanto, os seus
resultados dependem de algumas variaveis envolvidas, entre elas temos: area endémica; o tipo de
amostra; o0 alvo do DNA utilizado para amplificacdo e o método de extracdo do DNA (Ministério
da Saude, 2003). A deteccdo da presenca do DNA do parasito em amostras bioldgicas, nao
necessariamente pode ser interpretada como infeccdo ativa. Dessa forma, questiona-se a
importancia do PCR como método diagndstico, considerando a positividade observada em
pacientes assintomaticos e individuos clinicamente curados apds tratamento especifico (Sundar &
Rai, 2002).

5. Tratamento etiol6gico da LV

Os compostos antimoniais (Sb*) ainda sdo as drogas de escolha para o tratamento da LV
em todo mundo, had mais de 60 anos. Ap6s o inicio do seu uso de forma mais disseminada na
década de 40, doses progressivamente maiores destes medicamentos vem sendo preconizadas
principalmente devido a “resisténcia” ou nao resposta terapéutica dos pacientes ao tratamento
(Gradoni et al., 2003). Sabe-se que os antimoniais atuam nas formas amastigotas do parasito
ainda de maneira ndo totalmente esclarecida, inibindo sua atividade glicolitica e a via oxidativa
de acidos graxos.

Atualmente o Ministério da Saude no Brasil recomenda a utilizacdo de antimoniato N-
metil glucamina derivado pentavalente (Sb™) na dosagem de 20mg/kg/dia com aplicaces
endovenosas ou intramusculares, durante 20 dias consecutivos. Entretanto, esse tratamento
apresenta diversos efeitos colaterais preocupantes como, arritimias, artralgias; adinamia;
anorexia; dor no local da aplicacdo (intramuscular) e aumento da diurese por perda transitoria da

capacidade de concentracdo urindria.
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As drogas de segunda escolha para o tratamento da LV sdo a Anfotericina B e a
Pentamidina, medicamentos que também apresentam efeitos colaterais graves alem de serem
medicamentos caros. A Anfotericina B tem sido a droga de segunda escolha para um grande
namero de pacientes com calazar apds resisténcia clinica ao Pentostan e Pendamidina. As
formulages com Anfotericina B sdo hoje muito utilizadas no tratamento da leishmaniose visceral
e constituem o principal avango no tratamento anti-Leishmania nas ultimas duas decadas (Sinha
et al.,, 2005). Atualmente outras drogas como a Anfotericina B-lipossomal estdo sendo
comercializadas e utilizadas, sendo bastante eficazes no tratamento da LV. Entretanto sdo
medicamentos de custo elevado, tendo, portanto o seu uso limitando (Davidson, 1998).

6. Critérios de cura pos-tratamento etioldgico da LV

Um dos principais desafios em relagcdo a avaliacdo da eficacia do tratamento € a falta de
metodologias laboratoriais que possam ser usadas no controle de cura da LV. Os critérios de cura
sdo essencialmente clinicos e incluem: desaparecimento da febre no 5° dia de medicacéo, reducéo
da hepatoesplenomegalia com reducdo do tamanho do baco em 40% ou mais em relacdo a
medida inicial, melhora dos pardmetros hematoldgicos (hemoglobina e leucdcitos) a partir da
segunda semana, ganho ponderal do paciente com retorno do apetite e melhora do estado geral.
As alteraces vistas na eletroforese de proteinas se normalizam lentamente, podendo levar meses.
O seguimento dos pacientes tratados deve ser feito aos 2, 6 e 12 meses ap0s 0 qual o paciente
deve ser dado como curado. (Ministério da Saude, 2003).

A principal limitagdo para o uso de técnicas parasitologicas na monitoracdo de cura pos-
terapéutica consiste na natureza invasiva do procedimento, associada a sua baixa sensibilidade
mesmo ao diagnostico inicial da infeccao.

Como mencionado anteriormente, as limitagdes para o uso de técnicas moleculares, como
a PCR, no diagnostico da LV, também se aplicam ao critério de cura pos-terapéutica da LV. A
aplicabilidade restrita dos métodos moleculares na monitoracdo pos-terapéutica deve-se ao fato
que, embora de alta sensibilidade, a positividade observada em alguns individuos curados apds
tratamento especifico (Sundar & Rai, 2002), suscita o questionamento se a presenca de DNA de
Leishmania pds-tratamento refletiria falha terapéutica. Nesse contexto, tem sido sugerida a ndo

utilizacdo da PCR na monitoragdo pds-terapéutica, considerando a impossibilidade de se
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discriminar se a positividade do teste estaria associada a presenca de parasitos viaveis ou de
residuos de material genético do parasito (Fisa et al., 2002).

No campo da monitoracdo de cura, 0s métodos sorologicos sdo favorecidos pela presenca
abundante de anticorpos séricos durante a infecgdo ativa, com relatos de queda significativa nos
niveis de imunoglobulinas especifica para Leishmania em individuos clinicamente curados.
Entretanto, existem relatos que as provas sorologicas convencionais sdo ainda de pouca utilidade
na monitoracdo de cura poOs-terapéutica, devido ao fato de alguns pacientes apresentarem
persistentemente niveis elevados de anticorpos anti-Leishmania apds cura clinica da LV. Diante
deste fato, varios autores tém avaliado o uso de diversas preparagdes antigénicas bem como
diferentes fundamentos metodoldgicos visando o estabelecimento de uma técnica capaz de ser
utilizada na monitoracédo de cura apos o tratamento na LV.

Nesse contexto, a busca de novas perspetivas de preparagcdes antigénicas promoveu 0
estabelecimento de metodolgias importantes de utilizacdo de antigenos fracionados e
recombinantes aplicados a monitoracdo de cura na LV. Kumar et al. em 2002 demonstraram
através do Imunoblot uma alteracdo no padrdo de reconhecimento antigénico em pacientes
tratados. Entretanto essas diferengas ndo apresentaram consistentes em individuos submetidos a
diferentes esquemas terapéuticos. No ambito da utilizacdo de antigenos recombinantes, Kumar et
al. (2001) e Braz et al. (2002), demonstraram queda significativa nos niveis dos anticorpos 1gG
apos o tratamento, detectada através ELISA anti-rK39. Entretanto, aos seis meses apds o
tratamento, 98% dos pacientes ainda apresentaram teste de ELISA positivo, sugerindo uma
restricdo do uso da ELISA rK39 na monitoracdo precoce de cura na LV. Entretanto, os elevados
custos de sua producéo, purificacdo e fracionamento tém representado o principal fator limitante
em relacdo aos métodos que propdem o uso de preparac@es antigénicas brutas ou mesmo
parasitos integros.

Uma abordagem alternativa para a monitoracdo de cura através de métodos soroldgicos
mais eficazes tem sido investigada através da pesquisa de subclasses de imunoglobulinas.
Estudos realizados por Ellasad et al. (1994) utilizando ELISA, demonstraram uma queda
significativa nos niveis de 1gG1 e 1IgG3 um més ap6s o tratamento. Entretanto, essa metodologia
apresentava reatividade cruzada com LC, limitando sua aplicacgdo em estudos clinicos de
monitoracdo em areas endémicas onde LV e LC co-existem, devido a relatos de casos de LC pds-

calazar. Chatterjee et al., (1998) utilizando ELISA sugerem que a reatividade de IgG1l e 1gG2
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como um vantajoso marcador soroldgico de resposta ao tratamento. Entretanto, os autores ndo
apresentaram nenhuma evidéncia do desempenho da metodologia na identificacdo de amostras
com perfil negativo de reatividade pos-tratamento. A analise da dispersdo dos valores de
reatividade sugere um baixo desempenho da metodologia quando aplicada em amostras
individuais. Estudo realizado por Da Matta et al. (2000) utilizando RIFI demonstrou queda
significativa dos niveis de 1gG4 apds o tratamento. Entretanto, foi observado que 26% dos
pacientes considerados curados pelos critérios clinicos ndo apresentaram queda nos niveis de
IgG4, limitando a aplicabilidade da metodologia proposta. Atta et al., (1998) demonstraram ainda
a aplicabilidade da detec¢do de anticorpos na monitoracdo terapéutica da LV. A pesquisa de
imunoglobulinas de baixa frequéncia como a IgE, requer custos adicionais com reagentes
destinados a adsorcdo de 1gG, deixando assim a metodologia mais trabalhosa e cara. Entretanto,
Atta et al. (2004) relataram que IgE anti-Leishmania foi detectada em 76% de individuos
clinicamente curados, demonstrando a limitagdo de seu uso na monitoragdo de cura da LV.

Em suma, embora as abordagens atuais de métodos soroldgicos convencionais e
alternativos disponiveis auxiliam na propedéutica sorolégica complementar na monitoracao de
cura poés-terapéutica da LV, e algumas, tenham sido propostas como ferramentas aplicaveis a
monitoragdo precoce da cura pos-terapéutica na LV, as metodologias apresentadas ainda possuem
limitacbes de uso em estudos clinicos e nenhum estudo tem relatado até o momento o
desempenho desses métodos avaliado através de ferramentas estatisticas adequadas.

Dessa forma, o desafio atual proposto pelo nosso grupo, consiste em desenvolver
metodologias alternativas de maior sensibilidade e especificidade que possam ser empregadas
como preditores precoces de cura na monitoracdo pos-terapéutica na LV. Desde 1995 nosso
grupo vem trabalhando na busca de novas abordagens para a pesquisa de anticorpos através do
estabelecimento de metodologias alternativas, baseadas na citometria de fluxo. Esse tipo de
abordagem apresenta algumas vantagens sobre os protocolos convencionais, apresentando-se
como uma metodologia que trouxe uma nova perspectiva para a pesquisa de anticorpos,
apresentando sensibilidade superior ao diferentes protocolos de deteccdo e revelacdo
convencionais. A possibilidade de realizar uma reagéo de imunofluorescéncia de avaliagdo semi-
quantitativa da reatividade de classes e subclasses imunoglobulinas, utilizando formas integras de
parasitos, representa outra vantagem dessa metodologia. Nesse contexto, Martins-Filho et al.
(1995, 2002) e Rocha et al., (2002, 2006) demonstraram a aplicabilidade da citometria de fluxo
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na monitoracdo pos-terapéutica na Doenca de Chagas e na leishmaniose tegumentar americana.
Recentemente, nosso grupo demonstrou a aplicabilidade da pesquisa de anticorpos IgG anti-
formas promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi, detectados por citometria de fluxo, no
diagnostico soroldgico da LV, com elevada sensibilidade e especificidade (Gomes, I.T., 2003).
Nesse estudo, propusemos investigar o desempenho da metodologia proposta por Gomes (2003)
na monitoracdo de cura pos-tratamento da Leishmaniose Visceral Humana, com énfase na

reatividade de IgG e subclasses de 1gG anti-formas promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi.
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Obijetivos

I. Objetivo Geral

Avaliar o desempenho da pesquisa de anticorpos IgG anti-promastigotas fixadas de
Leishmania (Leishmania) chagasi, por citometria de fluxo, aplicada a monitoracdo de cura

poOs-tratamento na Leishmaniose Visceral Humana.

Obijetivos especificos

1. Estabelecer uma nova metodologia de pesquisa de anticorpos IgG anti-promastigotas
fixadas de L. (L.) chagasi, por citometria de fluxo (AAPF-1gG), aplicada & monitoragdo de

cura pos-tratamento na LV.

2. Investigar a aplicabilidade e o desempenho da AAPF-IgG na monitoracdo TARDIA de

cura pos-tratamento na LV, atraves de indices expressos em percentual e em chances.

3. Avaliar comparativamente a AAPF-IgG e o ensaio imunoenzimatico (ELISA) aplicados a
monitoracdo TARDIA de cura pés-tratamento na LV através de indices expressos em

percentual.

4. Investigar a aplicabilidade e o desempenho da AAPF-IgG na monitoragdo PRECOCE de

cura pos-tratamento na LV, atraves de indices expressos em percentual e em chances.

5. Padronizar a metodologia para a pesquisa de subclassses de IgG anti-promastigotas
fixadas de L. (L.) chagasi (AAPF-subclasses de 1gG), aplicada a monitoracdo de cura pés-

tratamento na LV.

6. Avaliar a aplicabilidade e o desempenho da AAPF-subclasses de 1gG na monitoragdo
TARDIA de cura pos-tratamento na LV, através de indices expressos em percentual e em

chances.
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7. Avaliar a aplicabilidade e o desempenho da AAPF-subclasses de IgG na monitoragao
PRECOCE de cura pos-tratamento na LV, através de indices expressos em percentual e em

chances.
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Material e Métodos

1. Populagéo do Estudo.

Foram utilizadas 84 amostras de soros obtidas de 21 pacientes portadores de
Leishmaniose Visceral Humana (LV), antes e apds tratamento etiologico para LV. O diagnoéstico
dos pacientes foi confirmado parasitologicamente através da detec¢do de amastigotas em pungao
aspirativa de medula 6ssea, cujo material foi utilizado para preparo de esfregaco e cultura. A
avaliacdo e o acompanhamento dos pacientes, bem como a coleta dos soros e o tratamento dos
individuos portadores de LV, foram realizados sob a supervisdo do Dr. Silvio Fernandes
Guimaraes de Carvalho, no Hospital Universitario Clemente Faria, Montes Claros, Minas Gerais-
MG, que desenvolveu sua tese de doutorado avaliando o tratamento da LV. No tratamento foi
administrada Anfotericina B na dosagem de 1mg/Kg/dia com duracdo de quatorze dias.

Nas etapas de padronizacdo das metodologias de pesquisa de anticorpos anti-formas
promastigotas fixadas de Leishmania (L.) chagasi, por citometria de fluxo (AAPF-IgG ¢ AAPF-
subclasses de IgG) foram empregadas misturas de soros de pacientes positivos para LV e de
individuos negativos para LV. A mistura de soros positivos foi preparada a partir de aliquotas de
soros dos 21 pacientes portadores de LV, provenientes de Montes Claros-MG, coletadas antes do
tratamento. A mistura de soros negativos para LV foi preparada a partir de aliquotas de soros de
20 individuos voluntarios saudaveis, com sorologia negativa (ELISA) para LV, residentes na
cidade de Vitoria — ES.

Nos ensaios aplicados a monitoragdo de cura pos-terapéutica na LV foram utilizadas
amostras individuais dos 21 pacientes. As amostras foram coletadas antes do tratamento (AT),
2 meses (2m-PT), 6 meses (6bm-PT) e 12 meses ap6s o inicio do tratamento (12m-PT). Todos os
pacientes foram acompanhados por 12 meses e foram considerados clinicamente curados apos
esse periodo. Para a monitoracdo de cura 12 meses apos o tratamento, criamos a denominacao de
monitoragdo tardia de cura e para a monitoragdo dos pacientes 2 meses € 6 meses apoOs o
tratamento, a denominag¢do de monitoracao precoce de cura. Entre os 21 pacientes avaliados, 10
eram do sexo feminino e 11 do sexo masculino, cuja idade variou entre 5 a 132 meses (média =
31,6 £ 33,7, mediana = 24) e o tempo de doenca variou entre 7 a 60 dias (média = 13,5 + 25,0,
mediana = 25,0).

Consentimento prévio foi obtido de todos os individuos, pai ou responsavel, antes da inclusdo dos

mesmos neste trabalho. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Estadual
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de Montes Claros-UNIMONTES. Esse projeto de pesquisa contou com o apoio financeiro do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), Protocolo n°

479957/01-0.

2. Preservacéo e processamento das amostras de soros.

As amostras de soros foram inativadas a 56°C por 30 minutos e centrifugadas a 1.000g a
4°C por 5 minutos para remog¢do de particulas. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
aliquotado e estocado a - 20°C até sua utilizagdo. No momento do uso, as amostras foram
descongeladas e diluidas em tampao apropriado para cada metodologia empregada. Para a
citometria de fluxo, as amostras foram diluidas em tampao fosfato - PBS (0,15M, 8,0g/1 de NaCl,
0,2g/1 de KCl, 0,24g/1 de KH2PO4 ¢ 1,15g/1 de Na2PO4, pH 7,2, Sigma Chemical Corp., St.
Louis, MO) suplementado com 3% de soro fetal bovino - SFB (Intergen). As amostras diluidas
foram centrifugadas a 4°C, 1.000g por 5 minutos e os sobrenadantes utilizados para o ensaio de
citometria de fluxo.

Para os ensaios de ELISA, as amostras de soro foram diluidas em PBS contendo 0.05%

de Tween 20 (PBS - T) e 1% de leite Molico desnatado.

3. Cultivo axénico de formas promastigotas de L. (L.) chagasi.

As formas promastigotas de L. (L.) chagasi (MHOM/BR/74/PP75), recém isoladas de
hamsters infectados, mantidas congeladas a - 196°C em nitrogénio liquido, foram obtidas do crio
banco do Laboratério de Leishmanioses do Nucleo de Doengas Infecciosas, da Universidade
Federal do Espirito Santo. Apds descongelamento rapido a 37°C, as formas promatigotas foram
cultivadas em meio agar-sangue, Novy-MacNeal-Nicolle - NNN associado ao meio liquido Liver
Infusion Tryptose — LIT. As culturas foram mantidas em estufa B.O.D a temperatura 25 + 1°C,
durante o periodo de quatro dias. A cada quatro dias as culturas foram examinadas quanto a
motilidade, morfologia e auséncia de contaminagdo e os parasitos foram re-inoculados pela
transferéncia de 1x10° promastigotas/mL para novo frasco de cultura contendo NNN-LIT. Apos a
terceira passagem, parasitos de quatro dia de cultivo foram transferidos para meio LIT, numa
concentracdo inicial de 1x 10° promastigotas/mL. Parasitos com no maximo dez passagens in

vitro foram empregados nos ensaios de pesquisa de anticorpos anti-Leishmania (L.) chagasi por
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citometria de fluxo, para permitir a obten¢ao das formas promastigotas morfologicamente mais
homogéneas, com um perfil de tamanho e granulosidade bem homogéneo, além de garantir a
composicdo antigénica dos parasitos, considerando as possiveis alteragdes inerentes ao processo

de cultivo prolongado in vitro.

4. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA “in house”).

As formas promastigotas de L. (L.) chagasi (MHON/BR/74/PP75) de fase estacionaria de
crescimento, cultivadas em meio liquido Liver Infusion Tryptose - LIT a 25 + 1°C, conforme
descrito anteriormente no item 3, foram coletadas por centrifugagdo, lavadas 3 vezes com tampao
salina fosfato (PBS) e lisadas por congelamento e descongelamento. A suspensdo de parasitos foi
homogeneizada usando um triturador de tecidos em banho de gelo. O homogeneizado foi
centrifugado a 10.000g durante 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e usado como
antigeno soltvel total. O contetdo de proteina foi estimado através do método de Bradford.

Brevemente, placas Immulon # 4 (Dynatech, Chantilly, VA, USA) foram sensibilizadas
com 20ug de antigeno soluvel de L. (L.) chagasi por poco e incubado a 4°C. As placas foram
aspiradas, bloqueadas com PBS contendo 0.05% de Tween 20 (PBS-T) e 2% de leite Molico
desnatado. Apos 1 hora a 37°C, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS-T. Soro diluido 1:100
em PBS-T contendo 1% de leite Molico desnatado foi adicionado em cada pogo e incubado
durante 45 minutos a 37°C. As placas foram lavadas 4 vezes e os anticorpos ligados foram
detectados usando anti-IgG marcado com peroxidase, diluido 1:4.000 (Kirkegaard and Perry,
Gaithersburg, MD). Apoés incubagao durante 45 minutos a 37°C as placas foram lavadas
novamente e incubadas com 0.005g de O-fenilenediamino (OPD) e 3ul de H,0, em tampao
citrato, durante 15 minutos. A densidade otica foi lida a 492nm. Soros controles positivos e

negativos foram avaliados em cada placa para padronizar as leituras e variagdes das placas.

5. Preparo das formas promastigotas de L. (L.) chagasi para os ensaios de

imunofluoresncécia por citometria de fluxo.
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As formas promastigotas cultivadas em meio LIT, conforme descrito no item 3, foram
transferidas para tubos de polipropileno de 50mL (Falcon®, Becton Dickinson, San Diego),
homogeneizadas em vortex a baixa rotagao para desfazer possiveis agregados celulares. Em
seguida, a suspensao foi submetida a uma centrifugacao diferencial a 300g, 18°C por 10 minutos,
para remog¢do, no sedimento, de grumos de parasitos contaminantes remanescentes. Para
maximizar a recuperacdo dos parasitos individualizados no sobrenadante a suspensdo de
promastigotas foi deixada em repouso por 10 minutos a 25°C. O sobrenadante foi entdo coletado
e transferido para outro tubo de polipropileno de S0mL e o sedimento desprezado. Em seguida os
parasitos foram lavados em PBS contendo 10% SFB, por duas vezes, por centrifugagdo a 1.000g,
4°C por 10 minutos. O sedimento formado foi homogeneizado cuidadosamente. Ao final das
etapas de lavagem, os parasitos foram fixados, adicionando-se 20mL de solucdo fixadora
(10,0g/L de paraformaldeido, 10,2g/L de cocadilato de sodio e 6,65g/L de cloreto de sodio, pH
7,2) diluida 1:1 em PBS. As formas promastigotas fixadas foram mantidas a 4°C por 24 horas.
Ap0s esse periodo, os parasitos fixados foram centrifugados a 1.000g, 4°C durante 10 minutos, o
sobrenadante desprezado e o sedimento ressuspendido em 10mL de PBS. Apds essa etapa, foi
realizada a contagem do numero de parasitos e a suspensio celular ajustada para 5x10°

promastigotas/mL.

6. Pesquisa de anticorpos 1gG ou subclasses de 1gG anti-promastigotas fixadas de L. (L.)
chagasi (AAPF-1gG e AAPF-subclasses de 1gG).

Os ensaios de citometria de fluxo para o estudo de anticorpos IgG e subclasses de IgG
anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi foram realizados segundo o protocolo descrito por
Rocha et al (2002), adaptado como descrito a seguir: aliquotas de 5S0uL de soro teste diluido em
PBS-3% SFB foram adicionadas em microplacas de 96 pocos de fundo em “U” (Nunc,
Dinamarca). Em seguida, foram adicionados 50pL da suspensdo de parasitas (2,5 x 10°/pogo) e
incubados a 37°C por 30 minutos. Apos a incubagdo, os parasitos foram lavados duas vezes com
150 pL de PBS-3% SFB, por centrifugacao a 1.000g, 4°C, durante 10 minutos e o sobrenadante

desprezado.
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Para a anélise de AAPF-IgG, os parasitos foram reincubados a 37°C durante 30 minutos
ao abrigo da luz, na presencga de 50uL de anticorpo policlonal anti-IgG humano (especifico para
porcao Fc) marcado com isotiocianato de fluoresceina-FITC (Sigma Chemical Corp., St.Luis,
MO), diluido em PBS-3% SFB.

Para anélise de AAPF-suclasses de IgG, os parasitas foram reincubados a 37°C durante 30
minutos ao abrigo da luz, com 50uL de anticorpos anti-subclasses de IgG humano marcados com
biotina (Sigma Chemical Corp., St.Luis, MO), diluidos em PBS-3% SFB. Apoés a incubagdo, os
parasitos foram lavados duas vezes e o sobrenadante desprezado. Na etapa seguinte, os parasitos
foram incubados com 20uL de estreptoavidina conjugada a ficoeritrina - SAPE (Gibco), diluido
1:400 (segundo Rocha et al, 2002) em PBS-3% SFB ¢ incubados a 37°C por 30 minutos ao
abrigo da luz.

Ap0s a incubagdo com anticorpos reveladores, os parasitos foram lavados duas vezes e
fixados com 200uL de solugdo fixadora. As amostras foram mantidas pelo menos por 30
minutos, a 4°C, ao abrigo de luz, at¢ o momento da leitura no citdmetro de fluxo (FACScan-
Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). As leituras no citometro de fluxo foram realizadas no
maximo 24 horas apos a fixacdo. Os dados coletados foram armazenados e analisados
posteriormente.

Para cada ensaio de imunofluorescéncia por citometria de fluxo, foi realizado um controle
interno da reagdo, para avaliar as ligagdes inespecificas do anticorpo secundario. Nesse controle,
os parasitos foram incubados na auséncia de soro humano, porém na presenca do anticorpo
secundario. Em todos os testes foram incluidas amostras de soros controles positivos e negativos
para LV. Nas etapas de padronizacdo da metodologia, foram testadas diferentes diluicdes da
amostra teste (1:200 a 1:204.800 para IgG total, 1:200 a 1:128.000 para IgG1, 1:40 a 1:5120 para
IgG2, IgG3 e IgG4) e do anticorpo secundario (1:1.000 a 1:16.000 para IgG total, 1:2.000 a
1:8.000 para IgGl1, 1:500 a 1:2.000 para IgG2 e IgG4, 1:400 a 1:800 para IgG3). A Tabela 1
mostra os dados referentes aos anticorpos utilizados nos ensaios de imunofluorescéncia,
destacando as diluigdes selecionadas nas etapas de padronizacdo das metodologias AAPF-IgG e

AAPF-subclasses de I1gG, descritas detalhadamente na se¢do de resultados.
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Tabela 1 - Anticorpos utilizados nos ensaios de citometria de fluxo.

Anticorpo Clone  Especificidade Origem Marcacdo Diluicéo de uso
AcP. anti IgG - Fragmento Fc ~ Cabra FITC 1:16.000
AcM. anti I[gG1  8¢/6-39 Fragmento Fc Camundongo Biotina* 1:16.000
AcM. anti [gG2  HP-6014 Fragmento Fc  Camundongo Biotina* 1:400
AcM. anti [gG3  HP-6050 Fragmento Fc  Camundongo Biotina* 1:400
AcM. anti [gG4  HP-6025 Fragmento Fc  Camundongo Biotina* 1:400

AcM. = anticorpo monoclonal; AcP. = anticorpo policlonal.

FITC = isotiocianato de fluoresceina.

*AcM biotinilados foram posteriormente incubados com estreptoavidina-ficoeritrina (SAPE) diluida
1:400 em PBS 3% de SFB, para detecgdo.

7. Aquisicao e andlise dos dados da metodologia de citometria de fluxo.

A citometria de fluxo é uma metodologia que utiliza um sistema Optico eletrénico, que
avalia a emissdo de fluorescéncia ¢ a dispersdo de raios laser incidentes sobre uma célula,
permitindo a analise de trés parametros celulares: tamanho (FSC-Forward Scatter),
granulosidade ou complexidade interna (SSC-Side Scatter) e a emissdo de fluorescéncia. A
aquisicdo dos dados foi realizada no citometro de fluxo FACScan (Becton Dickinson)
empregando o software Cell-Quest. Para cada amostra individual foram adquiridas informagdes
relativas aos parametros, tamanho, granulosidade e intensidade relativa de fluorescéncia de 5.000
parasitos. Nesse estudo foram empregados anticorpos marcados com FITC ou pelo sistema
biotina/SAPE que, quando excitados emitem sinais luminosos distintos, correspondentes as
fluorescéncias do tipol (FL1-fluorescéncia verde) e do tipo 2 (FL2-fluorescéncia laranja),
respectivamente.

A andlise da reatividade de AAPF-IgG e subclasses de IgG foi feita inicialmente pela
selecdo da populagdo celular de interesse (Figura 1A). Por se tratar de uma populagido de pequeno
tamanho (cerca de 5-7um) e de pequena complexidade interna (tripanosomatideos) os ganhos de
tamanho e granulosidade, foram empregados na escala LOG, com valores E00 e 300,
respectivamente, para permitir a identificacdo do parasito em graficos bidimensionais do tipo
FSC (tamanho) versus SSC (granulosidade). As formas promastigotas apresentaram uma

distribuicdo caracteristica e homogénea em graficos de tamanho versus granulosidade, o que
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permitiu o posicionamento de um marcador sobre a regido correspondente a populacdo de
interesse (R1). Utilizando histogramas de intensidade de fluorescéncia em fung¢ao do numero de
parasitos, foi possivel analisar a intensidade de fluorescéncia relativa apresentada pela populagao
selecionada.

Os resultados das analises de fluorescéncia apresentados pelos parasitos, apds incubagao
com soros de pacientes e individuos negativos e os respectivos reagentes fluorocromos, foram
expressos sob a forma de PERCENTUAL DE PARASITOS FLUORESCENTES POSITIVOS
(PPFP) observados para cada amostra individual em relagdo ao controle do conjugado.

Para cada experimento foi estabelecido um limiar de positividade de, no maximo, 2%, em
func¢do da curva de fluorescéncia do tubo controle de ligagao inespecifica do anticorpo secundario
(Figura 1B). Em seguida, empregando-se o mesmo marcador, foram obtidos os valores do
percentual de parasitas fluorescentes positivos (PPFP) para cada amostra individual (Figura 1C e

1D).
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Figura 1 - Representagdo esquematica da seqiiéncia das analises da pesquisa de AAPF-IgG e
AAPF-subclasses de IgG por citometria de fluxo. (A) Sele¢do da populacdo de formas
promastigotas de L. (L.) chagasi, utilizando-se parametros de tamanho e granulosidade. (B)
Histogramas individuais representando o percentual de parasitas fluorescentes (PPFP) obtidos
com controle interno da reagdo, (C) apds a incubagdo com um soro de um individuo ndo
infectado e (D) um soro de um paciente portador de LV. O posicionamento do marcador (M1)
segue sempre o critério de se obter no maximo 2% de PPFP para o controle do conjugado.
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8. Analise estatistica — Teste de Wilcoxon.

Os resultados da reatividade anticorpos anti-formas promastigotas fixadas de L (L.)
chagasi (AAPF-IgG e AAPF-subclasses de IgG) foram submetidos a analise no programa
Minitab (Release 13.20) com o intuito de verificar trés hipoteses: independéncia, normalidade e
variancia dos valores. Uma vez verificado que os grupos de resultados AT, 2m-PT, 6m-PT e
12m-PT ndo obedeciam a, pelo menos, uma dessas hipoteses, os dados foram considerando como
de distribuigdo ndo paramétrica. O teste de Wilcoxon (programa Prism 3.0) ¢ o indicado para o
tratamento estatistico de amostras ndo-paramétricas pareadas. Esse teste foi empregado para
calcular a existéncia de diferencas significativas entre os grupos 2m-PT, 6m-PT e 12m-PT em
relacdo ao grupo AT. As diferengas foram consideradas significativas quando p<0.05. Esse tipo
de abordagem foi utilizado como critério inicial de avaliagdo da aplicabilidade da metodologia

proposta, na monitoracdo de cura pds-tratamento na LV.

9. Andlise do desempenho da metodologia de citometria de fluxo na pesquisa de AAPF-1gG
e AAPF-subclasses de 1gG.

9.1. Definicdo do ponto de corte.

Para a obtengdo dos valores de sensibilidade e especificidade da AAPF-IgG e AAPF-
subclasses de IgG foi necessario a definicdo de ponto de corte, ou seja, um valor que permitisse
classificar os resultados dos testes como positivos e negativos. Dentre os diversos critérios para
se estabelecer um ponto de corte, esta sempre envolvido nesse processo um contrabalango entre a
sensibilidade e especificidade. Tal selecao pode ser até mesmo arbitraria, mas ¢ importante levar-
se em consideracdo na definicdo deste “ponto” os propositos do teste e as implicacdes dos
resultados erroneos, falso-positivos e falso-negativos (Metz 1978, Browner et al. 1988, Fletcher
et al.1989). Para a pesquisa de AAPF-IgG ¢ AAPF-subclasse de IgG o ponto de corte foi

definido através da construgdo da receiver operating characteristic curve - curva ROC.
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9.2. Escolha da diluicdo do soro, através da amplitude de segregacdo das diluicoes

individuais e escolha do ponto de corte.

Um teste diagnostico ideal seria aquele cujo ponto de corte estivesse o mais proximo da
intercessao sensibilidade/especificidade.

O programa estatistico MedCalc Statistical, gera a curva ROC através da comparacio de
dois grupos, e mostra o melhor ponto de corte onde ha uma homogeneidade entre sensibilidade e
especificidade no teste avaliado. Nesse contexto, comparamos valores de PPFP de pacientes antes
do tratamento (AT) com valores de PPFP apos o tratamento para LV (2m-PT, 6m-PT e 12m-PT).

Utilizando uma abordagem de sobreposicao de graficos, os valores de PPFP para os soros
de pacientes positivos para LV (AT) foram comparados com os valores de PPFP desses mesmos
pacientes apds tratamento (2m-PT ou 6m-PT ou 12m-PT), criando assim, um terceiro grafico. A
Figura 2 ilustra a sobreposicdo dos valores de PPFP de um grupo de amostras com elevada
reatividade ao longo da curva de titulagdo e um grupo de amostras com menor reatividade a partir
da diluicao 1:16.000. Foi possivel demonstrar a amplitude de segregacdao entre os grupos
avaliados a partir dessa dilui¢do, bem como selecionar a diluicdo que melhor discriminaria a
reatividade individual entre os soros, apresentando maior amplitude de segregacdo entre os
grupos. Uma vez eleita a diluicdo da amostra a ser empregada na avaliagdo da reatividade
diferencial entre grupos, o proximo passo foi a escolha do melhor ponto de corte, referente aos
valores de reatividade expressos sob a forma de PPFP utilizando como base de calculos, o ponto

de corte oferecido pela curva ROC.
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Figura 2 - Representagdo esquematica da escolha da dilui¢do através da amplitude de segregacao
entre os valores individuais de PPFP de pacientes portadores de LV antes do tratamento (®) e
apos o tratamento (®). As linhas vermelhas representam a amplitude de segregacdo e o retangulo
pontilhado representa a dilui¢ao escolhida.

9.3. Receiver Operating Characteristic Curve - Curva ROC e critérios de selecdo de ponto
de corte

Neste estudo, utilizou-se a Receiver Operating Characteristic Curve, conhecida como
Curva ROC, para a selecdo do melhor ponto de corte para segrega¢do da reatividade de PPFP
bem como a avaliacdo da acurécia global da AAPF-IgG e AAPF-subclasses de IgG. As curvas
foram obtidas utilizando-se o programa MedCalc Statistical.

A curva consiste na representacdo grafica da sensibilidade (verdadeiro-positivo) no eixo
vertical, e o complemento da especificidade (falso-positivo) no eixo horizontal, para diferentes
pontos de corte do teste avaliado (Greiner et al. 1981, Zweig et al.1993, Greiner et al. 2000).
Cada ponto no grafico representa os valores dos referidos indices, em diferentes pontos de corte,
determinando assim a area sob a curva - ASC. A ASC ¢ o indicador de acuracia global do teste.
Quanto maior a ASC, o que significa mais proximo do valor 1, melhor ¢ o desempenho do
método avaliado. Conforme sugere Swets (1988), em funcdo do valor da ASC podemos
classificar o teste avaliado como: sem valor (ASC=0,5), de baixa acuracia (0,5< ASC<0,7), de

moderada acuricia (0,7<ASC<0,9), de elevada acuricia (0,9<ASC<I) e como teste perfeito

(ASC=1).
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A Figura 3 mostra uma curva ROC esquematica, representando dois testes diagndsticos.
A avaliacao da ASC permite concluir que aquela do testel (ASC=0,85) ¢ maior que a do teste 2
(ASC=0,76), o que significa dizer que o teste 1 apresenta melhor desempenho que o teste 2, ou
seja, uma melhor capacidade em discriminar duas populagdes distintas (doentes e ndo doentes).
As setas no grafico, demonstram de forma esquematica o sentido que aumenta a sensibilidade ¢ a
especificidade. Cada ponto do grafico representa os indices sensibilidade e (100-especificidade)
de um ponto de corte estabelecido.

