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avaliacao de infeccao chagasica no Estado de Sao Paulo, Brasil. Campinas,
2008 Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Parasitologia do Instituto de
Biologia da Universidade Estadual de Campinas — [IB/UNICAMP]

RESUMO

As zonas endémicas de leishmanioses e doenca de Chagas, duas grandes
endemias causadas por cinetoplastideos, sobrepde-se na América do Sul,
especialmente na regidao Sudeste do Brasil, o que pode gerar casos de co-infeccao
entre Leishmania spp. € Trypanosoma cruzi. Ocorrem reagdes cruzadas, mesmo
com baixos titulos, em inquéritos soroldégicos de pacientes infectados com os
parasitas, o que leva a falsas estimativas de prevaléncia de ambas as infecgdes.
Este trabalho tem o objetivo de observar o efeito de um diluente de amostra
proposto para reduzir a ocorréncia de reagdes cruzadas em testes sorolégicos para
doencas causadas por cinetoplastideos e outros parasitas. Foram selecionadas 585
amostras de sangue provenientes de quatro regides do Estado de Sao Paulo, entre
litoral e planalto, colhidas no periodo compreendido entre 1996 a 2003, durante
atividades do Programa de Controle da Doenca de Chagas. As anadlises das
amostras foram feitas através das Reacdes de Imunofluorescéncia (RIFI) e do
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Com as amostras reagentes (onze no total), para
doenga de Chagas e leishmaniose em ambas as técnicas, foi realizado o teste
ELISA alta avidez, que utiliza um diluente com caotrépico, que demonstrou reducao
nos titulos da reacao positiva falsa, restando apenas uma amostra sem reducéo
significativa do seu titulo, que sugeriu ser um caso de co-infecgcdo de doenca de
Chagas e leishmaniose, epidemiologicamente factivel dada a existéncia de ambas
as infeccoes na area estudada. O uso deste diluente em estudos clinicos e
epidemioldgicos pode aprimorar o diagnéstico para a identificacdo de soropositivos
em regides de sobreposicdo de endemias causadas por cinetoplastideos.

Palavras chave: Sorologia, Leishmaniose, Doenca de Chagas, ELISA, RIFI,
Avidez de IgG.
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SUMMARY

Leishmaniases and Chagas disease are endemic in extensive areas of the
American Continent. These parasitic diseases can occur together in South
America, particularly in southwestern regions of Brazil, which poses a serious
epidemiological problem due to the observed serological cross-reactivity
between Leishmania spp. and Trypanosoma cruzi, even at low titers. As false
prevalence estimates of these agents are critically misleading, we designed an
experiment aiming at analyzing the effect of a diluent intended to reduce the
chances of false positive tests resulting from serological cross-reactivity
between these kinetoplastids and other parasites. As a part of the activities of
the Program for the Control of Chagas disease, we selected 585 blood samples
collected, during the period from 1996 to 2003, from residents in four regions
situated between the seacoast and the plateau of the State of Sdo Paulo. The
serological tests used (IFAT and ELISA) produced a total of eleven positive
reactions. Lower false positive titers resulted from the use of high avidity ELISA
plus a chaotropic diluent. The only serological result in which titers
corresponding to both infections were not significantly reduced was suggestive
of mixed infection, on the basis of the fact that it was connected to a patient
evidently exposed to both agents. This experiment suggests that the use of a
chaotropic diluent can be a useful tool to reduce the proportion of such false
parasitic mixed infection results as those investigated by us.

Key words: Serology, Leishmaniasis, Chagas disease, ELISA, IFAT, IgG
antibody avidity.



1 INTRODUCAO

Doengca de Chagas e Leishmaniose Tegumentar Americana, duas
endemias prevalentes no continente americano sdo causadas por protozoarios
da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, géneros Trypanosoma e
Leishmania, respectivamente (Ferreira et al. 2003). Além de provocar graves
problemas de saude publica as populagdes que afetam, trazem consequéncias
nefastas do ponto de vista social e econdmico (Vexenat et al 1996). Ocupam
lugar de destaque dentre as doengas causadas por protozoarios transmitidas
nos tropicos, sendo superadas em importancia apenas pela malaria (Lumsden
& Marsden 1971).

A doenca de Chagas ou Tripanossomose americana € causada por
Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 (Craig & Faust 1943). Foi descoberta por
Carlos Ribeiro Justiniano Chagas — Carlos Chagas — brasileiro que teve o
mérito de descrevé-la relacionando todos os elos da cadeia de transmissao.
Craig & Faust (op. cit) relatam distribuicdo da infecgdo por T. cruzi nas
Américas, desde o México até o Chile e a Argentina, em humanos e, desde o
sul dos Estados Unidos até Chile e Argentina, em hospedeiros invertebrados e
reservatorios mamiferos. Em fins de 1950, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) divulgava 12 milhdes de pessoas infectadas e outras 35 milhdes
expostas ao risco de contrair a infeccdo (WHO 1960). Recentemente, os
relatos sdo para cerca de 20 milhdes de infectados nas Américas Central e do
Sul (WHO 1997, Telles et al. 2003), sendo o Brasil atingido por cerca de cinco
milhdées de casos (Ferreira et al. 2003). Sabe-se hoje que a doencga de Chagas
ultrapassou os limites das Américas, constituindo risco para disseminagcdo no
continente europeu, por transmissao transfusional, devido a migracdo de

americanos infectados (Vifias 2008).

Hemipteros hematdfagos, triatomineos dos géneros Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius, transmitem o agente etiolégico. Recebem varias
denominacgdes populares no Brasil, dentre elas barbeiro, chupdo, chupanca,
potd. Representam importancia epidemioldgica como vetores as espécies que

se adaptaram aos domicilios humanos, apresentando diferengas regionais no



Brasil. No Estado de Sao Paulo, Triatoma infestans representou a espécie mais
importante na transmissdo da doenga de Chagas, assim como Panstrongylus
megistus, nos Estados de Minas Gerais e Bahia. Nos sertdes do nordeste, a
principal espécie vetora é representada por T. brasiliensis (Silveira et al. 1984,
Ferreira et al. 2003). A medida que foi sendo obtida a eliminag&o das principais
espécies transmissoras, consideradas secundarias, como T. sordida, Rhodnius
prolixus, passaram a exigir a atengao das Instituicbes encarregadas de seu

controle.

Trypanosoma cruzi, que tinha inicialmente sua circulagéo entre animais
reservatorios silvestres, recentemente tornou-se adaptado também ao ciclo
doméstico, envolvendo seres humanos. A doenga de Chagas humana inicia-se
com uma aparente ou inaparente fase aguda, mais severa em criangas nos
primeiros anos de vida. Pode evoluir para uma fase cronica, mais importante do
ponto de vista epidemiologico, em que os individuos infectados representam
potenciais reservatoérios e fontes de infeccdo. Além disso, os infectados podem
desenvolver formas clinicas graves, cardiacas e/ou digestivas, que atingem
cerca de 30% dos casos. As implicagdes da doenca, de ordem econdmica,
foram explicitadas por Pessoa & Martins (1982). Segundo esses autores, a
incapacitacéo para o trabalho, na segunda metade de vida dos pacientes, a
época mais produtiva, gera grande demanda de hospitalizagao e reabilitacéo.
Além disso, o infectado chagasico, nem sempre sintomatico, € marginalizado
pela sociedade, ndo lhe sendo dada muitas vezes oportunidade de trabalho
remunerado em atividades que seriam possiveis de executar, em consequéncia

da falta de avaliagao fisica adequada (Lana & Tafuri 1995, Dias 1999).

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas amplamente distribuidas
nas regides tropicais e sub-tropicais, causadas por protozoarios do género
Leishmania spp, transmitidas por insetos hematéfagos Phlebotomus (Diptera,
Psychodidae), sendo o género Lutzomyia considerado o principal vetor
(Forattini 1973). Podem provocar lesdes ulcerativas cutadneas ou mutilagoes,
além de infecgbes viscerais nas formas mais graves da doenga (Ghose et al.
1980, Barbosa et al. 2002). Simplificadamente, essas duas grandes categorias
clinicas definem as formas que caracterizam, respectivamente, a Leishmaniose

Tegumentar Americana, ou LTA e a Leishmaniose Visceral Americana, ou LVA,



como s3o conhecidas. Tém vasta ocorréncia nas Américas, Africa, Asia e sul
da Europa, afetando 15 milhdes de pessoas, além de apresentar risco para
outras 350 milhdes (Ferreira et al. 2003, WHO 1998). Esses autores relatam
que, a cada ano, dois milhdes de novos casos surgem no mundo. Ashford

(2000) considera as leishmanioses como zoonoses re-emergentes.