A curva ROC além de indicar a acuracia do teste avaliado, permite identificar com
precisdo, o ponto de corte associado ao menor nimero de resultados erréneos. Segundo
comentam Browner et al. (1988) e Sackett et al. (1991), quando a prevaléncia da doenga no
estudo ¢ de aproximadamente 50%, o valor correspondente ao ponto situado o mais proximo do
angulo superior esquerdo da curva, trata-se do ponto de corte associado a um menor niimero de
resultados falso-positivos e negativos.

Nesse estudo, verificamos que a analise da curva permitiu ainda identifica uma faixa de
valores de pontos de corte onde as varidveis sensibilidade e especificidade mantém-se estaveis.
Assim, com exce¢ao da AAPF-IgG3, foi adotado um critério para a sele¢do do melhor ponto de
corte a ser empregado na interpretacdo dos resultados do teste. Inicialmente foram identificados
os pontos de corte adjacente e subjacente aquele indicado pela curva ROC, que eram
acompanhados de valores inalterados de sensibilidade e especificidade, respectivamente. Em
seguida, foi calculado o valor médio entre os valores minimo ¢ maximo de pontos de corte que
compreendiam uma faixa sem varia¢ao da sensibilidade e especificidade a fim de garantir uma

margem de seguranca pela utilizagdo de um ponto de corte intermediério.
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Figura 3 - Curvas ROC dos testes 1 (linha verde) 2 (linha rosa), construidas a partir dos indices
de desempenho, sensibilidade e (100—especificidade) dos testes avaliados. Os resultados estdo
expressos, pelos pontos dos graficos, que representam os valores dos respectivos indices
determinando assim a area sob a curva (ASC) para o teste 1 (ASC=0,85) e para o teste 2
(ASC=0,76).

9.4. Avaliacdo do desempenho da citometria de fluxo na pesquisa de AAPF-1gG e AAPF-

subclasses de 1gG.

Para avaliar o desempenho da pesquisa de AAPF-IgG e AAPF-subclasses de IgG, por
citometria de fluxo, foram utilizados indices de validade expressos em porcentagem e em chance,
calculados a partir da classificacdo dos resultados em quatro categorias de acordo com pacientes
antes do tratamento (AT) ou pos-tratamento (PT) (Griner et al. 1981, Fletcher et al. 1989, Sackett
et al. 1991, Jaeschke et al. 1994a, Jaeschke et al. 1994b). Tais categorias estdo expressas na
Tabela 2 e foram definidas da seguinte forma: *“verdadeiro-positivo” (VPos) = antes do
tratamento e teste positivo; “falso-positivo™ (FPos) = apds o tratamento e teste positivo; “falso-
negativo” (FNeg) = antes do tratamento ¢ teste negativo e “verdadeiro-negativo” (VNeg) = apos

o tratamento e teste negativo.
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Tabela 2 - Categorias de resultados do teste avaliado em uma populagdo que inclui pacientes AT
(antes do tratamento/portador de LV) e individuos pds- tratamento (PT).

LV
Resultado do teste TOTAL
(AT) (PT)
Positivo VPos (a) FPos (b) (atb)
Teste
avaliado
Negativo FNeg (¢) VNeg (d) (c+d)
TOTAL (atc) (b+d) (atb+ct+d)

Com base nesses fundamentos, tabelas similares foram preenchidas de acordo com o
modelo da Tabela 2 com o nimero de ocorréncias de cada uma das categorias (a, b, c, e d). A
partir dos resultados obtidos, o desempenho dos testes sorologicos, AAPF-IgG e AAPF-
subclasses de IgG, foram avaliados segundo diferentes indices, incluindo: sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo negativo, acurdcia e razdes de
verossimilhanca. Os indices de desempenho foram obtidos utilizando-se o programa estatistico
MedCalc Statistical.

A sensibilidade ¢ calculada pela relagdo a/(a+c) traduzindo, assim, a propor¢ao de pacientes
portadores LV (AT), nos quais o teste, AAPF-IgG ou AAPF-subclasses de IgG, foi positivo. Ja, a
especificidade diz respeito a propor¢ao de individuos pos-tratamento da LV cujo teste ¢ negativo
sendo, portanto, determinada pela relacdo d/(b+d). Cabe aqui ressaltar que a sensibilidade e a
especificidade, ndo sdo afetadas pela variacao da proporcao entre doentes e “ndo-doente” e, assim
sdo consideradas propriedades “estaveis” do teste.

O valor preditivo de um resultado positivo - VPP (ou probabilidade de LV pds-teste
positivo) e o valor preditivo de um resultado negativo - VPN (ou probabilidade da auséncia de
LV poés-teste negativo) denominados de forma simplificada, de valores preditivos positivo e
negativo sdo fornecidos, respectivamente, pelas relagcdes a/(a+b) e d/(c+d) traduzindo, assim, a
propor¢ao de individuos com teste positivo que apresentam LV e a propor¢ao de individuos com
teste negativo que ndo apresentam LV. Os valores preditivos, ao contrario da sensibilidade e

especificidade, sdo definidos a partir do eixo horizontal da tabela, portanto, variam com a
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proporcao entre pacientes positivos para LV e pacientes apds tratamento da LV, sendo entdo,
consideradas propriedades instaveis de um teste.

Uma outra forma de abordagem do desempenho de testes diagndsticos, particularmente
daqueles cujos resultados sdo expressos em escala continua, consiste na determinacdo das razdes
de verossimilhanca (RVs) para diferentes resultados. A RV para um determinado resultado do
teste sorologico ¢ expressa em chance e ¢ definida pela razdo entre propor¢do de um referido
resultado em pacientes antes do tratamento/portadores de LV (AT) em relagdo a proporcao do
mesmo resultado em individuos tratados de LV (2m-PT ou 6m-PT ou 12m-PT). As RVs para um
resultado positivo ou negativo dos testes foram determinadas, respectivamente, pelas relagdes
[a/(a+c)]/ [b/(b+d)] e [c/(atc)])/ [d/(b+d)]. Desta forma, as RVs expressam quantas vezes ¢ mais
provavel (ou menos provavel) se encontrar um determinado resultado do teste, neste estudo
AAPF-IgG ou AAPF-subclasses de IgG, em um paciente antes do tratamento/portador de LV
(AT) em relagdo a um individuo pés-tratamento da LV (PT).

Essa forma de abordagem permite ampliar o espectro de informagdes tuteis em relagdo
aquelas fornecidas pelos indicadores calculados a partir de resultado dicotomico
(positivo/negativo), uma vez que permiti também trabalhar diferentes faixas de valores de
resultados, também definidas por pontos de corte.

A literatura registra que valores acima de 10 praticamente confirmam a presenca de
doenga e valores abaixo de 0,1 praticamente confirmam a auséncia de doen¢a (Jaeschke et. al.,

1994).

9.5. Intervalo de confianca - IC.

Os indices avaliados neste estudo foram expressos com seus respectivos intervalos de
confianga a 95% (ICose,) calculados pelo método do Fleiss Quadratic (Fleiss 1981). Embora os
valores calculados para os diferentes indicadores representem a melhor estimativa do valor real
do indice, este pode corresponder (obviamente com uma probabilidade de 95%) a qualquer outro
valor situado entre os extremos definidos pelo intervalo de confianga a 95%. Além de permitir a
inferéncia do valor do indice, o intervalo de confianca a 95% também fornece informagdo a
respeito da precisdo do valor estimado, que estd relacionado com a amplitude do referido

intervalo, sendo que intervalos mais estreitos correspondem a estimativas mais precisas.
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Resultados

|. Estabelecimento de uma nova metodologia de pesquisa de anticorpos 1gG anti-
promastigotas fixadas de Leishmania (Leishmania) chagasi, por citometria de

fluxo (AAPF-1gG), aplicada a monitoracdo de cura pés-tratamento na LV.

Dentre os topicos abordados na andlise da resposta imune humoral na LV, pode-se citar
aqueles que avaliam o uso das investigagdes soroldgicas na monitoracao de cura da doenga. Os
principais questionamentos enfrentados por pesquisadores em investigagdes sorologicas estdo
baseados nos problemas relacionados a sensibilidade e especificidade dos testes. No que se refere
a especificidade, a reatividade cruzada existente entre soros de hospedeiros infectados com outros
protozodrios, principalmente tripanosomatideos, t€ém sido o centro das atengdes. No ambito da
sensibilidade, encontram-se os estudos que visam a busca de métodos mais sensiveis.

Os métodos soroldgicos de diagnoéstico e monitoragdo de cura, mais amplamente
utilizados na LV, como RIFI e ELISA sdo utilizados por apresentarem uma boa produtividade e
facil operacionalizagdo, entretanto, atribui-se, porém baixa especificidade devido a elevada taxa
de reatividade cruzada entre as diversas espécies de Leishmania e outros tripanosomatideos (Kar
1995). Varios autores procuram superar as limitagdes destas técnicas e o principal desafio tem
sido a busca de uma preparagdo do antigeno ideal para pesquisa de anticorpos anti-Leishmania.

Considerando as aplicabilidades da citometria de fluxo (Martins-Filho et al. 1995,
Cordeiro et al. 2001), sistema metodologico com sensibilidade muito superior aos diferentes
protocolos de deteccdo e revelagcdo convencionais, foi proposto pelo nosso grupo, padronizar uma
metodologia de pesquisa de anticorpos anti-formas promastigotas fixadas (AAPF-IgG) de
Leishmania (L.) chagasi, na busca de uma metodologia alternativa que possa ser utilizada na
monitora¢ao de curana LV.

Para responder a esta questdo realizamos um estudo inicial da influéncia de algumas
varidveis chaves da reagdo antigeno-anticorpo, na busca de evidéncias de reatividade sorologica
diferencial entre soros de pacientes portadores de LV (soros positivos) e individuos nao
infectados (soros negativos). Nesta etapa inicial de padronizacao, a escolha de varidveis como: o
numero de parasitos em suspensdo (5,0 x 10° promastigotas/mL), a temperatura ¢ tempo de
reagao (37°C por 30 minutos), basearam-se nas condigdes descritas por Rocha et al., (2002) para

pesquisa de anticorpos humanos anti- Leishmania (Viannia) braziliensis.
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Inicialmente, no presente estudo, buscou-se identificar a concentragao ideal da mistura de
soros positivos e negativos para LV e a concentragao ideal do anticorpo anti-Fc de IgG humano.
Numa segunda etapa, foi avaliada a influéncia da fase de cultivo das formas promastigotas de
Leishmania (L.) chagasi, visando identificar as condi¢des experimentais que melhor permitissem

distinguir o perfil da reatividade dos soros positivos e negativos para LV.

1. Influéncia da concentracio do soro teste e do anticorpo secundario anti-IgG humano.

A Figura 4 mostra as curvas de titulagdo de AAPF-IgG em mistura de soros de individuos
positivos e negativos para LV, nas diluigdes (1:200 a 1:204.800) apds a incubagao com formas
promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi de 10 dias de cultivo, nas condi¢des previamente
padronizadas por Rocha et al., (2002) para a pesquisa de anticorpos IgG anti-formas
promastigotas vivas de Leishmania (Viannia) braziliensis aplicada ao diagndstico e monitora¢ao
de cura da leishmaniose tegumentar americana.

A revelagdo da ligagdo de anticorpos IgG total a determinantes antigénicos do parasito foi
realizada pela utiliza¢do de anticorpos policlonais anti-Fc de IgG humano conjugado ao FITC em
diferentes concentragdes (1:1.000, 1:2.000 e 1:4.000). A analise dos resultados demonstrou uma
alta reatividade para a mistura dos soros de individuos positivos para LV, em todas as dilui¢des
testadas para o anticorpo secundario. Por outro lado, foi observada uma alta reatividade para a
mistura dos soros de individuos negativos para LV apenas nas primeiras dilui¢des, fato esse
observado para todas as dilui¢des testadas para o anticorpo secundario (Figura 4A).

Visando prosseguir na identificacdo da concentracdo do anticorpo secundario,
posteriormente, foi realizado um segundo teste de padronizacao, utilizando dilui¢cdes dos soros de
1:1.000 a 1:128.000 e preparagdes do anticorpo secundario diluidas de 1:4.000 a 1:16.000. Os
resultados mostraram valores elevados de PPFP para a mistura dos soros de individuos positivos
para LV em todas as dilui¢des testadas para o anticorpo secundario. De forma diferente, os
resultados mostraram valores de PPFP pouco reativos para a mistura dos soros de individuos
negativos para LV em todas as dilui¢des testadas para o anticorpo secundario. Dessa forma, foi
possivel segregar com maior seguranga as misturas de soros positivos e negativos para LV, numa

ampla faixa de dilui¢ao das amostras avaliadas. A partir dos resultados obtidos, foi escolhida a
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diluicao do anticorpo secundario de 1:16.000 ¢ mantendo-se as dilui¢cdes dos soros de 1:1.000 a

1:128.000 (Figura 4B).
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Figura 4 - Curva de titulacdo de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi utilizando
diferentes diluicdes do soro teste e diferentes concentragdes do anticorpo secundario anti-IgG
humano. Os resultados estdo expressos como valores de PPFP para uma mistura de soros
positivos (simbolos cheios) e negativos (simbolos vazados) segundo descrito em Material e
Meétodos. O grafico A representa valores de PPFP de soros positivos e negativos diluidos 1:200 a
1:204.800 contra anticorpo secundario diluido 1:1.000 (e,0); 1:2.000 (¢,0) e 1:4.000 (=, ). O
grafico B representa valores de PPFP de soros diluidos 1:1000 a 1:128.000 contra anticorpo
secundario diluido 1:4.000 (», ); 1:8.000 (¢, ) e 1:16.000 (e,").
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2. Influéncia da fase de crescimento do parasito na AAPF-IgG para os ensaios de

imunofluorescéncia por citometria de fluxo.

Numa outra abordagem foi avaliada a reatividade da AAPF-IgG empregando formas
promastigotas de diferentes fases de crescimento em meio axénico, visando identificar a
preparagao antigénica que melhor permitira distinguir pacientes positivos para LV de individuos
negativos.

A analise da curva de crescimento da Leishmania (L.) chagasi em meio LIT representada
na Figura 5. A avaliagdo da curva de crescimento mostrou que a cepa apresentou um crescimento
da ordem 10" sendo possivel observar uma fase exponencial ou logaritmica (log) com intervalo
de seis dias de cultivo. O crescimento passou a atingir uma fase estaciondria a partir do oitavo dia
de cultivo. Nos experimentos para avaliar a influéncia da fase de crescimento do parasito na
reatividade da AAPF-IgG, foram testados trés momentos da curva de crescimento, incluindo
parasitos em fase exponencial (6° dia), fase estacionaria inicial (8° dia) e fase estaciondria tardia

(10° dia).
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108 L— T T T T T T T T T

Dias de cultivo

Figura 5 — Curva de crescimento de Leishmania (L.) chagasi (PP75) em meio LIT. Inicio de
cultura com 1,0 x 10° promastigotas/mL. Cada ponto representa a média da contagem de
parasitos/mL/dia de duas culturas. As setas indicam a fase exponencial (6° dia), fase estaciondria
inicial (8° dia) e fase estacionaria tardia (10° dia).

A Figura 6 mostra as curvas de titulagdo da AAPF-IgG em misturas de soros de

individuos positivos e individuos negativos para LV, empregando promastigotas em diferentes

dias de cultivo: fase exponencial (6° dia), fase estaciondria inicial (8° dia) e fase estacionaria
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tardia (10° dia). Os resultados demonstraram que promastigotas de 6, 8 ¢ 10 dias de cultivo
apresentaram um perfil de reatividade idéntico, capaz de segregar soros positivos € negativos
para LV, em todas as dilui¢des testadas. Entretanto, apenas no oitavo dia de cultivo foi observado
um perfil de tamanho versus granulosidade homogéneo como observado na Figura 1A. Durante a
fase exponencial (6° dia), a elevada taxa de multiplicacdo celular promoveu uma elevada
heterogeneidade de aspectos morfométricos favorecendo distor¢des no perfil de tamanho e
granulosidade dos parasitos. Da mesma forma, durante a fase estaciondria tardia (10° dia), a alta
taxa de mortalidade, associada ao processo de metaciclogénese, contribuiu para alteragdes no
perfil de tamanho verus granulosidade com elevado grau de “debris” celulares, além da maior
incidéncia de populacao dupla de promastigotas (prociclicas e metaciclicas), respectivamente.
Assim, foi selecionada a utilizacdo de formas promastigotas de fase estacionaria inicial (8°
dia) para todos os experimentos subseqiientes, considerando suas caracteristicas intrinsecas de

aspectos morfométricos e de antigenicidade.
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Figura 6 - Curva de titulagdo de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi utilizando
parasitos em diferentes dias de cultivo. O grafico representa valores de PPFP de uma mistura de
soros positivos (simbolos cheios) e negativos (simbolos vazados) diluidos 1:1.000 a 128.000
contra anticorpo secundario diluido a 1:16.000, utilizando promastigotas de 6 dias (®,0); 8 dias
(®,0) e 10 dias (»,0).
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I1. Aplicabilidade e desempenho da AAPF-1gG na monitoragdo TARDIA de cura

poOs-tratamento na LV.

I1.1. Aplicabilidade da pesquisa de AAPF-IgG, na monitoracdo TARDIA de cura

poOs-tratamento na LV.

Depois de concluida a etapa de padronizagdo da pesquisa de AAPF-IgG, foram
conduzidos os estudos soroldgicos para a andlise da aplicabilidade e do desempenho da
metodologia proposta para a monitoracdo de cura pos-tratamento na LV. Considerando que o
padrao ouro de cura pos-terapéutica na LV, consiste de auséncia de sinais e sintomas clinicos aos
12 meses pos-tratamento, inicialmente, foi avaliada a aplicabilidade da metodologia proposta
para detectar padrdo de reatividade diferencial entre pacientes portadores de LV, ndo tratados,
daquele observado para individuos clinicamente curados 12 meses apos tratamento etiologico da

LV, aqui denominado monitoracao tardia de cura pds-tratamento na LV.

1. Reatividade média da AAPF-IgG de L. (L.) chagasi, antes do tratamento (AT) e doze
meses pos-tratamento (12m-PT) da LV.

A Figura 7 mostra os resultados da pesquisa de AAPF-IgG, expressos como média dos
valores de PPFP e seus respectivos desvios-padrdes, para amostras de soros individuais dos
grupos de pacientes antes do tratamento (AT) e individuos clinicamente curados doze meses apds
o tratamento (12m-PT), em diferentes dilui¢des da amostra (1:1.000 a 1:128.000). Os resultados
demonstraram diferenca significativa entre os valores de PPFP das amostras de soros dos

pacientes AT e 12m-PT em todas as dilui¢des testadas.
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Figura 7 - Curva de titulagdo de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em soros de
pacientes antes do tratamento (©) e doze meses apos o tratamento (¢). Os resultados estdo
expressos como médias de PPFP com os respectivos desvios-padroes. Apos andlise estatistica, foi
possivel demonstrar diferenca significativa em todas as diluigdes; p<0,05 (*).

Embora esse tipo de abordagem estatistica apresenta-se como importante instrumento para
identificar diferencas no perfil de reatividade entre grupos de individuos, na rotina de um
laboratorio clinico, esse tipo de abordagem possui utilizagdo restrita uma vez que ndo se aplica na
avaliacdao individual de amostras de soros. Dessa forma, torna-se necessaria a utilizagdo de
métodos estatisticos apropriados para a determinacdo da reatividade diferencial, em nivel
individual. O primeiro passo para essa nova abordagem, consiste na identificagdo da diluigao
ideal para as amostras de soros a ser utilizada na interpretacdo dos resultados do ensaio

sorologico.

2. Reatividade de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi, em soros individuais,

antes do tratamento (AT) e doze meses poés-tratamento (12m-PT) da LV.

A Figura 8 mostra os resultados da pesquisa de AAPF-IgG de L. (L.) chagasi, expressos
em valores de PPFP, das amostras dos soros individuais de pacientes antes do tratamento (AT)
(Gréafico 8A), e individuos clinicamente curados doze meses pos-tratamento (12m-PT) (Grafico
8B). Empregando-se uma abordagem de sobreposi¢ao dos graficos A (AT) e B (12m-PT), criou-
se dessa forma um terceiro grafico C, foi possivel demonstrar a amplitude de segregacao da

reatividade de IgG entre os grupos AT e 12m-PT (tragos vermelhos). Com base na magnitude da
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segregacao entre os grupos AT e 12m-PT, foi identificada a diluicdo do soro de 1:32.000 como a

ideal para discriminar os grupos avaliados.
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Figura 8 - Curvas de titulagao de IgG anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais
de pacientes antes do tratamento (©) e doze meses apds o tratamento (®), graficos A e B,
respectivamente. O grafico C representa a sobreposicdo dos graficos A e B e os tragos em
vermelho referem-se as amplitudes de segregacdo dos grupos avaliados. O retangulo pontilhado
destaca a diluicdo referente a maior amplitude de segregacdo. Os resultados da reatividade de
cada grupo estdo expressos como valores individuais de PPFP.

I1.2. Desempenho da AAPF-IgG na monitoracdo TARDIA de cura pés-tratamento

na LV, através de indices expressos em percentual e em chances.

Ap6s a conclusdo da performance da pesquisa de AAPF-IgG nas amostras de soros
individuais de pacientes AT e 12m-PT, o proximo passo foi avaliar o desempenho da

metodologia. Para tal, foram construidas as curvas ROC e calculados os indices de avaliacao de
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desempenho do teste, expressos em porcentagem e em chance, conforme descrito em Material e

Métodos.

1. Estudo da Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG em soros de pacientes antes (AT) e

doze meses pos-tratamento (12m-PT) da LV.

A curva ROC da AAPF-IgG aplicada em soros de pacientes antes (AT) e doze meses pOs-
tratamento (12m-PT) da LV est4 representada na Figura 9. O estudo da curva ROC sugeriu que
na dilui¢do do soro 1:32.000 o ponto de corte (PC) para a segregacao dos grupos AT e 12m-PT
estaria compreendido numa faixa de 26% a 90% sem variagdo na sensibilidade (100%) e
especificidade (100%). Para a avaliacdo do desempenho do teste foi considerado o ponto de corte
de 50% de PPFP, a fim de obter uma margem de seguranc¢a entre 0 PC minimo e PC maximo.

A andlise dos resultados da curva ROC demonstrou ainda que o valor da ASC da AAPF-
IgG aplicada em soros de pacientes antes (AT) e doze meses pos-tratamento (12m-PT) da LV foi
de 1,0 (IC95,=91,3-100,0). Conforme a classificagdo sugerida por Swets (1988), o valor de ASC

de 1,0 indica uma acurdcia perfeita da metodologia.
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Figura 9 - Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG, construida a partir dos indices de desempenho,
sensibilidade e (100-especificidade) do teste aplicado em soros de pacientes antes (AT) e doze
meses pos-tratamento (12m-PT) da LV. Os resultados estao expressos sob a forma dos referidos
indices calculados em diferentes pontos de corte (PC) para a reatividade de PPFP, determinando
assim a area sob a curva (ASC=1,0). A seta representa a faixa de melhor ponto de corte sugerido
pela curva ROC (PPFP=26% a 90%), para a avalia¢do de cura doze meses pos-tratamento.

38



Resultados

2. Desempenho da AAPF-IgG, segundo indices expressos em porcentagem.

Os resultados de PPFP para as amostras individuais dos soros de pacientes AT e 12m-PT,
testadas na diluicdo de 1:32.000, foram analisados com o objetivo de avaliar o desempenho da
metodologia na monitoracdo tardia de cura na LV. A Figura 10 mostra a reatividade de soros
individuais dos grupos de pacientes AT e 12m-PT. Empregando-se o do ponto de corte de 50%
de PPFP, foi possivel demonstrar que a pesquisa de AAPF-IgG permite discriminar pacientes
antes do tratamento de individuos curados doze meses apds o tratamento da LV. Identificando os
pacientes como negativos aos doze meses apos o tratamento, a pesquisa de AAPF-IgG apresentou

100% de sensibilidade e 100% de especificidade.
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Figura 10 - Reatividade de IgG anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais de
pacientes AT(*) e 12m-PT(®), na dilui¢ao 1:32.000. O resultado da reatividade de IgG para cada
amostra individual estd expresso como valores de PPFP, empregando-se como ponto de corte o
valor de 50% (linha pontilhada) entre resultados positivos (PPFP>50%) e valores negativos
(PPFP<50%). Os resultados mostram a sensibilidade (100%) e especificidade (100%) da AAPF-
IgG aplicada em soros de pacientes AT e 12m-PT.
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3. indices de desempenho da AAPF-IgG.

Os resultados da pesquisa de AAPF-IgG aplicada a pacientes portadores de LV antes do
tratamento e individuos curados doze meses apos o tratamento foram classificados em quatro
categorias: verdadeiro positivo (VPos), falso positivo (FPos), verdadeiro negativo (VNeg) e falso

negativo (FNeg) como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Categorias de resultados da AAPF-IgG (VPos, FPos, FNeg ¢ VNeg) para pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT) e individuos curados doze meses apds o tratamento
(12m-PT).

LV
Resultado do teste TOTAL
Positivo (>50%PPFP) | VPos =21 FPos =0 21
AAPF-IgG
Negativo (<50%PPFP) | FNeg=0 | VNeg=20 20
TOTAL 21 20 41

A Tabela 4 resume as informacdes referentes aos indices de desempenho da AAPF-IgG,
com os seus respectivos intervalos de confianca a 95%. A pesquisa de AAPF-IgG empregada na
monitoragdo de cura apds 12 meses de tratamento demonstrou sensibilidade, especificidade,
valores preditivos positivo e negativo e acuracia 100%. A andlise dos indices de desempenho
mostrou que a AAPF-IgG apresentou um 6timo desempenho na monitoragao tardia de cura pos-

tratamento na LV.
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Tabela 4 - Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e
acuracia da pesquisa de AAPF-IgG, com seus respectivos intervalos de confianga a 95%.

indices AAPF-1gG-

Valores - %

Sensibilidade 100 (84,5-100)
Especificidade 100 (83,9-100)
VPP 100 (84,5-100)
VPN 100 (83,9-100)
Acuriacia 100 (91,3-100)

Os valores dentro dos parénteses significam IC 95%

4. Razao de Verossimilhanca da AAPF-IgG, segundo indices expressos em chance.

Para complementagdo dos indices de desempenho do método, foram avaliadas as razdes
de verossimilhanga (RVs) para as faixas de valores de PPFP estabelecidas na pesquisa de AAPF-
IgG. A RV para o resultado positivo da AAPF-IgG (PPFP>50%) foi >10 e para o resultado
negativo (PPFP<50%) foi de 0,0. Isto significa que o valor de PPFP>50% confirma a presenca de
LV antes do tratamento. Por outro lado, valores iguais ou inferiores a 50% de PPFP apresentam
uma chance nula (0,0) de advir de um paciente portador de LV. A anélise das RVs confirmou o
elevado desempenho do método avaliado através de indicadores expressos em chance,
PPFP>50% contribuem para a confirmagdo de pacientes antes do tratamento e valores de

PPFP<50% excluem pacientes antes do tratamento de LV (Tabela 5).
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Tabela 5 - Razoes de verossimilhanga (RVs) da AAPF-IgG, na dilui¢ao do soro 1:32.000 e ponto
de corte 50%, na avaliagdo de pacientes doze meses ap0s o tratamento.

AAPF-1gG - RVs
>50 >10%
<50 0,0%*

*RV que contribui para confirmagdo de portadores de LV.
**RV que praticamente exclui a presenca de LV.
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I11. Avaliacdo comparativa da AAPF-1gG e do ensaio imunoenzimatico (ELISA)
aplicados a monitoracdo TARDIA de cura pos-tratamento na LV atraves de

indices expressos em percentual.

Com o objetivo de avaliar comparativamente a pesquisa de AAPF-IgG e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA) na monitoracdo de cura da LV, foram avaliados paralelamente os
desempenhos das duas metodologias. Para tal, foram calculados os indices de desempenho
expressos em porcentagem.

A Figura 11 mostra os resultados da reatividade de IgG detectados por ELISA dos soros
de paciente antes do tratamento (AT) e doze meses apds o tratamento (12m-PT). A analise dos
dados demonstrou que a ELISA foi capaz de identificar como positivas todas as amostras testadas
antes do tratamento, qualificando o método com 100% de sensibilidade. Entretanto, quando
aplicada na pesquisa sorolégica de individuos curados doze meses apds o tratamento, a ELISA
permitiu identificar somente 18 amostras como negativas, demonstrando assim, uma

especificidade de 85,7% quando aplicada na monitoragdo de cura da LV.
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Figura 11 — Reatividade de IgG anti-antigeno soluvel de L. (L.) chagasi por ELISA, em soros
individuais de pacientes antes do tratamento () e doze meses apds o tratamento (¢). O resultado
da reatividade de IgG para cada amostra individual estd expresso como densidade oOtica,
empregando o valor de 0,440 (linha pontilhada) como ponto de corte entre resultados positivos e
negativos. Os resultados mostram a sensibilidade (100%) e especificidade (85,7%) da ELISA
aplicada em soros de pacientes AT e 12m-PT.
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A Tabela 6 resume as informacdes referentes a avaliagdo comparativa da AAPF-IgG e do
ensaio imunoenzimatico (ELISA) aplicados a monitoragdo tardia de cura pos-tratamento da LV
através de indices expressos em percentual, com seus respectivos intervalos de confianca a 95%.
Os resultados mostram o ganho relativo da AAPF-IgG em relagdo a ELISA, expresso em
porcentagem. Na andlise de desempenho observa-se que a AAPF-IgG apresentou ganho real

(superior a 10%) nos indices especificidade e VPP em relacdo a ELISA.

Tabela 6 - Indices de desempenho da ELISA e da pesquisa de AAPF-IgG na monitoragdo de
cura 12 meses apods o tratamento da LV.

Indices AAPF-IgG ELISA
Valores - % Valores -% Ganho -%
Sensibilidade 100 (84,5-100) 100 (84,5-100) 00,0
Especificidade 100 (83,9-100) 85,7 (65,4-95) 14,3
VPP 100 (84,5-100) 87,5 (69,0-95) 12,5
VPN 100 (83,9-100) 100 (82,4-100) 00,0
Acuracia 100 (91,3-100) 99,5 (90,7-100) 01,5

Os valores dentro dos parénteses significam IC 95%. Em vermelho estdo destacados os ganhos
considerados reais (superiores a 10%)
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IV. Aplicabilidade e desempenho da AAPF-IgG na monitoracdo PRECOCE de

cura pos-tratamento na LV.

IV.1. Aplicabilidade da pesquisa de AAPF-IgG, na monitoracdo PRECOCE de

cura pos-tratamento na LV.

Apos a analise dos resultados da AAPF-IgG de L. (L.) chagasi em relagdo a ELISA foi
possivel demonstrar que devido ao seu desempenho elevado, essa metodologia poderia ser uma
ferramenta sorologica adicional na monitoracao tardia de cura pos-terapéutica na LV.

Aqui, cabe ressaltar que um método laboratorial que realmente apresentasse valor na
monitoragdo de cura pos-teraputica na LV seria aquele que proporcionasse uma predi¢cdo
precoce de cura, uma vez que, o critério de cura clinico ja contempla o pardmetro tardio de cura
pos-terapéutica aos doze meses apos o tratamento.

Assim, foi de interesse avaliar a pesquisa de IgG na monitoracao precoce de cura em
individuos clinicamente curado apds tratamento etiologico eficaz. O acompanhamento sorologico
foi realizado aos dois meses e seis meses apds o tratamento, utilizando o mesmo critério adotado
na pesquisa da AAPF-IgG para monitoragao tardia. Os resultados foram avaliados na diluicdo do
soro de 1:32.000 e ponto de corte de 50% de PPFP como ponto de corte para a segregagdo de

resultados positivos e negativos.

1. Reatividade da pesquisa de AAPF-IgG de L. (L.) chagasi em soro individuais de pacientes

dois meses pos-tratamento (2m-PT) e seis meses pos-tratamento (6m-PT).

A Figura 12 mostra os resultados da AAPF-IgG de L. (L.) chagasi, expressos em valores
de PPFP, das amostras dos soros individuais de pacientes 2m-PT (Grafico 12A) e 6m-PT
(Grafico 12B). O estudo das amostras individuais demonstrou uma elevada reatividade de IgG ao
longo da curva de titulagdo dos soros de pacientes 2m-PT. A curva de titulacdo das amostras de
soros de pacientes 6m-PT revelou um padrdo variado de reatividade, com maior numero de
amostras apresentando baixa reatividade. Os valores de PPFP avaliados na dilui¢do do soro de

1:32.000 para as amostras testadas 2m-PT nao apresentou aplicabilidade na monitoragao precoce
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de cura, uma vez que, apenas 1 paciente apresentou valor de PPFP abaixo do ponto de corte de
50%, qualificando o método com uma especificidade de 4,8%. Por outro lado, um elevado
nimero de amostras de soro de pacientes 6m-PT apresentou baixa reatividade, demonstrando a
aplicabilidade da AAPF-IgG quando aplicada aos seis meses pos-tratamento da LV.

Dessa forma, a seguir foi avaliado o desempenho apenas da AAPF-IgG aplicada apenas

em amostras de soro obtidas de pacientes 6m-PT.
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Figura 12 - Curvas de titulagdo de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em soros
individuais de pacientes 2m-PT (¢) e 6m-PT (®), graficos A e B, respectivamente. Os resultados
da reatividade de cada grupo estdo expressos como valores individuais de PPFP. O ponto de corte
utilizado foi de 50% de PPFP e a diluicdo de 1:32.000 (pontilhado no grafico), baseando-se nos
critérios adotados para a monitoragado tardia de curana LV.

IV.2. Desempenho da AAPF-IgG na monitoragio PRECOCE de cura poés-

tratamento na LV, atraves de indices expressos em percentual e em chances.

1. Estudo da Curva ROC da AAPF-IgG em soros de pacientes antes (AT) e seis meses pos-
tratamento (6m-PT) da LV.

A curva ROC da AAPF-IgG aplicada em soros de pacientes antes (AT) e seis meses pos-
tratamento (6m-PT) da LV estd representada na Figura 13. Apds a obtencao dos resultados

individuais dos valores de PPFP da AAPF-IgG aos seis meses pds-tratamento na diluicdo do soro
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1:32.000, os valores para os grupos AT e 6m-PT foram trabalhados no ponto de corte de PPFP de
50%, a fim de construir a curva ROC do teste utilizando-se o programa estatistico MedCalc
Statistical. A andlise do resultado demonstrou que o valor da é4rea sob a curva da AAPF-IgG foi
de 0,99 (I1C95%,=90,2-100,0). Conforme a classificacdo sugerida por Swets (1988), o valor de ASC

de 0,99 apresentado pela AAPF-IgG indica uma acuracia elevada da metodologia.
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Figura 13 - Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG, construida a partir dos indices de
desempenho, sensibilidade e (100-especificidade) do teste aplicado em soros de pacientes antes
(AT) e seis meses pds-tratamento (6m-PT) da LV. Os resultados estdo expressos sob a forma dos
referidos indices calculados em diferentes pontos de corte (PC) para a reatividade de PPFP,
determinando assim a area sob a curva (ASC=0,99), utilizando-se o critério de PC de 50% de
PPFP.