O primeiro relato, na histéria da descoberta do agente etiologico da
leishmaniose, data de 1885, quando Cunningham, na india, descreveu formas
amastigotas presentes em casos de calazar, ou leishmaniose visceral
(Altamirano-Enciso 2003). Na América do Sul, a leishmaniose visceral foi
descrita pela primeira vez em 1913, no Paraguai. No Brasil, o primeiro caso
autoctone foi relatado por Chagas, em 1936 (Craig & Faust 1943). A presenca
da doenga vem sendo registrada, desde entdo, em diversos municipios
brasileiros no Norte e no Nordeste. Dados recentes evidenciam sua expansao
em nosso pais, ndo se limitando apenas a zonas rurais, mas chegando as
periferias dos grandes centros urbanos (Brasil 1999, Amato 2006). E uma
doenca negligenciada, pois 80% dos casos ocorrem em populagdo de baixa
renda (Lauletta & Goto 2006). S&o raros o0s casos que atingem pessoas de
classe média em areas endémicas (Brasil 1999), associando-se a baixo nivel
de escolaridade (Queiroz et al. 2004). A expansdo esta diretamente
relacionada com dois fatos principais: a derrubada de florestas para constru¢ao
de rodovias e de moradias de pioneiros (que entraram acidentalmente no ciclo
zoonotico da doencga) e locais de residéncias antigas de colonos de fazendas,
onde animais domésticos e reservatérios nao silvestres (cdo, cavalo, roedores)
mantém o parasita circulando no peridomicilio (Brasil 1991, Nogueira et al.
1998).

1.1  Aspectos epidemiolégicos da doenca de Chagas no Estado
de Sao Paulo

No Estado de Sao Paulo, desde o desaparecimento das infestacbes
domiciliares de Triatoma infestans e, portanto, da interrupgdo da transmissao
vetorial da infecgdo chagasica, no inicio de 1970 (Buralli 1985, Carvalho 2000),
o Programa de Controle da Doenga de Chagas (PCDCh), desenvolvido pela
Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN), autarquia da Secretaria

de Estado da Saude, centrou atividades no estudo e vigilancia das espécies



ditas secundarias, principalmente Triatoma sordida, Panstrongylus megistus,
Rhodnius neglectus e T. tibiamaculata, espécies habitualmente encontradas
em peridomicilios e intradomicilio. As areas de maior frequéncia de encontro
destes triatomineos no Estado estdo assinaladas na Figura 1.

A maior concentragao de T. sordida se da na regiao do planalto, areas
das regionais da SUCEN de Ribeirdo Preto, Sdo José do Rio Preto e
Aracgatuba. Nas regides do Vale do Ribeira, Sorocaba, Campinas e, em
municipios pertencentes as regides de Campinas e Ribeirdo Preto, que fazem
divisa com o Estado de Minas Gerais, observa-se a presenca de P. megistus.
R. neglectus estao dispersos na regidao de planalto, coincidindo em grande
parte com a distribuicdo de T. sordida e T. tibiamaculata, na regido do Vale do
Ribeira (Wanderley et al. 2006a).

A SUCEN adota, para o Estado, uma divisdo em Servigcos Regionais
(SRs), que propicia o desenvolvimento de seus trabalhos técnicos e
administrativos de certo modo descentralizados, ainda que sob direcdo de uma
geréncia geral na capital de Sao Paulo. Sdo dez SRs, cujas sedes localizam-se
nas cidades de: Sao Paulo (SR-01), Sdo Vicente (SR-02), Taubaté (SR-03),
Sorocaba (SR-04), Campinas (SR-05), Ribeirdo Preto (SR-06), Sado José do
Rio Preto (SR-08), Aragatuba (SR-09), Presidente Prudente (SR-10) e Marilia
(SR-11). Em um nivel hierarquico menor, conta com 27 setores, espalhados no
Estado sob o comando dos Servigcos Regionais, que possibilita a abrangéncia
dos trabalhos em todos os municipios do Estado (Wanderley et al. 2006b). Na
Figura 2 encontra-se a representagcdo dos SRs e dos setores operacionais da

SUCEN, com indicagao das sedes dos seus municipios.
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Figura 1: Municipios com ocorréncia de Triatoma sordida, Panstrongylus
megistus, T. tibiamaculata e Rhodnius neglectus no Estado de S&o Paulo,

Brasil ( 2004 a 2006). Fonte: Wanderley et al. 2007. Mapas sem escala.



Legenda:
.
Jales *

B Sede Regional
Vetuporanga

. ®
Barretos Franca

* Setor de Operacio de Campo
Andradina
°

) e

u Catanduva Ribeirdo Preto
Aracatuba ™
Dracena

.

Adamantin
Presidente \Lenceslau

Araraquara ~
Séio Jodo da Boa Vista
Marilia
Presid .P' | n Bauru e
residente Prudente 75 Mogi Guidgu
i arati et
Assis i 1I.1tlll( u
. b ata
Botucatu Campinas :uhate
hd | ]

do Jos.é dos Campos,

Soro.calm S0 Paulo Caraguatqguiia
| |

Harare
-

Sas-Vicente
Registro
9

43 L

Figura 2: Municipios com sedes de Servicos Regionais e de Setores da
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1.2 O Programa de Controle da doenca de Chagas no Estado de Sao

Paulo

Desde a implantagao, a responsabilidade pelo PCDCh esteve a cargo da
SUCEN. Atualmente, os moradores envolvidos com a problematica de
triatomineos vetores em suas residéncias dispdem de vias de encaminhamento
de exemplares desses artropodes, que resultam acdes especificas, através de
instancias municipais (SUCEN 2002). Até o ano de 2002, o objetivo principal
desse Programa era manter a interrupgao da transmissao natural da doenca de
Chagas no Estado. Os objetivos especificos incluiam a investigagdo das
manifestacbes humanas decorrentes do contato da populagdo com
triatomineos potencialmente vetores; a identificacdo e o combate de colénias
domiciliares de triatomineos, a fim de contribuir para a redugao de fontes de
infeccdo humana na cadeia de transmissdo e a identificagcdo e
encaminhamento dos portadores de infecgdo chagasica ao sistema de saude.
A partir de 2003 o Programa nao mais prevé a realizagao de “buscas ativas”,
isto é, pesquisa de triatomineos nas casas da zona rural, seguindo
programagao prévia, porém, fornece capacitacdo de recursos humanos e
assessoria técnica para os municipios. Além disso desempenha as atividades
de vigilancia vetorial, atendendo notificagbes de insetos vetores e

providenciando sua eliminagdo quando indicada (Wanderley et al. 2006a).

A sorologia para infeccao chagasica no Programa de Controle do Estado
de Sao Paulo

A sorologia para diagndstico da infecgdo chagasica € realizada em
moradores de Unidades Domiciliares como parte integrante da investigagao de
focos de triatomineos detectados em atividades de rotina de busca e de
notificagdo, por parte de moradores, justificada quando observada uma das

seguintes condigdes:
- presenga de T. infestans;

- presencga de qualquer espécie com ingesta identificada como sangue

humano e positividade para T. cruzi



- presenca de qualquer espécie com ingesta identificada como sangue

humano;

- presenga de qualquer espécie positiva para T. cruzi dentro de casa
habitada.

A partir de 1993, Carvalho (2000) relata o encontro de triatomineo nao
infectado por T. cruzi, mesmo que reagente para sangue humano, em vastas
areas do Estado. A autora demonstra, segundo os resultados obtidos nos
ultimos anos, auséncia de associagao entre moradores reagentes sorolégicos e
encontro de triatomineos infectados nas unidades domiciliares investigadas.
Mesmo assim, ficou preconizada a sorologia de moradores apenas em casas
onde fossem capturados triatomineos positivos no intradomicilio. As avaliagdes
da “atividade sorologia” no PCDCh foram feitas por Carvalho (2000), Carvalho
et al. (2002) e Carvalho et al. (2003). Obtiveram esses autores, dentre os casos
com resultados soroldgicos positivos, comportamento distinto entre populagdes
humanas provenientes das regides de planalto e de litoral. Na primeira, foi
observada positividade relacionada aos grupos etarios mais elevados,
associados a épocas em que a transmissao era ativa no Estado; na segunda,
ndo houve essa associagdo, sugerindo modo de transmissdo oral, assim

caracterizada apoés cuidadosa investigagédo de casos.

1.3 Aspectos epidemioldgicos da Leishmaniose Tegumentar
Americana no Estado de Sao Paulo

Desde o inicio do século XX a Leishmaniose Tegumentar Americana foi
considerada um problema de saude publica no Estado de Sao Paulo,
envolvendo trabalhadores de construgao de ferrovias nas regides noroeste e
oeste, em uma época em que o desmatamento de areas florestadas propiciou
intenso contato da populacdo humana com os vetores da LTA. Segundo
Proenca e Muller (1979), a medida que essas areas vao sendo ocupadas e
integradas a um processo de desenvolvimento, 0 numero de casos da doenga
tende a diminuir e até mesmo a desaparecer, recrudescendo quando novos

contatos se ddo em matas que mantém focos silvestres proximos.