2. Desempenho da AAPF-IgG, segundo indices expressos em porcentagem.

Os resultados de PPFP para as amostras individuais dos soros de pacientes AT e 6m-PT,
obtidos na diluicdo 1:32.000, foram analisados com o objetivo de avaliar o desempenho da
metodologia na monitora¢do precoce de cura na LV. A Figura 14 mostra a reatividade de soros
individuais dos grupos de pacientes AT e 6m-PT. Empregando o ponto de corte de 50% de PPFP,
foi possivel demonstrar que a pesquisa de AAPF-IgG permitiu discriminar a reatividade de
amostras obtidas de pacientes antes do tratamento daquela observada para amostras de individuos

6m-PT. Os resultados permitiram identificar 71,4% (15/21) dos pacientes com valores de PPFP
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restritos a uma regido de resultados negativos, demonstrando o bom desempenho da metodologia

na monitoracao de cura precoce quando aplicada aos 6m-PT.
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Figura 14 - Reatividade de IgG anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais de
pacientes AT(*) e 6m-PT(®), na diluicao 1:32.000. Os resultados da reatividade de IgG para cada
amostra individual estd expresso como valores de PPFP, empregando-se como ponto de corte o
valor de 50% (linha pontilhada) entre resultados positivos (PPFP>50%) e negativos
(PPFP<50%). Os resultados mostram a sensibilidade de 100% e especificidade de 71,4% em soro
de pacientes AT e 6m-PT, respectivamente.

3. indices de desempenho da AAPF-IgG.

Os resultados da pesquisa de AAPF-IgG aplicada a pacientes portadores de LV antes do
tratamento e seis meses apos o tratamento foram classificados em quatro categorias: verdadeiro
positivo (VPos), falso positivo (FPos), verdadeiro negativo (VNeg) e falso negativo (FNeg) como

demonstrado na Tabela 7.

Tabela 7 - Categorias de resultados da AAPF-IgG (VPos, FPos, FNeg e VNeg) em pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT) e seis meses apos o tratamento (6m-PT).

LV
Resultado do teste TOTAL
(6m-PT)
Positivo (>50%PPFP) | VPos=21 | FPos=6 27
AAPF-IgG
Negativo (<50%PPFP) | FNeg=0 | VNeg=15 15
TOTAL 21 21 42
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Tabela 8 resume as informagdes referentes aos indices de desempenho da AAPF-IgG,
com os seus respectivos intervalos de confianca a 95%. A pesquisa de AAPF-IgG empregada na
monitoracdo de cura apods seis meses de tratamento demonstrou sensibilidade de 100%,
especificidade de 71,4%, valor preditivo positivo 77,8%, valor preditivo negativo de 100% e
acuracia de 99%. A analise dos indices de desempenho mostrou que a AAPF-IgG apresentou um

bom desempenho na monitoragao precoce de cura pos-tratamento na LV.

Tabela 8- Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e
acurdcia da pesquisa da AAPF-IgG, com seus respectivos intervalos de confianca a 95% na
avaliacdo de pacientes seis meses pOs-tratamento (6m-PT).

Indices AAPF-IgG — 6m-PT

Valores - %

Sensibilidade 100 (84,5-100)
Especificidade 71,4 (50,0-86,2)
VPP 77,8 (59,2-89,4)
VPN 100 (79,6-100)
Acuracia 99,0 (90,2-100)

Os valores dentro dos parénteses significam IC 95%

4. Razao de Verossimilhanca da AAPF-IgG, segundo indices expressos em chance.

Para complementacdo dos indices de desempenho do método, foram avaliadas as razdes
de verossimilhanga (RVs). A RV para o resultado positivo da AAPF-IgG (PPFP>50%) foi 3,5 ¢
para o resultado negativo (PPFP<50%) foi de 0,0. Isto significa que o valor de PPFP>50% ¢
cerca de 3,5 vezes mais provavel de ser observado em um paciente com LV antes do tratamento
em relagdo a um paciente ap0s o tratamento. Por outro lado, valores iguais ou inferiores a 50% de
PPFP apresentam uma chance nula (0,0) de advir de um paciente portador de LV. A andlise das
RVs da AAPF-IgG confirmou o bom desempenho do método para a exclusdo da presenca de

doenca em pacientes que apresentem PPFP<50% (Tabela 9).
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Tabela 9 - Razoes de verossimilhanga (RVs) da AAPF-IgG, na dilui¢ao do soro 1:32.000 e ponto
de corte 50%, na avaliagdo de pacientes seis meses pOs-tratamento.

AAPF-IgG - 6m-PT (RVs)
>50 3,5
<50 0,0%*

**RV que praticamente exclui a presenga de LV.
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V. Padronizacdo da metodologia para a pesquisa de subclassses de IgG anti-
promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi (AAPF-subclasses de 1gG), aplicada a

monitoracdo de cura pés-tratamento na LV.

A andlise dos indices de desempenho permitiu qualificar a AAPF-IgG como uma
metodologia de bom desempenho aplicavel na monitoracao precoce de cura na LV aos 6m-PT.

Visando aprimorar o desempenho da metodologia na monitoragdo de cura pds-tratamento
na LV, principalmente na monitoragao precoce de cura aos dois meses pos-tratamento, o préximo
passo consistiu no estabelecimento de uma metodologia de pesquisa de subclasses de IgG anti-
formas promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi, a qual poderia representar um importante avango
na busca de uma maior especificidade do método.

Para tal, foi proposto um estudo detalhado para avaliar a utilidade da AAPF-subclasses de
IgG para identificar reatividade diferencial das amostras de soro de pacientes inicialmente
analisadas pela AAPF-IgG. Assim para a pesquisa de subclasses de IgG foram conduzidas
inicialmente todas as etapas de padronizagdo aplicadas para AAPF-IgG, exceto a andlise da
influéncia do dia de cultivo do parasito, varidvel considerada otimizada para qualquer modalidade
da AAPF.

Numa etapa subseqiiente, a AAFP-subclasses de IgG foi aplicada em amostras antes do
tratamento (AT), dois meses (2m-PT), seis meses (6m-PT) e doze meses poOs-tratamento (12m-

PT).

1. Influéncia da concentracio do soro e do anticorpo secundario na pesquisa da AAPF-

subclasses de IgG.

Para analise da reatividade de subclasses de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.)
chagasi foram empregadas dilui¢des seriadas de misturas de soros positivos para LV antes do
tratamento (AT) e misturas de soros negativos para LV.

A revelagdo da ligagdo das subclasses de anticorpos IgG a determinantes antigénicos do

parasito foi realizada pela utilizagdo de anticorpos monoclonais anti-subclasses de IgG humano,
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conjugados com biotina em diferentes concentracdes, seguida pela incubacdo com
estreptoavidina marcada com PE (SAPE) (Figura 15).

Para a pesquisa de AAPF-IgG1 (Gréfico 15A) foram utilizadas diluigdes das misturas dos
soros de 1.000 a 128.000 e preparagdes do anticorpo secundario diluidas de 1:2.000 a 1:8.000. As
curvas de titulagdo de IgG1 demonstraram valores elevados de PPFP para o grupo AT em todas
as diluigdes testadas para o anticorpo secundario e baixa reatividade para a mistura de soros
negativos para LV.

Para a pesquisa de AAPF-IgG2 (Grafico 15B) e AAPF-IgG4 (Grafico 15D), foram
testadas dilui¢des dos soros de 1:40 a 1:5.120 e preparagdes dos anticorpos secundarios diluidos
de 1:500 a 1:2.000. Durante os experimentos de padronizagdo, os resultados demonstraram
auséncia de reatividade para as subclasses 1gG2 e IgG4. Assim, a AAPF-IgG2 e AAPF-IgG4 nao
foram incluidas nesse estudo.

Para a AAPF-IgG3 (Grafico 15C) foram testadas dilui¢des dos soros de 1:40 a 1:5.120 e
preparagdes do anticorpo secundario diluidas de 1:400 a 1:800. Os resultados de 1gGG3 mostraram
valores elevados de PPFP para a mistura de soros de individuos positivos para LV em relag¢do aos
soros de individuos negativos para LV.

Com base nesses dados, continuamos a analise da aplicabilidade da AAPF-subclasses de
IgG avaliando apenas IgGl e IgG3, utilizando a dilui¢do do soro de 1:1.000 a 128.000 e
concentragdo do anticorpo secundario a 1:16.000 na pesquisa de IgG1 e a diluicdo do soro de
1:40 a 1:5.120 e a concentragdo do anticorpo secundario a 1:400 para a avaliacdo da reatividade

de 1gG3.

52



Resultados

120 lgG1 1207 IgG2
A B

100{ e—e o o o o o 100 A

80 80 -

60 60 -

40 40 -

204 204
E o ?\\\\<L4— e o B o 0+—0——0——0——C—0—0—0—0—
o Q [=}

o o o © o o o o OOwOOwOO
T 8 8 8 8 8 8 8 8 S o2 a8 & &8 8 9
s &5 d &§ © ¢ o g 9 = «~ »
» HMQH
o
° IgG4
< 120 1gG3 120 9
> C D

100 100
80 80
60 60
40 40
20 20
0 T T 0— T ——
2 o 8§ o o 8 o o Q2 29 9 o o o 9 9
e 5 8 g &8 g 9 o 8 § 3 & 8 3
A N T - « 8
Inverso da dilui¢do do soro

Figura 15 - Curva de titulacdo de subclasses de IgG anti-promastigotas fixadas de L. (L.)
chagasi. As misturas de soros positivos (AT) estdo representadas como simbolos cheios e as
misturas de soros negativos estdo representados como simbolos vazados. O grafico A representa
valores de PPFP de soros diluidos 1:1.000 a 1:128.000 contra anticorpo IgG1 diluido 1:2.000
(0,0); 1:4.000 (=, ) e 1:8.000 (=, ). O grafico B representa valores de PPFP para as dilui¢des dos
soros 1:40 a 1:5.120 e dilui¢des do anticorpo IgG2 1:500 (#,©); 1:1.000 (*,~) e 1:2.000 (¢,~). O
grafico C, representa valores de PPFP para as dilui¢des dos soros 1:40 a 1:5120 e diluigdes do
anticorpo IgG3 1:400 (a,2) e 1:800 (4,"). O grafico D representa valores de PPFP para as
diluicoes dos soros 1:40 a 1:5.120 e dilui¢gdes do anticorpo IgG4 1:500 (m,0); 1:1.000 (m,7) e
1:2.000 (=,).
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VI. Aplicabilidade e desempenho da AAPF-subclasses de IgG na monitoracdo

TARDIA de cura pés-tratamento na LV.

VI. 1. Aplicabilidade da AAPF-subclasses de 1gG na monitoracdo TARDIA de cura

poOs-tratamento na LV.

Apods conclusdo da etapa de padronizacio da AAPF-IgG-subclasses de IgG, foram
conduzidos os estudos soroldgicos para a andlise da aplicabilidade e do desempenho da
metodologia proposta para a monitoracdo de cura pos-tratamento na LV. Considerando que o
padrao ouro de cura pos-terapéutica na LV, consiste de auséncia de sinais e sintomas clinicos aos
12 meses pos-tratamento, inicialmente, foi avaliada a aplicabilidade da metodologia proposta
para detectar padrdo de reatividade diferencial entre pacientes portadores de LV, ndo tratados,
daquele observado para individuos clinicamente curados 12 meses apos tratamento etiologico da
LV, aqui denominado monitoragdo tardia de cura pos-tratamento na LV. Nesse contexto foi
adotada a mesma seqiiéncia de passos utilizada para a avaliacdo da aplicabilidade da AAPF-IgG,
para identificagdo da melhor dilui¢do do soro e do ponto de corte ideal para segregacdo dos

grupos clinicos.

1. Reatividade média da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 de L. (L.) chagasi, antes do tratamento
(AT) e doze meses pos-tratamento (12m-PT) da LV.

A Figura 16 mostra os resultados da pesquisa de AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3, expressos
como média dos valores de PPFP e seus respectivos desvios-padrdes, para amostras de soros
individuais dos grupos de pacientes antes do tratamento (AT) e doze meses apds o tratamento
(12m-PT), em diferentes diluigdes da amostra. Os resultados demonstraram diferenca
significativa entre os valores de PPFP das amostras de soros dos pacientes AT e 12m-PT em

todas as dilui¢Oes testadas.
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Figura 16 - Curva de titulagdo de IgGl (A) e IgG3 (B) anti-promastigotas fixadas de L. (L.)
chagasi em soro de pacientes AT (v) ¢ doze meses pos-tratamento (). Os resultados estdo
expressos como médias de PPFP com os respectivos desvios-padrdes. Apos analise estatistica, foi
possivel demonstrar diferenga significativa em todas as diluigdes; p<0,05 (*).

Embora esse tipo de abordagem estatistica apresenta-se como importante instrumento para
identificar diferencas no perfil de reatividade entre grupos de individuos, na rotina de um
laboratorio clinico, esse tipo de abordagem possui utilizagdo restrita uma vez que ndo se aplica na
avaliacao individual de amostras de soros. Dessa forma, torna-se necessaria a utilizacao de
métodos estatisticos apropriados para a determinacdo da reatividade diferencial, em nivel
individual. O primeiro passo para essa nova abordagem, consiste na identificacdo da dilui¢do

ideal para as amostras de soros a ser utilizada na interpretacdo dos resultados do ensaio

sorologico.

2. Reatividade de IgG1 e IgG3 anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi, em soros

individuais, antes do tratamento (AT) e doze meses pos-tratamento (12m-PT) da LV.

A Figura 17 mostra os resultados da pesquisa de AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 de L. (L.)
chagasi, expressos em valores de PPFP, das amostras dos soros individuais de pacientes antes do
tratamento (AT) e individuos clinicamente curados doze meses pds-tratamento (12m-PT).

Para a pesquisa de AAPF-IgG1 empregando-se a abordagem de sobreposi¢ao dos graficos

de amostras de soros de pacientes individuais antes do tratamento (Grafico 17A) e de amostras de
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soros de individuos clinicamente curados doze meses apos o tratamento (Grafico 17B), criando
um terceiro grafico C, foi possivel demonstrar a amplitude de segregagao da reatividade de IgG1
entre os dois grupos AT e 12m-PT (tragos vermelhos). Com base na segregacdo entre os grupos,
foi identificada a dilui¢ao do soro de 1:128.000 como a ideal para discriminar os grupos AT (A) e
12m-PT (B).

Para a pesquisa de AAPF-IgG3 foi empregada a mesma estratégia de sobreposicao dos
graficos. Através da sobreposicdo dos graficos de amostras de soros de pacientes antes do
tratamento (Grafico 17D) e individuos clinicamente curados doze meses apds o tratamento
(Grafico 17E), foi construido o grafico F. Visando preservar ao méaximo a sensibilidade da
metodologia, foi identificada como a melhor diluigdo aquela que detectou o maior nimero de
pacientes antes do tratamento com valores mais elevados de PPFP. Em vista disso, foi

selecionada a diluicao de 1:40 como a diluicdo ideal para discriminar pacientes AT (D) e 12m-PT

(E).
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Figura 17 - Curva de titulacdo de IgGle IgG3 anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em
soros individuais de pacientes antes do tratamento (©) e doze meses pds-tratamento (¢). Os
graficos A e B foram sobrepostos para uma melhor visualizacdo da segregacao entre as dilui¢des
AT e 12m-PT na pesquisa de IgG1 (C). Os graficos D e E foram sobrepostos para uma melhor
visualizacdo da segregacdo entre as dilui¢des AT e 12m-PT na pesquisa de 1gG3 (F). Os tragos
em vermelho referem-se as amplitudes de segrega¢do dos grupos avaliados. O retangulo
pontilhado destaca a diluig¢do referente a maior amplitude de segregacdo e diluicdo escolhida.
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VI.2. Desempenho da AAPF-subclasses de 1gG na monitoracdo TARDIA de cura

poOs-tratamento na LV, através de indices expressos em percentual e em chances.

Uma vez identificada a aplicabilidade da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 para a segregacao
das amostras de soros individuais de pacientes AT e 12m-PT, o proximo passo foi avaliar o
desempenho da metodologia. Para tal, foram construidas as curvas ROC e calculados os indices

de avaliagdao de desempenho do teste, expressos em porcentagem ¢ em chance.

1. Estudo da Curva ROC da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 em soros de pacientes antes (AT) e
doze meses pos-tratamento (12m-PT) da LV.

A curva ROC da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 aplicada em soros de pacientes antes (AT) e
doze meses pos-tratamento (12m-PT) da LV esta representada na figura 18. O estudo da curva
ROC sugeriu que na dilui¢do do soro 1:128.000 na pesquisa de AAPF-IgG1 o ponto de corte
(PC) para a segregacdao dos grupos AT e 12m-PT estaria compreendido numa faixa de 13% a
79% de PPFP, sem variagdo na sensibilidade (100%) e especificidade (100%). Para a avaliacao
do desempenho do teste foi considerado o ponto de corte de 50% de PPFP, a fim de obtermos
uma margem de seguranga entre 0 PC minimo e PC maximo, semelhante ao que foi realizado na
pesquisa de AAPF-IgG.

A andlise do resultado da curva ROC demonstrou ainda que o valor da ASC da AAPF-
IgG1 aplicada em soros de pacientes antes (AT) e doze meses pds-tratamento (12m-PT) da LV
foi de 1,0 (ICo50,=91,5-100,0) indicando uma acuracia perfeita da metodologia.