Sabe-se que a cobertura vegetal original do Estado de S&o Paulo

ocupava 81,1% de seu territério, no comeco de século XIX e que foi reduzida a



8,3% no inicio da década de 1970, concentrando-se na regiao do Litoral e em
pequenas manchas residuais espalhadas em poucas regides (Vitor 1975). Esta
condicdo influenciou a manutencao dos focos silvestres, em que os parasitas
circulam entre animais reservatorios e insetos transmissores. Na populagéo
humana, ambos sexos sao atingidos, sem diferengas significativas entre eles, e
em todas as faixas etarias (Gomes 1992, Camargo-Neves 1999). Mantém-se
um padrao epidemioldgico endémico: entre 1979 e 1992 houve a notificagao de
3389 casos, dos quais 70% classificados como autdctones do Estado
(Tolezano 1994, Domingos 1997).

Deve-se destacar no Estado de Sao Paulo que, além de LTA, casos de
LVA tem ocorrido em menos de dez anos em seu territério, com envolvimento
de caes em area urbana, como no caso de Aracatuba. Leishmania (L.) chagasi
foi isolada e Lutzomyia longipalpis encontrado, tendo-se caracterizado o

primeiro caso humano autdctone de LVA no Estado (S&o Paulo 2003).

Pode-se visualizar nos mapas do Estado, constantes das Figuras 3 e 4,
a distribuicdo de casos notificados de LTA e das espécies vetoras identificadas,

respectivamente, nos periodos de 1986 a 1995 (Camargo-Neves et al. 2002).

.
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Figura 3 — Mapa identificando as areas ocupadas pelos municipios com
registro de incidéncia de LTA, Estado de S&o Paulo, 1986 a 1995.

Fonte: Camargo-Neves et al 2002.
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Figura 4 — Mapas identificando as éareas ocupadas pelos
municipios com pesquisa de flebotomineos, Estado de Sao Paulo, 1986
a 1995.

Fonte: Camargo-Neves et al 2002.

1.4 O Programa de Controle da Leishmaniose Tegumentar
Americana no Estado de Sao Paulo

As acdes de controle da Leishmaniose Tegumentar Americana estéo a
cargo do Centro de Vigilancia Epidemiolégica (CVE), do Instituto Adolfo Lutz
(IAL) e da SUCEN. A primeira é responsavel pela investigacao epidemiolégica
de casos suspeitos e confirmados, o IAL, pelo diagndstico laboratorial
executando as técnicas de Montenegro (IRM), imunofluorescéncia indireta e
imunoensaio enzimatico e a SUCEN, por identificacdo e controle de
flebotomineos vetores (Sdo Paulo 1995, Brasil, 2006b). Diferentemente do que
ocorreu com o Programa de Controle da Doenca de Chagas, que esteve sob
comando de uma unica instituicdo durante varias décadas, facilitando o
desenvolvimento de acgbes de controle, o Programa de Controle da LTA foi
organizado em anos recentes (segunda metade da década de 1980). Os casos
sao notificados e fazem parte de um sistema de vigilancia epidemiolégica: as
informagbes s&o padronizadas e contidas em fichas de investigagdo, sob

responsabilidade do CVE. Da boa articulagdo entre as instancias dependera a
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efetividade das agdes do Programa, incluindo-se ai a atengdo para a

superposig¢ao de resultados para as infecgdes chagasica e de LTA.
Diagnostico soroldgico de Doenca de Chagas e de Leishmaniose

O diagndstico sorolégico de doenga de Chagas e de leishmaniose, como
o0 de outras doencas parasitarias, teve inicio no comego do século passado,
com o desenvolvimento da reac&o de fixagdo de complemento (RFC) (Kagan
1973). Largamente aplicada a doenga de Chagas, recebeu o nome de reagao
de Guerreiro & Machado, aperfeicoada de tal modo que mereceu uma
publicagdo da Organizacdo Panamericana da Saude em 1976, com as autorias
de Almeida e Fife Jr. (Carvalho 2000).

Com a evolugao dos estudos dessa area, diversos testes foram sendo
avaliados e disponibilizados para uso da comunidade cientifica, ocupando a
intradermorreacao lugar de destaque, até os dias atuais, no diagndstico da

leishmaniose.

No final da década de 1950 e inicio da de 1960, as reacbes de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) e de hemaglutinagdo indireta (HAI) foram
amplamente utilizadas em estudos soroepidemiolégicos de protozooses. Os
resultados comparaveis entre os usos de RIFI, HAl e RFC, com vantagens
operacionais nas duas primeiras, pela disponibilidade de “kits” comerciais,
ampliaram as possibilidades de seus usos. Na SUCEN, a RIFI foi selecionada
para uso em diferentes inquéritos sorolégicos populacionais e na avaliagao do
Programa de Controle sobre doenga de Chagas (Carvalho 2000). Na
leishmaniose, a RIFI, preconizada por Walton et al. (1972), é indicada para ser
utilizada em associagao a outros testes, principalmente quando a evidenciagao

de formas parasitarias é falha (Brasil 2006a).

No final da década de 1970 e inicio da de 1980, a técnica de
imunoensaio enzimatico (enzyme-linked immunosorbent assay — ELISA)
passou a ser utilizada para infecgao chagasica. Por permitir leitura instrumental
dos resultados, em colorimetro fotoelétrico, eliminando componente subijetivo
na avaliagdo, mostrou-se adequada ao seu uso em epidemiologia (Carvalho
2000). Para a leishmaniose, se suficientemente padronizada, fornece

resultados comparaveis a RIFI (Silva 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

A preocupacédo com o diagnéstico diferencial entre doenca de Chagas e
leishmaniose ndo é recente. Craig & Faust (1943) alertavam para a
possibilidade de diferenciar ambas as infec¢des, diante da “recente descoberta
do kala-azar no Brasil”’, tomando-se cuidado em caracteriza-las por culturas ou
por xenodiagnéstico. Na sorologia, reagdes cruzadas vem sendo observadas
desde as primeiras experimentagdes, entre antigenos de leishmanias e de
tripanossomas, conforme relatado por Pessoa & Martins (1974), para as
diversas provas utilizadas nas décadas de 1950 e 1960, desde as de floculagéo
até as de fixacdo de complemento e de imunofluorescéncia. As reacgdes
soroldgicas convencionais para o diagndstico da tripanossomiase americana e
das leishmanioses, como a imunofluorescéncia indireta (RIFI), o imunoensaio
enzimatico (ELISA), a hemaglutinagcédo indireta (HAI), e a aglutinagao direta,
usam como antigeno tanto parasitas totais como extratos de T. cruzi e

Leishmania spp..

Tais reagdes cruzadas sao previsiveis, pois ambos os protozoarios
pertencem a ordem Kinetoplastida. O teste diagndstico baseado em antigenos
de uma espécie pode fornecer reacdes positivas na presenca de outras
espécies de Leishmania ou mesmo de Trypanosoma (Schmidt & Roberts
1977). O parentesco proximo demonstrado por estes protozoarios sugere que
antigenos comuns possam ser encontrados entre estas espécies (El-Sayed et
al. 2005). De fato, estudos recentes tém mostrado algum grau de reacado
cruzada soroldgica entre estes agentes etiolégicos distintos (Vexenat et al.
1996).

Para efeito de Programa de Controle, a implicagdo desse tipo de
ocorréncia € preocupante, quanto as avaliagcoes de estimativas de prevaléncia
para as infecgbes chagasica e leishmanidtica. A regidao Oeste do Estado de
Sao Paulo, reconhecida como sendo infestada por triatomineos, principalmente
pelas espécies T. sordida e R. neglectus (Silva et al. 2003), tem presencga
concomitante do flebotomineo Lutzomyia Ilongipalpis. Embora os casos

detectados na sorologia do Programa de Controle da Doenga de Chagas se
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associem, nessa regiao, a aquisicao da infeccdo chagasica, tanto em outros
Estados da federacdo, endémicos para a doenga, quanto autdctones,
consequentes de épocas em que se alastrava a doenga em nosso Estado, a
possibilidade de transmissdo das leishmanioses nessa area nao pode ser
desconsiderada. Desse modo pode haver o aparecimento simultdneo das
infecgbes por T. cruzi e por Leishmania sp. Em outras regides do planalto
paulista verifica-se também a ocorréncia de superposicdo de areas de

triatomineos e flebotomineos.

Ainda que tradicionalmente seja considerada indene para doenga de
Chagas, a regido Litoranea apresenta casos de infec¢cdo chagasica detectados
por sorologia. Supde-se que parte desses casos possa ser relacionada a
infeccado por leishmanias, pois ha relato de casos de LTA descobertos a partir
de reacdo cruzada com antigeno de T. cruzi (Carvalho, 2000). Domingos
(1997) demonstrou que a incidéncia da LTA no Vale do Ribeira é responsavel

por até 40% dos casos notificados no Estado.