No estudo da curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG3 foi sugerido que na dilui¢do do soro
de 1:40, o ponto de corte para a discriminacao das amostras dos soros individuais dos grupos
avaliados compreendia um intervalo de 37% a 50% de PPFP sem que houvesse variagdo na
sensibilidade (90,5%) e especificidade (100%). Dessa forma, foi considerado o ponto de corte de
PPFP=50%, a fim de obtermos uma margem de seguran¢a entre o PC minimo ¢ PC méaximo. A
analise da curva ROC para AAPF-IgG3 demonstrou ainda que o valor da ASC foi de 0,99

(IC959,=89,8-100,0) indicando uma acuracia elevada da metodologia.
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Figura 18 - Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG1 (A) e AAPF-IgG3 (B), construida a partir
dos indices de desempenho, sensibilidade e (100-especificidade) do teste avaliado aplicado em
soros de pacientes antes (AT) e doze meses pds-tratamento (12m-PT) da LV. Os resultados estao
expressos sob a forma dos referidos indices calculados em diferentes pontos de corte (PC) para a
reatividade de PPFP, determinando assim a drea sob a curva (ASC=1,0) (A) e (ASC=0,99) (B). A
seta representa a faixa de melhor ponto de corte sugerido pela curva ROC (PPFP=13% a 79%) e
(PPFP=37% a 50%), para a avaliagdo de cura doze meses pos-tratamento na AAPF-IgGl e
AAPF-IgG3 respectivamente.

2. Desempenho da AAPF-IgG1 e IgG3, segundo indices expressos em porcentagem.

Os resultados de PPFP para as amostras individuais dos soros de pacientes AT e 12m-PT,
testadas nas diluigdes escolhidas, foram analisados com o objetivo de avaliar o desempenho da
metodologia na monitoracdo tardia de cura na LV. A Figura 19 mostra a reatividade de soros
individuais dos grupos de pacientes AT e 12m-PT na pesquisa da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 de
L. (L.) chagasi. Empregando-se o ponto de corte de 50% de PPFP, foi possivel demonstrar que a
metodologia permite discriminar pacientes antes do tratamento de individuos curados doze meses
apos o tratamento da LV tanto na pesquisa de IgG1 quanto na pesquisa de IgG3. Identificando os
pacientes como negativos aos doze meses apOs o tratamento, a pesquisa de AAPF-IgGl
apresentou 100% de sensibilidade e 100% de especificidade. Na pesquisa de AAPF-IgG3
identificando os pacientes como negativos aos doze meses apds o tratamento, a metodologia

demonstrou 90,5% de sensibilidade e 100% de especificidade.
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Figura 19 - Reatividade de IgG1 (A) e IgG3 (B) anti-promastigota de L. (L.) chagasi em soros
individuais de pacientes AT (¢) e 12m-PT (#). Os resultados da reatividade de IgG1 e IgG3 para
cada amostra individual estdo expressos como PPFP, empregando-se como ponto de corte o valor
de 50% (linha pontilhada) entre resultados positivos (PPFP>50%) e negativos (PPFP<50%). Os
resultados mostram a sensibilidade (100%) e especificidade (100%) da AAPF-IgG1 aplicada em
soros de pacientes AT e 12m-PT e sensibilidade de (90,5%) e especificidade de (100%) da
AAPF-IgG3 aplicada em soros de pacientes AT e 12m-PT.

3. indices de desempenho da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3.

Os resultados da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 aplicada a pacientes portadores de LV antes
do tratamento e individuos curados doze meses apos o tratamento foram classificados em quatro
categorias: verdadeiro positivo (VPos), falso positivo (FPos), falso negativo (FNeg) e verdadeiro

negativo (VNeg) como demonstrado nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.
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Tabela 10- Categorias de resultados de AAPF-IgG1 (VPos, FPos, FNeg e VNeg) para pacientes

portadores de LV antes do tratamento (AT) e individuos curado doze meses apds o tratamento
(12m-PT).

LV
Resultado do teste TOTAL

Positivo B -

(>50%PPFP) VPos=21 | FPos=0 21

AAPF-IgG1

Negativo B -

(<50%PPFP) FNeg=0 | VNeg=21 21

TOTAL 71 1 0

Tabela 11 - Categorias de resultados de AAPF-IgG3 (VPos, FPos, FNeg e VNeg) para pacientes

portadores de LV antes do tratamento (AT) e individuos curados doze meses apos o tratamento
(12m-PT).

LV
Resultado do teste TOTAL

Positivo B -

(>50%PPFP) VPos=19 | FPos=0 19

AAPF-IgG3

Negativo B _

(<50%PPFP) FNeg=2 | VNeg=21 23

TOTAL 71 ) n

A Tabela 12 resume as informacdes referentes aos indices de desempenho da AAPF-IgG1
e AAPF-IgG3 na monitoracdo de cura doze meses apos o tratamento, com 0s seus respectivos
intervalos de confianca a 95%. A analise do desempenho da AAPF-IgGl apresentou
sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo e negativo, acuracia de 100%. Na AAPF-
IgG3 a analise do desempenho apresentou sensibilidade de 90,5% especificidade no valor de
100%, valor preditivo positivo de 100%, valor preditivo negativo de 91,3%, acurécia de 99,0%.
A andlise dos indices de desempenho mostrou que a AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 apresentam um

otimo desempenho na monitoragao tardia de cura pos-tratamento na LV.
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Tabela 12 - Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e
acuracia da pesquisa da AAPF-IgG1 e IgG3, com seus respectivos intervalos de confianca a 95%.

indices AAPF-IgG1 - AAPF-IgG3 —
Valores - % Valores -%
Sensibilidade 100 (84,5-100) 90,5 (71,1-97,3)
Especificidade 100 (84,5-100) 100 (84,5-100)
VPP 100 (84,5-100) 100 (83,2-100)
VPN 100 (84,5-100) 91,3 (73,2-97,6)
Acuricia 100 (91,5-100) 99,0 (89,8-100)

Os valores dentro dos parénteses significam IC 95%

4. Razao de Verossimilhanca da AAPF-IgG1 e IgG3, segundo indices expressos em chance.

Para complementagdo dos indices de desempenho do método, foram avaliadas as razdes
de verossimilhanga (RVs) para as faixas de valores de PPFP estabelecidas na pesquisa de AAPF-
IgGl e AAPF-IgG3. A RV para o resultado positivo (PPFP>50%) foi >10 e para o resultado
negativo (PPFP<50%) foi de 0,0. Isto significa que o valor de PPFP>50% confirma a presenca de
LV antes do tratamento. Por outro lado, valores iguais ou inferiores a 50% de PPFP apresentam
uma chance nula (0,0) de advir de um paciente portador de LV. A anélise das RVs confirmou o
elevado desempenho do método avaliado através de indicadores expressos em chance,
PPFP>50% contribuem para a confirmagdo de pacientes antes do tratamento e valores de
PPFP<50% excluem pacientes antes do tratamento de LV. Os valores encontrados na AAPF-

IgGl e AAPFG-IgG3 foram exatamente os mesmos, a representacdo desses valores estdo na

Tabela 13.
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Tabela 13- Razoes de verossimilhanga (RVs) da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3, nas dilui¢des dos
soros selecionadas e ponto de corte 50%, na avaliagdo de pacientes doze meses apds o
tratamento.

AAPF-IgG1 — RVs AAPF-IgG3 - RVs
>50 >10* >50 >10*
<50 0,0%* <50 0,0%*

*RV que contribui para confirmacdo de portadores de LV. **RV que praticamente exclui
a presenca de LV.

Apos a analise dos resultados da pesquisa da AAPF-IgG1 e IgG3 foi possivel demonstrar
a aplicabilidade na monitoracdo tardia de cura na LV. Dessa forma, uma nova abordagem foi
estabelecida para avaliar a utilidade da AAPF-IgG1 e IgG3 na monitoragdo precoce de cura na

LV.
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VII. Aplicabilidade e desempenho da AAPF-subclasses de IgG na monitoragao
PRECOCE de cura poés-tratamento na LV.

VII.1. Aplicabilidade da AAPF-subclasses de IgG na monitoracdo PRECOCE de

cura pos-tratamento na LV.

Apos a avaliagdo das pesquisas de IgG1 e IgG3 e a comprovagdo da sua utilidade como
uma ferramenta adicional na monitoragdo de cura da LV doze meses apds o tratamento,
realizamos as avaliagdes precoces de cura, utilizando o mesmo critério adotado na pesquisa da

AAPF-IgG1 e IgG3 para monitoragdo tardia, ou seja, mesma diluigdo e ponto de corte.

1. Reatividade da pesquisa de AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 em soros individuais de pacientes

dois meses (2m-PT) e seis meses pos-tratamento (6m-PT).

A Figura 20 mostra os resultados das curvas de titulacio de AAPF-IgGl dos soros
individuais de pacientes 2m-PT (A) e 6m-PT (B). O estudo das amostras individuais demonstrou
uma elevada reatividade ao longo da curva de titulacdo dos soros de pacientes 2m-PT. A curva de
titulagdo das amostras de soros de pacientes 6m-PT revelou um padrdo variado de reatividade,
com maior nimero de amostras apresentando baixa reatividade. Os valores de PPFP avaliados na
diluicao do soro de 1:128.000 para as amostras testadas 2m-PT ndo apresentou aplicabilidade na
monitoragdo precoce de cura, uma vez que, apenas quatro pacientes apresentaram valor de PPFP
abaixo do ponto de corte de 50%, qualificando o método com uma especificidade de 19%. Por
outro lado, um elevado niimero de amostras de soros de pacientes 6m-PT apresentou baixa
reatividade, demonstrando a aplicabilidade da AAPF-IgG1 quando aplicada 6m-PT. Dessa forma,
a seguir foi avaliado o desempenho apenas da AAPF-IgG1 aplicada apenas em amostras de soro

obtidas de pacientes 6m-PT.
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Figura 20 - Curvas de titulagdo de IgG1 anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em soros
individuais de pacientes dois meses (¢) e seis meses apds o tratamento (®), representadas nos
graficos A e B, respectivamente. Os resultados da reatividade de cada grupo estdo expressos
como valores individuais de PPFP. O ponto de corte utilizado foi de 50% de PPFP e a diluicdo de
1:128.000 (pontilhado no grafico), baseando-se nos critérios adotados para a monitoracao tardia

de cura.

Na avaliagdo das curvas de titulagdo de AAPF-IgG3 (Figura 21), as amostras de soros de

pacientes 2m-PT (A) bem como 6m-PT (B) apresentaram valores de PPFP abaixo de 50% na

maioria das diluigdes testadas. Assim, considerando a aplicabilidade da AAPF-IgG3 na

monitoragdo precoce de cura em ambos os tempos, foi avaliado o desempenho da metodologia

empregando amostras de soros de pacientes 2m-PT e 6m-PT.
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Figura 21 - Curvas de titulagdo de IgG3 anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi em soros
individuais de pacientes dois meses (©) e seis meses apds o tratamento (®), representadas nos
graficos A e B, respectivamente. Os resultados da reatividade de cada grupo estdo expressos
como valores individuais de PPFP. O ponto de corte utilizado foi de 50% de PPFP e a diluicdo de
1:40 (pontilhado no grafico), baseando-se nos critérios adotados para a monitoragdo tardia de
cura.

VII.2. Desempenho da AAPF-subclasses de 1gG na monitoracdo PRECOCE de
cura pos-tratamento na LV, através de indices expressos em percentual e em

chances.

Os valores de PPFP das amostras individuais AT e 6m-PT, na dilui¢ao de 1:128.000 para
a pesquisa de AAPF-IgG1 bem como amostras AT, 2m-PT e 6m-PT, na diluicdo de 1:40 para a
pesquisa de AAPF-IgG3, foram utilizados para construir a curva ROC e calcular os indices de

avaliacdo de desempenho do teste, expressos em porcentagem e em chance.
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1. Estudo da Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG1 em soros de pacientes seis meses pos-
tratamento (6m-PT) e AAPF-IgG3 em soros de pacientes dois meses (2m-PT) e seis meses

pos-tratamento (6m-PT) da LV.

A curva ROC da AAPF-IgG1 em soros de pacientes seis meses pds-tratamento (6m-PT) e
da AAPF-IgG3 em soros de pacientes dois meses (2m-PT) e seis meses pos-tratamento (6m-PT)
da LV estdo representadas na Figura 22. A andlise do resultado para IgG1 demonstrou que o
valor da ASC foi de 0,99 (ICy54,=89,4-99,2), indicando uma acuracia elevada e o estudo da curva
ROC da pesquisa de AAPF-IgG3 apresentou uma ASC de 0,93 (ICg50,=80,0-98,3) para pacientes
2m-PT e ASC de 0,96 (ICys59,=85,5-99,5) para pacientes 6m-PT.
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Figura 22 - Curva ROC da pesquisa de AAPF-IgG1 em soros de pacientes seis meses apos o
tratamento e AAPF-IgG3 aos dois meses e seis meses apds o tratamento. Os resultados estdo
expressos sob a forma dos referidos indices calculados em diferentes pontos de corte (PC) para a
reatividade de PPFP, determinando assim a area sob a curva de (ASC=0,99) para o grupo 6m-PT
na pesquisa de AAPF-IgG1 e para o grupo 2m-PT (ASC=0,93) e grupo 6m-PT (ASC=0,96), na
pesquisa de AAPF-IgG3, utilizando-se o critério de PC de 50% de PPFP.

2. Desempenho da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3, segundo indices expressos em porcentagem.

A Figura 23 mostra a reatividade da pesquisa de AAPF-IgG1 dos soros individuais AT e
6m-PT. Utilizando o ponto de corte de 50% de PPFP, foi possivel detectar aos 6m-PT, 76%

(16/21) dos pacientes com valores de PPFP restritos a uma regido de resultados negativos,
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demonstrando dessa forma que a pesquisa de AAPF-IgG1 tem valor na monitoracdo de cura
precoce quando aplicada 6m-PT.

Para a pesquisa de AAPF-IgG3 empregando-se o ponto de corte de 50% de PPFP, foi
possivel verificar 71,4% (15/21) amostras de soros de pacientes aos 2m-PT e 90,5% (19/21)
amostras 6m-PT, abaixo do ponto de corte (Figura 24). Esses resultados demonstraram o bom
desempenho da AAPF-IgG3 na monitoracdo de cura precoce quando aplicada tanto 2m-PT

quanto 6m-PT.

IgG1
120 _ 9
100%
100
[ J
& so0 o
3 o
()
o 60 ®
(%]
s é
< 401 6%
>
20 A L
o
e O
00 0%000°%0
o T T
AT 6m-PT
Tempo de tratamento

Figura 23 - Reatividade de IgG1 anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais de
pacientes AT (¢) e 6m-PT (®), na diluicao 1:128.000. Os resultados da reatividade de IgG1 para
cada amostra individual estdo expressos como PPFP, empregando-se como ponto de corte o valor
de 50% (linha pontilhada). Os resultados mostram a sensibilidade de 100% e especificidade de
76% em soro de pacientes AT e 6m-PT, respectivamente.
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Figura 24 - Reatividade de IgG3 anti-promastigotas de L. (L.) chagasi em soros individuais de
pacientes AT (); 2m-PT (¢) e 6m-PT (®), na dilui¢ao 1:40. Os resultados da reatividade de IgG3
para cada amostra individual estdo expressos como PPFP, empregando-se como ponto de corte o
valor de 50% (linha pontilhada). Os resultados mostram a sensibilidade de 90,5% e
especificidade de 71,4% e 90,5% em soro de pacientes AT, 2m-PT e 6m-PT, respectivamente.

3. indices de desempenho da AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3.

Os resultados das pesquisas de AAPF-IgGl em pacientes portadores de LV antes do

tratamento e seis meses apoOs o tratamento (Tabela 14) e AAPF-IgG3 em pacientes portadores de

LV antes do tratamento, dois meses e seis meses apos o tratamento (Tabela 15) foram

classificados em quatro categorias: verdadeiro positivo (VPos), falso positivo (FPos), verdadeiro

negativo (VNeg) e falso negativo (FNeg).
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Tabela 14 - Categorias de resultados da AAPF-IgG1 (VPos, FPos, FNeg e VNeg) em pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT) e seis meses apos o tratamento (6m-PT).

LV
Resultado do teste TOTAL
(6m-PT)
Positivo (>50%PPFP) VPos =21 FPos =5 26
AAPF-IgG1
Negativo (<50%PPFP) FNeg=0 VNeg =16 16
TOTAL 21 21 42

Tabela 15 - Categorias de resultados da AAPF-IgG3 (VPos, FPos, FNeg e VNeg) em pacientes
portadores de LV antes do tratamento (AT), dois meses (2m-PT) e seis meses apos o tratamento

(6m-PT).
LV LV
Resultado do teste Total Total
(6m-PT)
>50%PPFP | VPos =19 | FPos=6 21 FPos =19 FPos=2 21
AAPF-IgG3
<50%PPFP | FNeg=2 | VNeg=15| 21 VNeg=2 | VNeg=19| 21
TOTAL 21 21 42 21 21 42

A Tabela 16 resume as informagdes referentes aos indices de desempenho da AAPF-IgGl

aplicada a monitoragdo de cura em pacientes seis meses apOs o tratamento. A analise de

desempenho apresentou sensibilidade de 100%, 76,2% de especificidade, valor preditivo positivo

de 80,8%, valor preditivo negativo de 100% e acuracia de 99%.
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Tabela 16 - Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e
acuracia da pesquisa da AAPF-IgGl1, para a monitoragdo precoce de cura aos seis meses apos o
tratamento.