Como consequéncia, as estimativas da prevaléncia da infecgao
chagasica sofrem a influéncia dos baixos valores preditivos que as reagdes
sorologicas apresentam em areas de compartiihamento de ocorréncia de
ambos agravos. Além disso, é dificil justificar o encontro de reacbes
soroldgicas positivas em casos nao associados a historias epidemioldgicas

compativeis com a transmisséo.

Embora reagdes cruzadas possam ser observadas com titulos préoximos
ao utilizado como corte entre reagentes e nédo reagentes (Malchiodi et al.
2003), espera-se que a quantificagdo do teor de anticorpos frente a antigenos
homologos permita uma avaliagdo mais acurada da especificidade do
diagnodstico (WHO 1999, Badaré et al. 1983) e, consequentemente, dos valores

de predi¢cao negativos dos testes soroldgicos.

Como forma de aumentar a especificidade das reagdes soroldgicas tém
sido estudado o emprego de antigenos recombinantes, como o “rk-39”, que
detecta somente anticorpos circulantes da forma ativa da LVA (Badaré 1996) e
de outros antigenos purificados (Malchiodi et al. 1994). Também pode ser

utilizada uma técnica para eliminar os anticorpos nao especificos, que consiste
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no uso, como diluente, de um agente dissociante para ELISA, de alta avidez,

que permita obter resultados mais confiaveis (Hedman et al. 1989).

O Laboratério de Imunoepidemologia da SUCEN, que realiza
rotineiramente a sorologia para infecgdo chagasica das amostras obtidas em
decorréncia do atendimento das normas do PCDCh, as tem mantido sob
congelamento a —70 °C, apds processamento. Assim, pareceu-nos interessante
adotar uma alternativa para contornar os efeitos de possiveis reacdes cruzadas
entre ambas as infecgdes, com o uso de uma técnica que permita eliminar os
anticorpos nao especificos (de baixa avidez) e manter a reagdo com os
anticorpos especificos (alta avidez ou afinidade). Pode ser utilizado um ensaio
imunoenzimatico com agente dissociante (caotrépico, no caso a uréia) para
eluir as amostras e romper as pontes de hidrogénio das ligagdes de anticorpos

de baixa avidez (Hedman et al. 1989).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar e padronizar um diluente de amostra que possibilite diferenciar,
em reacgdes sorologicas, anticorpos IgG especificos no diagndstico de doenca

de Chagas e de Leishmaniose.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Avaliar a sororreatividade para anticorpos IgG, por meio das
técnicas de imunofluorescéncia indireta qualitativa e de imunoensaio
enzimatico (ELISA), adaptadas ao uso de eluatos de sangue total, por meio de
antigenos purificados de Leishmania (L.) amazonensis, em amostras obtidas
durante o periodo de 1996 a 2003, procedentes de regides do Estado de Séo
Paulo, para as quais o sorodiagnostico de infeccao chagasica havia sido

realizado.

3.2.2 Realizar uma técnica de imunoensaio enzimatico (ELISA) de alta
avidez, em amostras que se apresentaram simultaneamente reagentes para
infecgdo chagasica e leishmaniose, obtidas durante o periodo de 1996 a 2003,
procedentes de algumas regides do Estado de S&o Paulo, para as quais o

sorodiagndstico de infecgcao chagasica havia sido realizado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

O estudo foi com 1333 amostras de sangue obtidas durante o periodo de
1996 a 2003, no Programa de Controle da Doenga de Chagas (PCDCh) no
Estado de Sao Paulo, procedentes dos Servigos Regionais (SRs), dos quais
um, o de Sao Vicente (SR-02), representa regiao de litoral e os demais, de

areas de planalto.

Todas as amostras foram armazenadas sob a forma de eluatos de
sangue total absorvido em papel-filtro, mantidos sob congelamento (-70 °C).
Haviam sido testadas anteriormente por ensaio imunoenzimatico e reacao de
Imunofluorescéncia Indireta para doenga de Chagas, como preconizado no
PCDCh do Estado de Sao Paulo.

4.2 Técnicas soroldgicas convencionais adotadas

As técnicas sorolégicas utilizadas nos experimentos foram as
preconizadas pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO 1999): reacédo de
Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para

pesquisa de anticorpos IgG humanos anti-Leishmania (L.) amazonensis.

4.2.1 Imunofluorescéncia Indireta (IFI)

A pesquisa de anticorpos IgG anti-Leishmania (L.) amazonensis foi
realizada por Imunofluorescéncia Indireta, assim descrita: o antigeno (formas
parasitarias promastigotas formolizadas) foi distribuido em espacgos delimitados
de laminas para microscopia de fluorescéncia, de modo a conter de 20 a 30
elementos parasitarios por campo microscopico. As amostras, na diluicdo de
1/8, foram depositadas sobre a superficie do antigeno (10uL por espago) e

estas foram incubadas a 37 °C, em cadmara umida, por 30 minutos.
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Decorrido o periodo de incubacéao, as laminas foram lavadas trés vezes,
por 10 minutos cada, com solugédo salina tamponada fosfatada (SSTF) 0,01M
pH 7,2. Apds cuidadosa secagem foram adicionados 10 yL de conjugado anti-
IgG humano marcado com Isotiocianato de Fluoresceina, na diluicdo de sua
maxima reatividade, 1:400, sobre cada espaco e as laminas foram novamente
incubadas a 37 °C, em camara umida, por 30 minutos. O conjugado foi diluido

em solugao de Evans 0,01% em SSTF, utilizado como contra-coloragéo.

Apds incubagado com o conjugado, as laminas foram novamente lavadas
duas vezes com SSTF e uma em agua destilada e secadas ao ar. Em seguida
foi acrescentada solugédo de glicerina tamponada carbonato-bicarbonato 0,5 M
pH 8,5. O material, coberto com laminula, foi mantido ao abrigo da luz até o

momento da observagéo sob 0 microscopio.

A avaliacao de intensidade de fluorescéncia foi feita em microscoépio de
epifluorescéncia (Zeiss Axioskop®) com sistema de filtros para derivados de
Fluoresceina e lampada de vapor de mercurio de 100W. Objetiva 40X. Foram
consideradas positivas as reagdes em que as formas promastigotas
apresentaram uma clara fluorescéncia verde na membrana celular, contra um
fundo vermelho-acastanhado fornecido pela coloracédo de contraste. A auséncia
de fluorescéncia ou sua presenca apenas nha extremidade ou nucleo dos

parasitas, conhecida como fluorescéncia polar, caracteriza reagdo negativa.

4.2.2 Imunoensaio enzimatico (ELISA)

O ensaio foi baseado na metodologia descrita na literatura por Hedman
et al. (1989). Brevemente, placas de poliestireno de 96 cavidades para
microtitulacdo, certificadas para alta ligagdo de proteinas (Costar®), foram
sensibilizadas com 100 pL/pogo de antigeno protéico soluvel de Leishmania
(L.) amazonensis na concentracdo de 10 pg/mL, suspenso em solugao
caotrépica neutra contendo tampao fosfato 0,02 M pH 7,2 (SSTF) e Uréia 8M,
por 20h a 4 °C em camara umida. A seguir, foram lavadas trés vezes, por 5
minutos cada, com SSTF 0,02M pH 7,2 contendo 0,05% de Tween 20 (SSTF-
T) e bloqueadas com solugéo de leite desnatado (Molico®) a 0,3% em SSTF-T

durante 1 hora em estufa a 37 °C. Apds bloqueio e trés lavagens nesse
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diluente, foram aplicados 100 plL/cavidade de amostras de soros, diluidas em
diferentes concentragdes de Uréia (0,125M, 0,25M, 0,5M, 1M e 2M). A placa foi
incubada a 37 °C por 1 hora. Apos trés novas lavagens, foram aplicados 100
uL/cavidade de conjugado anti-lgG humano marcado com peroxidase
(Sigma®), na diluigdo de 1:20000, e a placa foi novamente incubada por 1 hora
a 37 °C.

Apds lavagem, a revelagao da reacgao foi feita adicionando-se solugéo
citrato de sodio 0,05M pH 5,8 contendo OPD 0,4 mg/mL e H,O, 0,03% e
interrompida, apdés 30 minutos, pela adicdo de HCI 4N. A leitura de absorbancia
(ou densidade optica — D.O.), a 492 nm, foi feita em colorimetro dotado de

sistema de avaliagao automatica de microplacas (Labsystems Multiskan MS®).

4.3 Padronizacao do ELISA avidez

As figuras 6 a 12 representam os organogramas de experimentacao e
ilustram, de modo simplificado, a padronizagao realizada do teste ELISA

avidez, explicados nos itens a seguir.
4.3.1 Soros

Na padronizacdo da técnica de ELISA para detectar a avidez de
anticorpos da classe IgG anti-Leishmania, foram utilizados 20 soros
selecionados a partir de triagem prévia pela reacdo de imunofluorescéncia
indireta, sendo que dez soros foram obtidos de pacientes portadores de doenga
de Chagas e dez soros foram obtidos de pacientes com leishmaniose. Os soros
de portadores de doenga de Chagas foram fornecidos, respectivamente, pelo
Setor de Xenodiagnodstico do Instituto “Dante Pazzanese” de Cardiologia de
Sao Paulo, disponibilizados para o Laboratério de Imunoepidemiologia da
Sucen, em Sao Paulo e pelo Departamento de Soroepidemiologia do Instituto
de Medicina Tropical de Sdo Paulo da USP. Todos os soros foram mantidos a

temperatura de — 20 °C até o momento do uso.
4.3.2 Parasitas

Promastigotas de Leishmania amazonensis foram mantidas em garrafas
de cultura (Corning®), em meio RPMI® 1640 (Trager & Jensen 1976)
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(Cultilab®), enriquecido com 20% de soro fetal bovino inativado e estéril,
hemina bovina 1ug/L e 0,01mg/mL de antibiético (gentamicina) e mantidas em
estufa tipo B.O.D. com temperatura controlada de 24 °C. As culturas foram
monitoradas diariamente por microscopia de contraste de fase, com objetiva de
40X.

4.3.2.1 Purificacao dos parasitas

Apods cinco dias de crescimento em meio RPMI® (Trager & Jensen,
1976), as formas promastigotas foram recuperadas através de centrifugagéo do
meio a 3000 RPM por 20 minutos, a 4 °C. Apos centrifugacéo, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento, contendo as promastigotas, foi utilizado para

preparo dos antigenos para as reagdes RIFI e ELISA.

4.3.2.2 Producao do extrato antigénico soluvel de Leishmania (L.)
amazonensis para reacao imunoenzimatica (ELISA)

Suspensobes purificadas de Leishmania amazonensis receberam adicao
de 5mL de agua destilada e foram submetidas a sonicagdo (Sonic
Dismembrator, Quigley-Rochester Inc, USA), a 40 ciclos por periodos de 30
segundos, em banho de gelo. Apds a certificagdo microscopica da lise total dos
parasitas, acrescentaram-se 5 mL de NaCl 0,3M, que tém por fungédo isotonizar
a solugdo, que foi centrifugada a 10000g por 30 minutos a 4 °C, segundo
metodologia descrita por Camargo et al. 1978 a, b. O sedimento foi aliquotado

e mantido a -70 °C.
4.3.2.3 Quantificacao de proteinas

A dosagem de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(1976). Para obtencéo da curva padrdo com 7 pontos, utilizou-se uma solugao
padrdo de y-globulina humana (Behring®) na concentracdo de 1 mg/mL. Um
volume de 20 pL do extrato antigénico foi adicionado a 1 mL de reagente de
Bradford e 50 uL de solugédo de NaOH 1M. A leitura espectrofotométrica foi
feita a 595 nm (Ultrospec 3000 - Pharmacia Biotech) e de acordo com a curva
de calibragdo realizada com a y-globulina humana [(D.O. 595 nm X 0,9352) -

0,065] obteve-se a concentracao protéica.

4.3.3 Padronizacao da concentracao de agente caotropico
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Para a padronizagcdo da concentragdo ideal de agente dissociante
(caotrdpico), foram utilizados 20 soros previamente testados, de acordo com o

mencionado no item 4.3.1.

O agente caotropico utilizado na padronizagdo do ELISA Avidez foi a
solugao de Uréia nas seguintes concentragdes: 0,125M, 0,25M, 0,5M, 1M e
2M. As amostras foram utilizadas nas dilui¢des 1:100, 1:400, 1:1600 e 1:6400.

A concentracao de Uréia que melhor eliminou as reacdes cruzadas foi a 0,5M.

4.3.4 Ensaio para determinacao da concentracao ideal de antigeno
para a reacao imunoenzimatica (ELISA)

Foram utilizadas placas de poliestireno de 96 pocos para microtitulagao,
certificadas para alta ligagdo de proteinas (Costar®). As placas foram
sensibilizadas com 100 pL/pogo de concentragcdes de 1 ug e 10 ug de antigeno
soluvel de Leishmania amazonensis, que foram diluidas em tampao carbonato-
bicarbonato 0,1M pH 9,5. Apds incubacao por 20 horas a temperatura de 6 °C,
foram lavadas trés vezes, por 5 minutos cada, com SSTF 0,02M pH 7,2,
contendo 0,05% de Tween 20 (SSTF-T) e bloqueadas com 0,3% de solugao de
leite desnatado (Molico®) em SSTF-T durante 1 hora em estufa a 37 °C. Apos
bloqueio e trés lavagens com SSTF-T, foram aplicados 100 plL/pogo de
amostras de soros controle positivo e negativo, em duplicata, nas diluigdes
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400 e a placa foi incubada a 37
°C por 1hora. Apos 3 novas lavagens, foram aplicados 100 yL por cavidade de
conjugado anti-IgG humano marcado com peroxidase (Sigma®), na diluicdo de

1:20000, e a placa foi novamente incubada por 1 hora a 37 °C.

ApoOs a lavagem, a revelacao da reacao foi feita pela adicdo de solugao
de citrato de sodio 0,05M pH 5,8 contendo OPD 0,4mg/mL e H,O, 0,03% e
interrompida, apds 30 minutos, pela adicdo de HCI 4N. A leitura das
absorbancias (ou densidades opticas - D.O.) foi feita a 492 nm, em colorimetro
dotado de sistema de avaliagdo automatica de microplacas (Labsystems
Multiskan MS®).
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4.4 Critério para adocao de resultado positivo e negativo

O resultado foi considerado positivo quando ambas reagodes, RIFI e
ELISA, apresentaram-se reagentes. Resultados discordantes obtidos,
independentemente se em reagdo de imunofluorescéncia indireta ou em

imunoensaio enzimatico, foram considerados como negativos.

4.5 Organizacao dos dados

Um banco de dados foi elaborado em programa “Excel”’, contendo as
seguintes variaveis: identificagcdo da amostra, resultado de RIFI para doenca de
Chagas (Negativo ou Positivo), resultado de RIFI para Leishmaniose (Negativo
ou Positivo), resultado de ELISA para doenga de Chagas (Negativo ou
Positivo), resultado de ELISA para Leishmaniose (com valores de absorbancia

e resultado Negativo ou Positivo), idade e sexo.

As analises de frequéncias simples, de Qui quadrado e a analise de
graficos foram realizadas com a aplicagdo dos programas EPIl INFO (Dean et
al. 1994), STATA - Stata version 10 for Windows (32-bit)-15 Oct 2007 update e
Graph Pad Prisma 3, respectivamente, todos programas de dominio publico,

disponibilizados pela Organizacdo Mundial de Saude.

4.6 Aspectos éticos da pesquisa

A obtencdo de amostras de sangue foi decorréncia de atividades
programaticas da Superintendéncia de Controle de Endemias — SUCEN. No
momento da colheita de sangue a necessaria autorizagdo foi requerida dos
pacientes, em consentimento livre e esclarecido. O sigilo da identificacdo das
pessoas foi mantido, trabalhando-se com as amostras codificadas.
Respeitando, ainda, o que é preconizado no Tratado de Helsinque, o projeto foi
submetido ao Comité de Etica da Unicamp, CEP Grupo I, obtendo Parecer
favoravel (Parecer projeto n.° 158/2006 - CAA; 0393.0.000. 146-06).
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5 RESULTADOS

Utilizamos 585 amostras de sangue provenientes dos seguintes Servigos
Regionais: Sado Vicente (SR-02), Sdo José do Rio Preto (SR-08), Aracatuba
(SR-09) e Presidente Prudente (SR-10). As regides envolvidas estédo
assinaladas na FIGURA 5

Figura 5. Mapa do Estado de S&o Paulo, Brasil, com a localizacdo dos
municipios trabalhados (laranja) em sorologia para infeccdo chagasica, de 1996 a

2003. Mapa sem escala.

Legenda de cores: Azul — Servico Regional de Sao José do Rio Preto;
Vermelho — Servico Regional de Aragatuba; — Servico Regional de

Presidente Prudente; Verde escuro — Servigo Regional de Sao Vicente.
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Na Tabela 1 discrimina-se o total de amostras por Servico Regional

considerado e algumas informagdes a elas pertinentes.

Tabela 1: Amostras de sangue colhidas entre 1996 e 2003 em alguns

Servigos Regionais do Estado de Sdo Paulo, para diagndstico sorolégico de

infeccdo chagasica, com discriminagao por sexo e idade.