Indices AAPF-IgG1 — 6m-PT

Valores - %

Sensibilidade 100 (84,5-100)
Especificidade 76,2 (54,9-89,4)
VPP 80,8 (62,1-91,5)
VPN 100 (80,6-100)
Acuracia 99,0 (89,4-99,2)

Os valores dentro dos parénteses significam IC 95%

A Tabela 17 resume as informacgdes referentes aos indices de desempenho da pesquisa de
AAPF-IgG3 para andlise de cura dois e seis meses apds o tratamento. Os valores dos indices para
pacientes 2m-PT foram de 90,5% de sensibilidade e 71,4% de especificidade. Os valores
preditivos positivo e negativo foram 76,0% e 88,2% respectivamente. A acuracia do teste foi
93%. Para a andlise de cura seis meses apoOs o tratamento, a pesquisa de AAPF-IgG3 apresentou

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo de 90,5% e acurécia de 96%.
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Tabela 17 - Sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo (VPP) e negativo (VPN) e
acuracia da pesquisa da AAPF-IgG3 para a monitoragdo precoce de cura aos dois meses € seis
meses apos o tratamento.

ndices AAPF-IgG3 - AAPF-IgG3 — 6m-PT
Valores - % Valores -%
Sensibilidade 90,5 (71,1-97,3) 90,5 (71,1-97,3)
Especificidade 71,4 (50,0-86,2) 90,5 (71,1-97,3)
VPP 76,0 (56,6-88.,5) 90,5 (71,1-97,3)
VPN 88,2 (65,7-96,7) 90,5 (71,1-97,3)
Acuracia 93,0 (80,0-98,3) 96,0 (85,5-99,5)

Os valores dentro dos parénteses significam IC 95%

4. Razao de Verossimilhanca da AAPF-IgG1 e IgG3, segundo indices expressos em chance.

As RVs para o resultado positivo da AAPF-IgG1 (PPFP>50%) para pacientes seis meses
apos o tratamento foi de 4,2 e para o resultado negativo foi de 0,0, demonstrando que valor de
PPFP>50% ¢ cerca de 4,2 vezes mais provavel de ser observado em pacientes com LV em
relacdo a um individuo tratado e que valores iguais ou inferiores a 50% de PPFP apresentam uma
chance nula do teste de detectar um paciente portador de LV (Tabela 18).

A andlise das RVs da pesquisa de AAPF-IgG3 para resultados positivos em pacientes aos
2m-PT foi de 3,2 e para resultados negativos 0,1. Valores de PPFP>50% ¢ 3,2 vezes mais
provavel de ser observado em pacientes com LV em relagdo a um individuo tratado e valores de
PPFP<50% apresentam 0,1 vezes de chance do teste de detectar um paciente portador de LV. A
RV na avaliacdo de resultados positivos para pacientes 6m-PT foi de 10 e para o resultado
negativo foi de 0,1, demonstrando que valores de PPFP>50% ¢ cerca de 10 vezes mais provavel
de ser observado em pacientes com LV em relagdo a um individuo tratado e que valores iguais ou
inferiores a 50% de PPFP apresentam 0,1 vezes de chance do teste de detectar um paciente

portador de LV (Tabela 19).
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Tabela 18 - Razdes de verossimilhanca (RVs) da AAPF-IgGl, nas dilui¢des dos soros
selecionadas e ponto de corte 50%, na avaliacdo de pacientes seis meses pOs-tratamento.

AAPF-IgG1 — 6m-PT RVs
>50 4,2
<50 0,0%*

**RV que praticamente exclui a presenga de LV.

Tabela 19 - Razdes de verossimilhanga (RVs) da AAPF-IgG3, nas diluicdes dos soros
selecionadas e ponto de corte 50%, na avaliacdo de pacientes dois e seis meses pos-tratamento.

AAPF-1gG3 - RVs AAPF-IgG3 — 6m-PT RVs
>50 3,2 >50 10*
<50 0,1%* <50 0,1%*

*RV que contribui para confirmagao de portadores de LV.
**RV que praticamente exclui a presenca de LV.
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Discussao

Dentre os aspectos recentemente abordados nos estudos que avaliam parametros
imunolédgicos na infec¢do humana pela Leishmania (L.) chagasi, destacam-se os trabalhos que
visam compreender os mecanismos envolvidos nos eventos de resisténcia e/ou patogenia bem
como aqueles que focalizam em lacunas importantes em busca de novos métodos diagnosticos e
de monitoracdo de cura poés-tratamento da LV. Nesse contexto, o estabelecimento de
metodologias que avaliam a resposta imune que conferissem maior especificidade e sensibilidade
representam o principal foco de intimeras investigagdes. Como a infec¢do pela L. (L.) chagasi
sensibiliza diferentes compartimentos do sistema imune, promovendo além da imunidade celular
uma intensa resposta humoral, a pesquisa de anticorpos nos soros dos pacientes infectados
apresenta-se como uma importante estratégia na avaliacao dessas questoes.

No ambito da monitoracdo de cura pos-tratamento na LV, até o momento, o critério
adotado para o estabelecimento da eficdcia terapéutica baseia-se na avaliagdo de aspectos
clinicos, ou seja, o desaparecimento da sintomatologia apds o final do tratamento, incluindo a
avaliacdo de parametros utilizados ao diagndstico, tais como auséncia de febre, redugdao do
tamanho do baco e figado, normalizacdo das contagens das células sanguineas.

Assim, um dos desafios atuais relacionados a avaliagdo do tratamento efetivo ¢ a falta de
abordagens laboratoriais confidveis a serem usadas como ferramentas no critério de cura. Vale
ressaltar que os métodos parasitologicos rotineiramente utilizados para a monitoragao de resposta
ao tratamento da LV sdo técnicas extremamente invasivas e necessitam de pessoal treinado, além
de apresentar baixa sensibilidade até mesmo ao diagndstico inicial.

A utilizagdo de métodos soroldgicos, tais como a RIFI, ELISA, DAT e Imunoblotting na
imunosorologia, com eventual énfase na monitoragcdo de cura da LV, tem sido objeto de estudo
de varios trabalhos (Shiddo et al., 1996; Sundar et al., 1998; Zijlstra et al., 1998; Oskam et al.,
1999; Hailu et al., 2001; Atta et al., 2004; Boelaert et al., 2004). Diversos trabalhos tém sugerido
que a diminui¢do dos titulos de anticorpos anti-Leishmania no soro dos pacientes apds o
tratamento, poderia ser um método alternativo no prognostico da LV (Atta et al., 1998; Anam et
al., 1999 a e b; da Matta et al., 2000). Entretanto, algumas dessas abordagens técnicas sorologicas
ndo relatam soronegativagdo mesmo quando empregadas anos ap6s a cura clinica.

Na busca de novas perspetivas para abordagens imunosoroldgicas no estudo de
monitoragdo clinico-terapéutica em doencgas infecto-parasitarias, o nosso grupo vem desde 1995

procurando identificar preparacdes antigénicas, bem como protocolos experimentais que
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permitam o estabelecimento de metodolgias alternativas para utilizacdo em estudos clinicos. Em
1995, Martins-Filho et al., desenvolveram uma metodologia baseada na citometria de fluxo para
a detecgdo de anticorpos anti-tripomastigotas vivas do Trypanosoma cruzi e demonstrou sua
utilizagdo na monitoragdo de cura pos-tratamento na doenga de Chagas. Em (2002) Rocha et al.
utilizou essa mesma metodologia para a pesquisa de anticorpos anti-L. (V.) braziliensis e
demonstrou sua aplicabilidade na identificagdao de casos de leishmaniose cutanea localizada ativa.
Recentemente, nosso grupo demonstrou a aplicabilidade da pesquisa de anticorpos IgG anti-
formas promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi, detectados por citometria de fluxo, no
diagnéstico sorologico da LV (Gomes, I.T., 2003). Dando continuidade nessa linha de pesquisa,
considerando-se a aplicabilidade da metodologia proposta, o presente trabalho buscou avaliar a
aplicabilidade dessa nova abordagem soroldgica para a monitoracdo de cura pds-terap€utica da
LV através da pesquisa de anticorpos anti-promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi focalizando o
perfil diferencial de reatividade de anticorpos IgG e subclasses de 1gG (IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4)
em soros de pacientes portadores de LV antes e apos o tratamento etioldgico. Para tal, foi
realizada uma avaliacdo soroldgica de 84 amostras de soros de 21 pacientes portadores de LV,
antes do tratamento (AT), dois meses (2m-PT), seis meses (6m-PT) e doze meses apos o inicio do
tratamento (12m-PT).

Inicialmente a pesquisa de AAPF-IgG de L. (L.) chagasi foi padronizada considerando
algumas varidveis chave da reacdo antigeno-anticorpo como: diluicdo do soro, concentragdo do
anticorpo anti-Fc de IgG e o dia de cultivo das formas promastigotas. Nos procedimentos de
padronizagdo foi demonstrada a aplicabilidade da AAPF-IgG na segregacdo de individuos
positivos e negativos para LV, empregando as dilui¢des do soro teste de 1:1.000 a 1:128.000.
Embora, todas as diluigdes do anticorpo secundario testadas fossem capazes de garantir a
segregacdo entre individuos negativos e pacientes portadores de LV, foi selecionada a diluicao
1:16.000 a fim de garantir a especificidade da metodologia. Parasitos de oito dias de cultivo
foram selecionados por apresentarem uma populagdo de promastigotas com um perfil mais
homogéneo.

Uma vez estabelecidas as condi¢cdes metodologicas adequadas para pesquisa de AAPF-
IgG, o préximo passo foi avaliar a aplicabilidade e o desempenho da metodologia proposta para a

monitoracdo de curana LV.
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Na etapa de avaliacdo da aplicabilidade da AAPF-IgG na monitoragao tardia de cura na
LV, todas as dilui¢des do soro testadas foram capazes de segregar os valores médios de PPFP
entre o grupo de pacientes avaliados antes do tratamento e doze meses apds o tratamento.
Entretanto, esse tipo de abordagem estatistica apresenta-se inapropriada para aplicacdo em
estudos clinicos onde a reatividade diferencial de amostras individuais deve ser considerada.
Assim, foi realizada a andlise da reatividade de amostras individuais de soros, sendo possivel
identificar a dilui¢do 1:32.000 como a condi¢do que apresentou maior amplitude de segregacao
entre os grupos avaliados. Utilizando as reatividades de PPFP obtidas para amostras individuais
nessa dilui¢do, foi construida uma curva ROC para a escolha do melhor ponto de corte para
segregacao entre pacientes AT e 12m-PT. Dentre as possibilidades fornecidas pela curva ROC, o
ponto de corte de PPFP=50% foi selecionado a fim de garantir a sensibilidade e especificidade da
metodologia, minimizando as eventuais oscilacdes de desempenho do método quando aplicado
numa amostragem distinta, considerando a possibilidade de reatividade heterogénea de IgG
inerente a populacdo humana.

A andlise dos indices de desempenho expressos em percentual demonstrou 100% de
sensibilidade (co-positividade) e 100% de especificidade (co-negatividade) da AAPF-IgG,
quando aplicada na monitoracdo de cura aos 12 meses pos-tratamento. Numa andlise
comparativa, a AAPF-IgG apresentou um melhor desempenho comparado a ELISA convencional
que demonstrou 85,7% de especificidade (co-negatividade), oferecendo ainda um ganho de
12,5% no indices valor preditivo positivo. A restrigdo para uso da ELISA em estudos de
monitoragdo tardia de cura pos-tratamento também foram relatados por Braz et al. (2002), que
demonstraram a persisténcia de anticorpos IgG anti-rK39 um ano apos o tratamento da LV em
70% das amostras avaliadas.

No ambito da monitoragdo pds-tratamento na LV, uma metodologia capaz de predizer
precocemente o estado de cura do paciente, apresenta-se como um desafio mais relevante,
considerando que aos doze meses, o critério clinico apresenta-se soberano na defini¢do da
eficacia terapéutica. Visando avaliar a aplicabilidade da AAPF-IgG nesse contexto, foram
avaliadas a reatividade das amostras de soros 2 meses ¢ 6 meses apOs o tratamento
comparativamente a reatividade antes do tratamento. Nossos dados revelaram que embora apenas
4,8% (1/21) dos pacientes avaliados aos dois meses poOs-tratamento apresentaram resultados

negativos, 71,4% (15/21) dos pacientes analisados aos 6 meses apds o tratamento ja poderiam ser
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identificados como individuos curados, por apresentarem resultados de PPFP<50%. E importante
ressaltar, que os pacientes que ainda apresentavam resultados positivos aos seis meses, os valores
de PPFP, sugeriram uma menor reatividade em relagdo aquela observada para pacientes nao
tratados. Em conjunto, a anélise dos indices de desempenho demonstraram que AAPF-IgG pode
ser util na monitoragdo precoce de cura aos 6 meses apds o tratamento da LV.

A ineficiéncia da pesquisa de IgG total para avaliagdo precoce pos-tratamento etioldgico
da LV, foi relatada por Elassad et al., em 1994, através da pesquisa de anticorpos IgG anti-
antigeno soluvel de L. (L.) donovani através da técnica de ELISA convencional. Estes autores
demonstraram que os niveis de IgG especificos para Leishmania permaneciam inalterados um
més apés o tratamento. Por outro lado, Da Matta et al., (2000) demonstraram queda nos niveis de
IgG avaliados de 1-22 meses apos o tratamento em cerca de 30% das amostras investigadas
através da RIFI. De forma promissora, Anam et al., (1999a) identificaram uma queda
significativa nos niveis séricos de IgG, 50 dias apos o tratamento, quando utilizaram a técnica de
ELISA empregando antigeno de membrana de L. (L.) donovani. Kumar et al., em (2001)
demonstraram que 94% dos pacientes tratados apresentaram niveis de anticorpos anti-rK39
abaixo do ponto de corte quando avaliados aos seis meses apds o tratamento, enquanto que
apenas 47% deles apresentaram niveis reduzidos de IgG quando empregava-se o antigeno soluvel
de L. (L.) donovani. Esses resultados sugerem que a utilizagdo de diferentes preparagdes
antigénicas parece ser um fator importante no estabelecimento de uma metodologia aplicavel na
monitorac¢do de cura pos-terapéutica na LV. Estudo realizado por Viana, LG (2005), demonstrou
que o elevado percentual de positividade para IgG anti-Leishmania observado antes do
tratamento apresenta uma queda significativa aos seis meses pos-tratamento quando empregando
ELISA anti-rK39 e aos trés e seis meses apos o tratamento quando empregando ELISA anti-
Leishmania (L.) chagasi. Entretanto, cabe salientar que o tipo de abordagem empregada pelos
autores, através da analise comparativa das médias e medianas de reatividade de IgG, nao
contempla as exigé€ncias estatisticas de uma metodologia a ser empregada em ensaios clinicos
onde as alteragcdes na reatividade de IgG antes e apds o tratamento devem ser avaliadas em
relagdo ao ponto de corte proposto a fim de segregar amostras individuais como negativas apds o
tratamento. Considerando essa abordagem, pode-se observar pelos dados apresentados pelos
autores que um elevado percentual de amostras (95% para rK39 e 85% para antigeno de L. (L.)

chagasi) ainda permanecia acima do ponto de corte até seis meses pos-tratamento.
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Na imunosorologia no campo da propedéutica laboratorial a pesquisa de anticorpos
refere-se principalmente a imunoglobulina IgG. Entretanto, o conhecimento da reatividade
diferencial de subclasses de IgG, embora possa ndo ter uma aplicabilidade imediata numa rotina
laboratorial, apresenta-se como uma perspectiva na busca de uma metodologia capaz de
minimizar os eventos de imunidade residual pds-terapéutica.

A classe de imunoglobulinas IgG ¢ a mais abundante no soro humano, incluindo 4
subclasses que diferem entre si pela seqiiéncia de aminoécidos da fracdo constante, propriedades
fisicas e quimicas e suas concentragdes no soro. Essas subclasses possuem fungdes biologicas
distintas, participando diferencialmente da resposta imune a antigenos protéicos, mediada
preferencialmente por IgG1 e IgG3 e antigenos de natureza polissacaridica que envolvem IgG2 e
IgG4 (Cataldo e Paternostro, 1990).

Nesse contexto, a reatividade residual frequentemente relatados na monitoragdo
laboratorial pos-terapéutica pode-se dever a uma subclasse especifica de IgG. Na tentativa de
obter um método com melhor desempenho para a monitoragdo precoce de cura, avaliamos a
reatividade de subclasses de imunoglobulinas de IgG (IgGl, IgG2, IgG3 e IgG4) frente a
promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi. Estudos prévios realizados por Hailu et al. (2001),
sugerem a ineficacia da pesquisa de IgG1 na monitoracdo tardia de cura na LV demonstrando a
persisténcia de anticorpos IgG1l em pacientes tratados e curados 1-9 anos apds o tratamento
eficaz, empregando a metodologia de ELISA convencional utilizando antigeno soluvel de L. (L.)
donovani. Acreditamos que a abordagem metodologica via ELISA, representando uma
metodologia qualitativa que ndo empregam titulagdes, necessitaria de uma adequacgao para fins de
monitoragdo de cura. Além disso, a preparacao antigénica empregada na metodologia poderia
representar uma limitagdo da aplicabilidade proposta para a monitoragdo de cura. Dessa forma,
prosseguimos em nossa investigacdo visando elucidar o perfil de subclasses de IgG em
individuos ndo tratados e sua eventual aplicabilidade na monitora¢dao de cura pos-terap€utica na
LV.