Servigo N.° amostras Média de Sexo
Regional examinadas  idade em anos o
+ desvio Feminino (%) Masculino
padrao (IC- (%)
95%)
02 - Séao 363 26119,2 191 (52,6) 172 (47,4)
Vicente
(42,2-52,6)
08 - Sao José 169 36,6+20,9 81 (47,9) 88 (52,1)
do Rio Preto
(44,2-59,8)
09 - 35 30,9+21,8 13 (37,1) 22 (62,9)
Aracatuba
(44,9-78,5)
10- 18 41,2122 ,1 8 (44,4) 10 (55,6)
Presidente
(30,7-78,4)
Prudente
TOTAL 585 29,9+20,6 293 (50,1) 292 (49,9)
(50,4-58,6)

(IC-95%)=Intervalo de Confianca a 95%.
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5.1 Determinacao da concentracao ideal de antigeno

Para a determinagdo da concentracdo ideal de antigeno soluvel de

Leishmania amazonensis foram utilizadas concentragdes de 1 ug/mL e 10

pMg/mL de extrato antigénico soluvel, a partir de um concentrado de 186 pg/mL

e os resultados obtidos estao representados na Figura 13. O conjugado anti-

IgG humano foi diluido a 1: 3000 e os controles foram utilizadas, em duplicata,
nas seguintes dilui¢des: 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400.

10 ug
4 -
—— positivo
. —o— negativo
o
=
B 2
=
w
1_
0 — e Prrr
10 100 1000 10000
Diluigao do soro
1
. + positivo
% 8 2 o negativo
=
w
o _1_ o
a
8 o 5 § e
| -2 §
-3 T T T
1 2 3 4 5

LOG DILUIGAC DO SORO
positivo  negativo
X-intercept | 2.592 -2.278

Z= 390

ELISA(DO)

LOG DO ELISA

1ug
—— positivo
—o— negativo
0——?_.«_,. :
10 100 1000 10000

Diluigao do soro

+  positivo
\\ o negativo

LOG DILUICAO DO SORO

positivo  negativo

X-intercept | 2.452 -0.3696

(= 283

Figura 13: Titulagdo do antigeno soluvel de Leishmania amazonensis

aplicado a reacao imunoenzimatica (ELISA).

Observando os graficos (Figura 13), pode ser verificado que as

respostas das concentragbes de 1 ug e 10 ug de antigeno responderam de
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forma semelhante, discriminando bem os controles positivo e negativo, com
valores de absorbancias semelhantes. Desse modo, para a realizagdo da
técnica de ELISA, utilizou-se a concentracao de 1 pg de antigeno/mL.

5.2 Determinacao da concentracao ideal do caotrépico

Para determinar a concentragdo ideal do agente caotrépico a ser
utilizado nas reacdoes de ELISA de alta avidez, foram utilizados 20 soros
selecionados a partir de uma triagem prévia pela reagao de imunofluorescéncia
indireta, sendo 10 soros reagentes para a doenga de Chagas (representados
pelos simbolos fechados no grafico) e 10 soros reagentes para leishmaniose

(representados pelos simbolos abertos na Figura 14).

Os resultados obtidos com os soros reagentes para doenga de Chagas e
leishmaniose para determinar a concentragao ideal de caotropico para eliminar

as reacgdes cruzadas estdo expostos nas Figuras 14A, 14B e 14C.

O conjugado anti-lgG humano foi diluido a 1:20000. Os pogos da
microplaca de ELISA foram sensibilizados com 1ug de antigeno. Os soros
foram utilizados nas seguintes diluigdes: 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600,
1:3200 e 1:6400. O agente caotropico foi utilizado nas seguintes
concentracées: 0,125 M, 0,25 M, 0,5 M, 1 M e 2 M.
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Figura 14: Variagdo da reagao ELISA usando antigeno de Leishmania

amazonensis de acordo com o tipo de mensuracdo e a concentracdo de

caotrépico na diluigdo. A - em soro nao diluido. B - Absorbancia na diluicdo

1:100; C - Absorbancia na diluigdo 1:400. c= soro positivo para Trypanosoma

cruzi, 1= soro positivo para leishmaniose. Barras representam média dos

valores.

O grafico que representa a relagdo dos titulos entre os soros de

pacientes chagasicos e os de leishmaniose pode ser observado na Figura 15.

Os soros foram utilizados nas diluicées de 1:100 e 1:400. As diluigbes acima
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desses valores nao foram contempladas no grafico devido a baixa resposta que

apresentaram.
1.0
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& 074 —— Diluigdo 1:400
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Figura 15: Variagcdo da média dos titulos de ELISA na relagao entre os
soros Doenga de Chagas (simbolo fechado) e Leishmaniose (simbolo aberto)
de acordo com a concentragcédo de caotropico.

Como pode ser observado pelo titulo (linha espessa), a concentragao de
0,5 M é a mais indicada para ser utilizada como diluente de amostra e diminuir
a ocorréncia de reagdes cruzadas (é onde se inicia a queda do titulo).
Concentragbes acima de 1M de Uréia nao responderam bem, ficando os

valores da curva do grafico constantes.
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5.3 Imunofluorescéncia Indireta e Imunoensaio Enzimatico

Todas as amostras foram processadas para doenca de Chagas e
leishmaniose, por ELISA e RIFI, e os resultados positivos destes ensaios

imunoldgicos podem ser observados na Tabela 2.

Para a doenca de Chagas, do total de 585 amostras, 17 (2,9%) foram
reagentes somente na RIFl e 18 (3,1%) para ELISA, mas somente 13 dessas
amostras foram consideradas como positivas para infec¢do chagasica, pois
foram reativas em ambas as técnicas. Essas 13 amostras representam 2,2%
do total, estando distribuidas da seguinte forma entre as regides: 8 amostras
(61,54%) pertencem ao SR-08, 4 amostras (30,77%) pertencem ao SR-02 e 1
amostra (7,69%) pertence ao SR-09.

Tabela 2: Amostras positivas nas reagdes de Imunofluorescéncia
Indireta e ELISA para doenga de Chagas (Ch), com antigenos de Trypanosoma
cruzi e de leishmaniose (L), com antigeno de Leishmania (L.) amazonensis, por

regidao do Estado de S&o Paulo.

Regido Total

Reacbes S. Vicente S. José Rio Aracatuba Presidente

positivas Preto Prudente

N.° (%) N.° (%) N.° (%) N.° (%) N.° (%)

RIFI-Ch 7 (41,2) 8 (47,1) 2 (11,7) 0 (0,0) 17 (100,0)
ELISA-Ch 9 (50,0) 8 (44,4) 1 (5,6) 0 (0,0) 18 (100,0)
D. de Chagas 4 (30,8) 8 (61,5) 1(7,7) 0 (0,0) 13 (100,0)
RIFI-L 15 (51,7) 11 (37,9) 3(10,4) 0 (0,0) 29 (100,0)
ELISA-L 54 (60,0) 19 (21,1) 5(5,6) 12 (13,3) 90 (100,0)
Leishmaniose 9 (47,4) 9(47,4) 1(5,2) 0 (0,0) 19 (100,0)
D. Chagas e 4(36,4) 6 (54,5) 1(9,1) 0 (0,0) 11 (100,0)

Leishmaniose
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Com relagcao a leishmaniose, do total de 585 amostras, 29 amostras
foram reagentes somente na RIFI e 90 em ELISA, mas somente 19 delas foram
consideradas como positivas para leishmaniose, pois resultaram reativas em
ambos os testes. As 19 amostras representam 3,25% do total e estdo
distribuidas da seguinte forma entre as regides: 9 amostras (47,4%) pertencem
a regiao de Sao Vicente, 9 amostras (47,4%) pertencem a regidao de Sao José
do Rio Preto e 1 amostra (5,2%) pertence a regido de Aragatuba. A regido de
Presidente Prudente ndo apresentou nenhuma amostra reagente para ambos

os agentes.

Observando as 13 amostras reagentes para doenga de Chagas e as 19
reagentes para leishmaniose verificou-se que, entre elas, 11 apresentaram-se
reagentes para ambas as infecgdes. Essas 11 amostras, representando 1,9%
do total examinado, foram consideradas como tendo reagdes cruzadas e foram

reprocessadas com o ELISA Avidez.

A tabela 3 mostra a média de idade, por regido, dos pacientes com

amostras reagentes para doenga de Chagas e leishmaniose.

TABELA 3: Média de idade, por regido do Estado de Sao Paulo, dos

pacientes com amostras reagentes para doenga de Chagas e leishmaniose.

Média das idades Regiao
(anos) . o
Sao Vicente S. José Rio Preto Aracatuba
D. de Chagas 36 38 25
Leishmaniose 24 37 25

As amostras que apresentaram reacdes cruzadas foram reavaliadas
utilizando-se uréia 0,5M como diluente, com o objetivo de avaliar o grau de
reducido das reacdes cruzadas. Foi observado que 11 amostras apresentaram

uma reducao nos valores das densidades 6pticas e uma manteve-se invariante
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(amostra 2). Trés amostras que estavam com o titulo no limiar de reatividade

nao foram consideradas como co infec¢gées (amostras 3, 4 e 10), apesar de

nao ter havido diferenga nos titulos, com e sem caotroépico.

As amostras foram diluidas em SSTF e em uréia 0,5M, concentragao

que mais eliminou as reacdes cruzadas. Os resultados obtidos podem ser

verificados na Figura 16.

2.0
= D.O. sem caotropico
o D.O.com caotrépico
£ . (0,5M uréia)
c 1.549
N o
o
<t
O
2 101
<
%] .
= =
Wos{ = . 5
]
-] 8 o = o ¥
00 T T T T T T T T T

Figura 16: Variacdo das absorbéancias

)

6

Soros

10 11

(densidades Opticas) das

amostras com reacao cruzada entre doenca de Chagas e Leishmaniose, com e

sem a utilizacdo de agente caotrépico como diluente de amostra.
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6 DISCUSSAO

A sorologia aplicada a doenga de Chagas no Programa de Controle do
Estado de S&o Paulo apresenta valores decrescentes da positividade ao longo
do tempo, como reflexo da eliminacdo das infestacbes domiciliares de seu
principal vetor, Triatoma infestans (Carvalho, 2000). Embora ndo se descarte a
possibilidade de transmissdo da infeccdo chagasica por outras espécies de
vetores, cuja importéncia epidemiologica € considerada secundaria, apesar da
ampla distribuicdo, o monitoramento das possibilidades de formagéo de focos e
aparecimento de casos é bem acompanhado com a participagao da populagéo,
que notifica a descoberta de “barbeiros” nas suas residéncias. O atendimento
dessas notificagdes, quando confirmada a espécie dos vetores, desencadeia a
obtencao de amostras de sangue de moradores.

Em relacdo a situagdo epidemiolodgica, foram selecionadas para o
trabalho, as amostras correspondentes as areas de planalto e de litoral, que
apresentam distintas respostas sorolégicas, conforme a idade dos reagentes
sorologicos. No litoral, area de Mata Atlantica, onde a circulacédo de T. cruzi é
silvestre, os casos de infecgao oral pelo parasita assumem papel relevante na
manutencdo da doenca em niveis endémicos (Carvalho et al. 2003). As
infecgdes distribuem-se em todas as idades, observando-se os casos com
idades acima das meédias, geralmente associados a migrantes, com
possibilidade de terem adquirido a infeccdo em outros Estados da Federagao.
E, entre os nativos infectados, a distribuicdo das idades segue padrdes
determinados pelo modus vivendi da populacao, que tem habitos alimentares
peculiares as condigcdbes do ambiente em que vivem, praticando cagca de
animais sabidamente reservatérios silvestres de T. cruzi, manipulando-a e
ingerindo-a crua ou mal cozida (Carvalho, 2000, op. cit.). No planalto, a
investigacao epidemioldgica dos casos conduz a indicagao de que a infecgao
chagasica autoctone foi adquirida em épocas importantes de transmissao
vetorial no Estado, até o final da década de 1960 e inicio da de 1970. Por outro
lado, associam-se o0s casos com idades inferiores as médias, aqueles
adquiridos em outras unidades da federagao, cuja transmissao vetorial ainda

permanecia importante em relagdo ao nosso Estado.
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E interessante notar o descobrimento, na area de litoral, de casos de
leishmaniose a partir dos inquéritos soroldgicos para infecgdo chagasica entre
escolares da primeira série do ensino fundamental, devido a ocorréncia de
reacdes cruzadas entre antigenos de T. cruzi e Leishmania (Carvalho, 2000,
op. cit.), identificando a importancia que assume a investigagao epidemiolégica
rigorosa de casos reagentes soroldgicos na pratica da rotina de trabalho em
regides com possibilidades de apresentar ambas as infecgdes. Tais regides
apresentam a superposicdo de vetores, P. megistus e T. tibiamaculata,
infectados por T. cruzi, no caso da infecgdo chagasica (Carvalho, 2000) e
diversas espécies de Lutzomyia, com predominio de Lu. intermedia, no caso da
leishmaniose, lembrando ainda que 40% de casos de leishmaniose do Estado

concentram-se nessa regido, segundo Domingos (1997).

Outro fato que merece destaque na area de litoral, ou SR-02, é a
procedéncia majoritaria das amostras de sangue colhidas no Estado. Ha que
se destacar que, nessa regido, instalou-se uma rede de postos de identificagdo
de “focos” de triatomineos (PIFTs) no inicio da década de 1980, que contribuiu
para o atendimento as notificagdes desses insetos feitas por moradores. Esses
PIFTs permitiram envolvimento da populagao local com as agdes de controle
de vetor, mantendo-se, com isso, um fluxo continuo de informacéo,
atendimento e colheita de amostras de sangue para diagnéstico da infecgéo
chagasica, que permaneceu, por muitos anos, ativada. Na vigéncia do
Programa de Controle da doenca de Chagas, o interesse permaneceu até que
0s recursos orgcamentarios destinados ao PCDCh se deslocaram ao controle da
dengue, tendéncia observada para os demais Programas desenvolvidos na
SUCEN (Carvalho, 2000).

Assim, por um lado, temos o diagndstico realizado em pessoas que nao
necessariamente adquiriram a infecgdo no Estado, ou a adquiriram em épocas
importantes da transmissao vetorial e, por outro, em focos silvestres atuais.
Daqueles que ja vinham positivos, autdctones ou ndo, a possibilidade de
albergar agentes etiolégicos de leishmaniose também ndo pode ser ignorada.
As areas de ocorréncia de ambas as doengas nao sao levadas em conta
quando se faz investigacao epidemioldgica para cada uma separadamente. O

Estado de Sao Paulo, por ser grande centro industrial, atrai trabalhadores de
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varias regides do Brasil e, alguns procedentes de areas endémicas, preservam
os riscos de geracdo de novos casos, em funcdo da existéncia e ampla
disseminacao das espécies de vetores.

A maioria das amostras procedeu do SR-02, Sdo Vicente (363 ou
62,1%), de pessoas cuja média de idade foi 26 anos. Do conjunto de amostras,
4 (30,8%) foram reagentes para doenca de Chagas e 9 (47,4%) para
leishmaniose. Para doenga de Chagas, a média de idade dos casos reagentes,
foi maior que para leishmaniose, sugerindo padrdes de aquisi¢cao distintos para
ambas as infecgbes. Pelas caracteristicas dessa regiao, que abrange o Vale
do Ribeira e possui algumas areas remanescentes de Mata Atlantica, os
contatos com os focos selvagens de reservatorios para doenga de Chagas e de
vetores dos agentes etioldgicos da leishmaniose seguem padrdes distintos.

Na area de planalto, representada pelas regides do oeste do Estado,
distinguiu-se o SR-08, Sdo José do Rio Preto, como segunda regido com o
maior numero de amostras examinadas (169 ou 28,9%), com 8 reagentes
(61,5%) para doenca de Chagas e 9 amostras (47,4%) reagentes para
leishmaniose. Localizada no oeste do Estado de S&o Paulo, a regido possui
clima quente e seco, caracteristica de cerrado, onde sao encontrados

triatomineos da espécie T. sordida, conhecido vetor da doenga de Chagas.

O SR-09, Aracatuba, esta na terceira colocacdo no numero de amostras
(35 ou 6%) e possui apenas um caso reagente para doenca de Chagas (7,7%
do total) e um caso de leishmaniose (5,3% do total das amostras reagentes). O
SR-09 localiza-se préximo ao SR-08, igualmente com clima quente e seco e
paisagem caracteristica de cerrado. Nos ultimos anos descreve-se um grande
aumento no numero de casos de leishmaniose visceral, juntamente com o
aumento de flebotomineos da espécie Lu. longipalpis, principal vetor da LVA no
Estado de Sao Paulo.

O SR-10, regido de Presidente Prudente, possui 18 amostras, o que
equivale a 2,92% do total de amostras. Nao apresentou casos reagentes de
doenga de Chagas nem de leishmaniose, 0 que nao exclui a possibilidade da
existéncia de ambas as endemias. A influéncia de pequena amostra

proveniente dessas areas reflete-se na baixa probabilidade de encontro de
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reagentes sorolégicos em ambos os casos de doenca de Chagas e
leishmaniose. Essa regido representa grande importancia para as migragdes
humanas, por conter assentamentos do Movimento dos Sem Terra (MST),
locais que, segundo Silva et al. (2007), foram encontrados vetores de ambas as
infeccoes, porém, com populagdo assentada proveniente de outras areas do

Estado de Sao Paulo e dos demais da Federacao.

As médias de idades das amostras submetidas a sorologia na area de
planalto foram 37 anos, 31 anos e 41 anos, respectivamente para o SR-08, Sao
José do Rio Preto, SR-09, Aracatuba e SR-10, Presidente Prudente. Para os
reagentes soroldgicos as idades foram compativeis com a aquisi¢cdo, no
passado, da doenga transmitida por vetor, quando grassava a doenga de
Chagas nessas regides. No caso da leishmaniose, implicagbes da média de
idades dos reagentes sao dificeis de interpretar a luz da soroepidemiologia,
devido ao fato de nédo se dispor de investigacao epidemiolégica para essa
endemia quando se investigam os casos reagentes sorologicos no PCDCh.
Nas quatro regides estudadas foi verificado que o numero de individuos do
sexo masculino nao difere estatisticamente dos de sexo feminino, com excecao
da regido de Aragatuba (SR-09).