Estudos realizados por Elassad et al., 1994, avaliando o nivel de anticorpos anti-antigeno
soluvel de Leishmania através da ELISA em soros pacientes portadores de LV, demonstraram
niveis de IgG3>IgG1>IgG2>IgG4. Da Matta et al., (2000), observaram através da RIFI a
presenca de um padrao de IgG1>IgG3>IgG4>IgG2. Anam et al., (1999a) relatam a presenga de
IgG1=IgG3=IgG4>IgG2 utilizando a técnica de ELISA empregando antigeno de membrana de L.
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(L.) donovani. Em estudo recente realizado por Viana LG (2005), utilizando a metodologia
ELISA rK39 relatou um perfil de subclasses de IgG com presenca de 1gG1>1gG4>IgG2>1gG3
quando expressos em percentual de positividade de amostras de soros de pacientes portadores de
LV avaliados antes do tratamento. Esses mesmos autores relatam que ao empregar a metodologia
de ELISA anti-L. (L.) chagasi foi possivel observar um perfil de subclasses de IgG caracterizado
por IgG1>1gG4>IgG3>IgG2 na avaliacdo de pacientes antes do tratamento. Estudos prévios de
Rocha et al.,, (2006) também sugerem através da pesquisa de anticorpos anti-formas
promastigotas vivas de L. (V.) braziliensis (AAPV- subclasses IgG) a presenca de IgG1 e IgG3
em soros de pacientes portadores de LV, como menor reatividade para IgG2 e auséncia de IgG4.
Embora possam ser identificadas alteracdes na seqiiéncia das subclasses de IgG, numa analise em
conjunto, a maioria dos estudos sugerem um predominio de IgG1 e IgG3 que parecem ser as
subclasses dominantes nos soros dos pacientes portadores de LV avaliados antes do tratamento.

Considerando os resultados do nosso estudo referente ao perfil da AAPF-subclasses de
IgG que demonstraram reatividade detectavel de IgG1 e IgG3, numa etapa de padronizagdo para
deteccao das diferentes subclasses de IgG, empregando amostras de soros de pacientes portadores
de LV nio tratados, observamos que a reatividade AAPF possui um perfil de IgG1<IgG3 com
auséncia de IgG2 e IgG4. Dessa forma, nas andlises subseqiientes foram incluidas apenas as
subclasses IgG1l e IgG3. Para a pesquisa de IgG1 foram escolhidas as diluigdes do soro de
1:1.000 a 1:128.000 e dilui¢do do anticorpo secundario a 1:16.000, a mesma escolhida para IgG
total, demonstrando a alta reatividade de IgG1 no soros de pacientes portadores de LV. Para a
pesquisa de IgG3 a diluigdo do soro foi de 1:40 a 1:5.120 e a diluigdo do anticorpo anti-IgG3 foi
de 1:400.

Inicialmente, realizamos uma pesquisa de validagdo da aplicabilidade da AAPF-IgGl e
AAPF-IgG3 na monitoragdo tardia de cura na LV, empregando amostras individuais de pacientes
portadores de LV coletadas antes e doze meses ap6s o tratamento, a fim de estabelecer os
parametros a serem considerados para a classificagao de um resultado como positivo ou negativo
para IgGl e IgG3. Nesse estudo foram escolhidas as diluigdes do soro de 1:128.000 para a
pesquisa de AAPF-IgGl e 1:40 para AAPF-IgG3, as quais apresentaram maior amplitude de
segregacdo entre os grupos avaliados. Na avaliagcdo das curvas ROC para AAPF-IgG1 ¢ AAPF-

IgG3 foi estabelecido o ponto de corte de PPFP=50%, visando obter maior margem de seguranca
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na segregacdo entre os resultados positivos e negativos, garantindo assim, a sensibilidade e
especificidade das metodologias.

A andlise dos indices de desempenho expressos em percentual demonstrou uma
sensibilidade de 100% para AAPF-IgGl e 90,5% para a AAPF-IgG3 com valores de
especificidade de 100% para ambas as metodologias quando aplicadas na monitoragdo de cura
aos 12 meses pos-tratamento.

Na perspectiva de uma predicdo precoce de cura, demos continuidade a pesquisa de
AAPF-IgG1 e AAPF-IgG3 na monitoragdo de cura aos 2 meses € 6 meses apos o tratamento. A
analise dos dados demonstrou que a AAPF-IgG1 ndo se aplica ao controle precoce de cura aos 2
meses pos-tratamento na LV, uma vez que, apenas 19% (4/21) dos pacientes apresentaram
resultados negativos. Entretanto, nossos dados mostraram que aos 6m-PT, 76% (16/21) dos
pacientes tratados apresentaram resultados negativos.

Embora os dados demonstrem a aplicabilidade de AAPF-IgG1 na monitoragdo de cura
aos 12 e 6 meses apos o tratamento da LV, os resultados nao apresentaram um ganho suficiente
em relagdo a IgG total que justifique a utilizagdo de IgG1. A pesquisa de IgG total apresentou
resultados muito semelhantes aos obtidos para IgG1, ou seja, as duas metodologias foram capazes
de classificar 100% das amostras obtidas 12 meses apds o tratamento como negativas. Com
relacdo aos seis meses, AAPF-IgG detectou 71,4% das amostras como negativas ¢ AAPF-IgG1
detectou 76%, demonstrando nao haver grande diferenga entre os resultados.

Como principal achado de nosso estudo, observamos que a AAPF-IgG3 revelou
resultados bastante promissores, demonstrando que 71,4% (15/21) dos pacientes tratados curados
jé apresentavam resultados negativos (PPFP<50%) dois meses apos o tratamento e 90,5% (19/21)
dos pacientes aos seis meses, oferecendo assim, uma abordagem laboratorial confidvel a ser
usadas como ferramentas no critério de cura.

Estudos realizados por Elassad et al., 1994, avaliando o nivel de anticorpos anti-antigeno
solavel de Leishmania através da ELISA, um més apds o tratamento demonstraram queda
significativa de IgG3>IgG1, seguido de IgG2>1gG4. Da Matta et al., (2000), verificaram através
da RIFI que 1-22 meses apds o tratamento queda nos niveis das imunoglobulinas, principalmente
de IgG4, seguido de IgG3>IgG2>IgGl. Anam et al., (1999a), utilizando a técnica de ELISA
empregando antigeno de membrana de L. (L.) donovani, verificaram queda nos niveis de

imunoglobulinas cerca de dois meses apds o tratamento, com destaque para IgG3. Em outro
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estudo, Anam et al., (1999b), empregando a mesma metodologia, verificaram queda dos niveis de
IgG1, IgE e IgG4 em casos de susceptibilidade terapéutica. Em estudo realizado por Ghosh et al.,
(1995) e Ravindran et al., (2004), apresentaram resultados comparaveis de Western blot anti-
Leishmania antes e apos o tratamento na LV. Antes do tratamento os niveis de imunoglobulinas
foi [gG1>1gG2>1gG3>IgG4 e apds o tratamento, foi detectada a persisténcia principalmente de
IgGl.

Um estudo recente realizado por Viana, LG (2005), representou um grande passo para a
caracteriza¢do do perfil de reatividade de subclasses de IgG com enfoque na monitoragdo de cura
pos-tratamento da LV. Trata-se de um estudo bem conduzido, de acompanhamento longitudinal
de pacientes portadores de LV, residentes na cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais.
Considerando as particularidades da reatividade imunolédgica inerente a populacdo humana
distribuida em diferentes regides do globo, bem com as caracteristicas intrinsecas da composigao
antigénica de cepas de Leishamania distribuidas num amplo espectro epidemioldgico,
acreditamos que o estudo de Viana, L.G. (2005) represente um marco ¢ uma referéncia para
estudos posteriores que visem avaliar a reatividade de imunoglobulinas de pacientes brasileiros.
Dessa forma, a seguir serdo apresentados de forma mais detalhada os principais achados do
estudo de Viana, L.G. (2005) a fim de permitir uma analise comparativa com os dados
apresentados pelo nosso estudo. Empregando a metodologia de ELISA utilizando dois antigenos
distintos rK39 e antigeno soluvel de L. (L.) chagasi, foi observada queda na positividade em
todas as subclasses de imunoglobulinas quando amostras de soro foram avaliadas apds o
tratamento. No caso de rK39 IgGl, IgG2 e IgG4 mostraram queda apenas aos seis meses apos 0
tratamento, enquanto IgG3 apresenta-se como imunoglobulina chave para observar queda
precoce aos trés meses poOs-tratamento. Entretanto, cabe ressaltar que além da metodologia
estatistica empregada ndo permitir a segregagdo das amostras ao longo do ponto de corte
proposto, as amostras avaliadas antes do tratamento ja apresentavam apenas 52% de positividade
para IgG3, o que impossibilitaria a utilizagdo dessa metodologia na monitoracdo de amostras
individuais, como anteriormente discutido para a reatividade de IgG total. Para os estudos com
antigeno soluvel de L. (L.) chagasi, os autores mostraram uma queda de positividade para IgG1,
IgG3 e IgG4 quando avaliadas ao trés e seis meses apos o tratamento, com queda de IgG2 apenas
aos seis meses apos o tratamento. Cabe salientar que o percentual de positividade de I1gG2, 1gG3

e IgG4 ja apresentavam-se reduzidos mesmo antes do tratamento (27,5%, 32,5% e 60%,
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respectivamente). Embora IgG1 apresentasse um percentual de positividade elevado antes dos
tratamento (95%) essa reatividade ainda permanecia elevado aos trés e seis meses pds-tratamento
(92,5% e 77.5%, respectivamente). Os nossos dados demonstraram presenga de IgG1 e IgG3
antes do tratamento e queda significativa principalmente na pesquisa de 1gG3 aos 2 meses e 6
meses apos o tratamento. A aplicabilidade da metodologia proposta em nosso estudo esta em
acordo com a proposta de monitoragdo de IgG3 sugerida por Anam et al., (1999a).

Esses diversos trabalhos descritos na literatura, demonstram elevados niveis de subclasses
de IgG no soro de pacientes portadores de LV antes do tratamento € uma queda nos niveis das
subclasses de IgG apds o tratamento especifico da LV. Entretanto, ndo ha um consenso em
relagdo os dados obtidos na literatura sobre os niveis de subclasses encontradas antes € apos o
tratamento. Essas diferencas encontradas na literatura, como discutido anteriormente,
provavelmente devem-se a utilizagdo de diferentes metodologias soroldgicas além da utilizagdo
de preparagdes antigénicas distintas.

Em suma, através deste trabalho foi possivel estabelecer uma nova metodologia para a
pesquisa de anticorpos IgG e subclasses de IgG anti-formas promastigotas de L. (L.) chagasi.
Esta metodologia demonstrou, através de seu desempenho, que pode ser um método alternativo
na monitoragdo de cura pos-terapéutica especifica na LV. Entretanto, devido ao fato de todos os
pacientes avaliados neste estudo terem curado apos o tratamento, uma conclusdo definitiva sobre
a utilizagdo da AAPF-IgG ou subclasses de IgG na monitorag¢do de cura na LV ainda precisa ser
avaliada utilizando amostras de pacientes que ndo apresentaram sucesso no tratamento.

Vale ainda ressaltar que a pesquisa de anticorpos através da citometria de fluxo trata-se de
um método de boa reprodutibilidade, com sensibilidade superior aos diferentes protocolos de
deteccao ¢ revelacao convencionais. Entretanto, a utilizacdo da citometria de fluxo em ensaios
soroldgicos na rotina de um laboratorio clinico apresenta ainda custo elevado considerando o alto
investimento financeiro para a aquisicdo ¢ manuten¢do do citometro de fluxo, bem como as
exigéncias inerentes ao analista clinico, no ambito do treinamento e qualificagdo profissional. Por
outro lado, a capacidade da citometria de fluxo de detectar um grande numero de parasitas
fluorescentes de forma automatizada, fornecendo assim resultados fidedignos e a possibilidade de
utilizar parasitos integros como fonte de antigeno e ndo apenas antigeno solivel, demonstra a

importancia dessa técnica sobre outras metodologias.
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I. Fica estabelecida uma nova metodologia de pesquisa soroldgica de anticorpos 1gG
anti-promastigotas fixadas de Leishmania (Leishmania) chagasi (AAPF-1gG), baseada
na citometria de fluxo, para estudos clinicos na LV;

Comentario: “Essa metodologia possibilitou discriminar a reatividade de IgG do soro de
pacientes portadores de LV daquela observada para individuos negativos para LV,
empregando-se em cada teste: a) promastigotas de 8 dias de cultivo; b) soro teste na
dilui¢do de 1:1.000 a 1:128.000 e c) anticorpo secundario anti-IgG humano-FITC na
diluig¢do 1:16.000.”

Il1. 1. O estudo de amostras individuais demonstra que a AAPF-IgG aplica-se na

monitoracdo TARDIA de cura pés-tratamento na LV;

Comentario: “Empregando-se a dilui¢do do soro 1:32.000 e o valor de 50% de PPFP como
ponto de corte, indicado pela curva ROC, a AAPF-IgG foi capaz de distinguir corretamente
100% (21/21) de pacientes antes do tratamento (AT) com valores de PPFP confinados a
uma regido de alta reatividade ou positivos (PPFP>50%) e 100% (20/20) de individuos
curados 12 meses pos-tratamento (12m-PT) com valores de PPFP restritos a uma regido

de baixa reatividade ou negativos (PPFP<50%,).”

I1. 2 Os indices de desempenho da AAPF-1gG, expressos em percentual e em chance,

qualificam o seu uso na monitoragdo TARDIA de cura pos-terapéutica da LV;

Comentario: “A4 andlise das RVs demonstrou que na AAPF-IgG, valores de PPFP>50%
contribuem para a confirmag¢do da presenca de LV e valores de PPFP<50% praticamente

excluem a presenga de LV.”
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I11. Os indices de desempenho expressos em percentual demonstram melhor
desempenho da AAPF-IgG em relacdo ao ensaio imunoenzimético (ELISA), na
monitoracdo TARDIA de cura pés-tratamento da LV;

Comentario: “A andlise dos indices de desempenho qualificou a AAPF-IgG com um ganho
real nos indices avaliados em relagdo a ELISA, principalmente na especificidade e valor

preditivo positivo.”

IV. 1. A AAPF-IgG aplica-se também na monitoracdo PRECOCE de cura pdés-
terapéutica da LV quando empregada para a monitoragdo de pacientes 6m-PT;

Comentério: “4 AAPF-IgG permitiu confirmar 71,4% (15/21) dos individuos 6 meses pos-
tratamento com valores de PPFP<50%, embora na avalia¢do aos 2 meses pos-tratamento

apenas 4,8% (1/21) apresentaram valores abaixo do ponto de corte.”

IV. 2. Os indices de desempenho, expressos em percentual e em chance, confirmam a
aplicabilidade da AAPF-1gG na monitoracdo PRECOCE de cura aos 6m-PT;

Comentério: A andlise das RVs demonstrou que valores de PPFP<50% praticamente

excluem a presenga de LV;

V. Fica padronizada a metodologia para a pesquisa de subclassses de IgG anti-
promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi (AAPF-subclasses de 1gG) para estudos

clinicos na LV;

Comentario: “O perfil de subclasses de IgG detectados pela citometria de fluxo foi
caracterizado por uma auséncia de 1gG2 e IgG4 e elevada reatividade de IgG1>1gGS3,
capaz de discriminar amostras de soro de pacientes portadores de LV daquela observada
para individuos negativos para LV. Para tal empregou-se em cada teste: a) promastigotas

de 8 dias de cultivo; b) soro teste nas diluigoes de 1:1.000 a 1:128.000 para IgG1 e 1:40 a
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1:5.120 para IgG3 e c) anticorpo secundario anti-IgG1 humano-FITC na dilui¢do 1:16.000
e anti-1gG3 na dilui¢do 1:400.”

VI. 1. A AAPF-1gG1 e AAPF-1gG3 aplicam-se na monitoracdo TARDIA de cura poés-

terapéutica na LV;

Comentario: “Empregando-se a diluicdo do soro de 1:128.000 e ponto de corte de
PPFP=50% na AAPF-IgGl, a metodologia foi capaz de segregar corretamente 100%
(21/21) das amostra de soro de pacientes antes do tratamento (PPFP>50%) e 100%
(21/21) dos individuos doze meses apods o tratamento (PPFP<50%). Na pesquisa de AAPF-
IgG3 utilizando a dilui¢do do soro de 1:40 e mesmo ponto de corte o teste demonstrou

90,5% (19/21) dos pacientes antes do tratamento com valores acima do ponto de corte e

100% (21/21) com valores de PPFP<50%."”

VI. 2. Os indices de desempenho da AAPF-IgGl e AAPF-1gG3, expressos em
percentual e em chance, confirmam sua aplicabilidade na monitoracdo TARDIA de

cura pos-terapéutica da LV;

Comentério: “A andlise das RVs demonstrou que tanto na AAPF-IgG1 quanto na AAPF-
IgG3, os valores de PPFP>50% contribuem para a confirmag¢do da presenca de LV e
valores de PPFP<50% praticamente excluem a presenca de LV quando aplicada 12m-PT.”

VII. 1. A AAPF-1gG1 e AAPF-1gG3 aplicam-se também na monitoracdo PRECOCE

de cura poés-terapéutica da LV;

Comentario: “A AAPF-IgGl permitiu confirmar 76% (16/21) dos individuos com valores
de PPFP<50%, 6 meses pos-tratamento, embora na avaliagdo aos 2 meses pos-tratamento
apenas 19% (4/21) apresentaram valores abaixo do ponto de corte. Por outro lado, a
AAPF-IgG3 permitiu identificar 90,5% (19/21) dos individuos com valores de PPFP<50%,
6 meses pos-tratamento e também 71,4% (15/21) deles com valores de PPFP<50% aos 2

’

meses pos-tratamento.’
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VII. 2. Os indices de desempenho, expressos em percentual e em chance, confirmam a
aplicabilidade da AAPF-1gG1 e AAPF-1gG3 na monitoracdo PRECOCE de cura pds-

terapéuticana LV.

Comentario: “A andlise das RVs demonstrou que para a AAPF-1gG1 aplicada aos 6m-PT,
valores de PPFP<50% praticamente excluem a presenca de LV. Para a AAPF-IgG3
aplicada aos 2m-PT, valores de PPFP<50% praticamente excluem a presen¢a de LV, para
a andlise da AAPF-IgG3 aplicada aos 6m-PT, valores de PPFP>50% praticamente
confirmam a presenca de LV e valores de PPFP<50% praticamente excluem a presenga de

Lv.”
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