Relatos na literatura sobre a ocorréncia de reagdes sorologicas cruzadas
entre agentes etioldgicos da leishmaniose com os da lepra, da malaria, da
tuberculose (Chakraborti et al. 2003) e entre os da leishmaniose, da
toxoplasmose e da doenca de Chagas (Abramo et al. 1995), levam a
preocupacao com as falhas de especificidade que os testes apresentam. No
caso em pauta, entre doenca de Chagas e leishmaniose, os resultados do
diagnostico laboratorial com a técnica de “western blot” indicam que o
compartilhamento de muitas bandas, tanto para antigenos homdlogos como
para heterélogos, sugerem a disponibilidade de epitopos comuns entre as
espécies de protozoarios, explicando as reacdes cruzadas observadas nos

testes imunodiagnésticos (Mott et al. 1976, Vexenat et al. 1996).

Assim, o imunodiagndstico dessas enfermidades perde confiabilidade,
quando se trata de uma ou de outra a resposta imune especifica, que propicie

o diagndstico preciso. Do ponto de vista clinico, a duvida acarreta problemas,
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como o retardo do tratamento e o uso de medicagao inapropriada (Franck et al.
2003), aléem da distorcdo dos indicadores epidemiologicos, como prevaléncia,
incidéncia, entre outros. Logo, tanto em Sdo Paulo como em outros Estados, o
diagnostico diferencial de T. cruzi e Leishmania é relevante, porque a
sobreposi¢cao das regides endémicas € um evento relativamente comum,
condigdo que dificulta a vigilancia e o delineamento dos riscos. Camargo &
Rebonato (1969) e Vexenat et al. (1996) sugerem que uma das alternativas da
resolucdo do problema é o desenvolvimento de uma técnica de
imunodiagndstico que possibilite a diferenciacdo das infec¢des e a redugao do

falso diagndstico.

As estratégias disponiveis para a superagao das dificuldades vao desde
a utilizacao de titulos de corte para leishmaniose, inferiores aos adotados para
doenca de Chagas (Rodriguez-Bonfante et al. 2007), até o uso de diferentes
antigenos em reagdes sorologicas (Guimaraes et al. 1981; Vale et al. 2005),
incluindo-se o uso de antigenos recombinantes (Passos et al. 1997), analises
de diferentes antigenos de Leishmania por “western blot”, aplicaveis ao
diagnostico sorolégico da LTA (Gongalves et al. 2002) e a pesquisa de
antigenos com a reagdo em cadeia por polimerase — PCR (Degrave et al.
1994).

O uso de diluente de amostra como agente caotrépico ainda n&o havia
sido aplicado ao imunodiagnostico de doenga de Chagas e de leishmaniose,
com a finalidade de estabelecer distincdo entre as reagdes com os anticorpos e
eles especificos. Meireles (2005) relata exaustivamente trabalhos objetivando a
distincdo entre anticorpos de diferentes fases evolutivas de doencgas
infecciosas aplicados a toxoplasmose e a viroses, estas, de forma mais
expressiva em termos de estudos publicados. Trés agentes caotropicos séo
mais utilizados como diluentes de amostra: Dietilamina, Guanidina e Uréia. No
caso presente a Uréia mostra-se mais conveniente do que as outras duas, por
seu custo inferior e também pelo perigo devido a elevada toxicidade que as
demais apresentam. Desse modo, como alternativa, o presente estudo propde
0 uso do agente caotrépico, solugdo de Uréia na concentragdo 0,5M, com a

qual se obteve melhor rendimento das reagbes imunoenzimaticas para o
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objetivo de reduzir a producdo de reagbOes cruzadas, resultando em um

diagndstico mais preciso do que o até entao verificado.

Na sensibilizacdo das placas de titulagcdo, para a padronizagdo da
concentragdo ideal de antigeno, foram testadas duas concentragbes. Os
resultados indicaram que os da menor concentragao, nao diferiram na resposta
com relagdo com aos da concentragdo maior, permitindo maior economia de

reagentes.

A analise dos resultados obtidos mostrou que a diluigdo do soro em
agente caotropico € apropriada para a eliminagdo ou redugdo das reagdes
cruzadas. Presume-se que o0 agente caotropico promova a reducdo da
quantidade de ligagbes inespecificas, melhorando a confiabilidade do

diagndstico soroldgico.

Os experimentos proporcionaram uma significativa redugéo nos valores
de absorbancia (D.O.) das amostras inicialmente diluidas em SSTF, que
apresentaram reacdes cruzadas. Apds a diluicido das mesmas amostras em
Uréia 0,5M, apenas uma nao apresentou redugao do valor de D.O. (vizualizada
na Figura 9). Em 11 amostras com reacgbes cruzadas para a doenga de
Chagas e leishmaniose, o uso do agente caotrdpico induziu o rompimento das
ligacbes “fracas” e inespecificas. Uma amostra ndo apresentou redugédo na
D.O., dada a presenga de anticorpos especificos, o que sugere co-infecgao
entre doenca de Chagas e leishmaniose. A maior parte das amostras que
apresentaram reagdes cruzadas foi do lote procedente da regido de S&o José
do Rio Preto (6 amostras ou 54,6%), seguido por Sdo Vicente (4 amostras ou

36,4%) e 1 amostra (9,0%) pertence a regido de Aracgatuba.

O uso do caotrépico como diluente da amostra mostra-se util, portanto,
para a realizacdo de estudos sobre a incidéncia e a prevaléncia da
leishmaniose. Gomes & Camargo-Neves (1998) referindo-se aos programas de
controle que preconizam as medidas que devem ser observadas quanto aos
elos da cadeia epidemiologica, destacam a fragilidade representada pela
adocdo de medidas emergenciais, em ocasides de surtos, que ocorrem em

nosso meio, quando nao se dispde de dados estatisticos em bases confiaveis.
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Camargo-Neves et al. (2006) expressam sua preocupagao com O que
hoje representa um desafio ao estudo epidemiolégico da LTA no Estado de
Sao Paulo: a participacao de reservatorios silvestres na cadeia de transmissao
da doenca no ambiente domiciliar. Trata-se de novo componente a ser
considerado na eventualidade de realizagdo de inquéritos soroldgicos dessa
endemia. No caso especifico da LVA em caes, que tem assumido aspecto
relevante na transmissdo e manutencido da endemia no Estado, a técnica
adotada para triagem no diagndstico de casos € a do imunoensaio enzimatico,
ficando a de imunofluorescéncia indireta para a confirmacao de reagentes na
primeira (S&o Paulo, 2006). O uso de caotropico na diluigdo de amostras, ndo
sd nesses casos como também nos de investigagbes por meio de inquéritos
sorologicos envolvendo a pesquisa de participacdo de outros animais
reservatorios na cadeia epidemioldgica, proporcionara mais uma opgao
adicional de melhoria na qualidade do exame sorolégico e de sua
interpretacao.

Como este trabalho utilizou apenas parte das amostras colhidas nas
rotinas do Programa de Controle da doengca de Chagas do Estado de Sao
Paulo, sugere-se a continuidade do re-processamento das amostras que estao
mantidas sob congelamento no Laboratorio de Imunepidemiologia da Sucen,
utilizando testes de avidez com o diluente de amostra estudado. Diversos
municipios do SR-04, Sorocaba, que fazem fronteira com o Estado do Parana,
representantes de areas sabidamente envolvidas com a transmissao de
leishmaniose (Silveira et al. 1999, Lonardoni et al. 2006), ndo puderam ser
avaliadas nesse momento, assim como os representados pela regido de
Campinas, hoje importante para a transmissdo de leishmaniose. Estudos
comparativos dos resultados obtidos entre todas as regides do Estado de Sao
Paulo certamente trardo informagbes relevantes para a epidemiologia de
ambas as doengas.
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7 CONCLUSOES

7.1 O uso de diluente de amostra, solucdo de Uréia 0,5 M, padronizada como
agente caotropico, permite a discriminagao de casos da doencga de Chagas

e da leishmaniose, por meio de ELISA-IgG.

7.2 O re-processamento (RIFI e ELISA) das amostras de sangue procedentes
de quatro regides do Estado de S&o Paulo, colhidas entre 1996 e 2003
revelou, quando usados antigenos de T. cruzi e de Leishmania (L.)
amazonensis, positividade para ambos os agentes em 11 amostras (1,9%

do total examinado).

7.3 ELISA de alta avidez, aplicada as 11 amostras previamente positivas para
ambas as infecgdes, levou a confirmacdo de um caso, admitido como

sendo de co-infecgdo.

7.4 Esta foi a primeira oportunidade para o uso de agente caotrdépico como
diluente de amostra, associado a ELISA-avidez de anticorpos IgG, em
amostras obtidas no Programa de Controle da Doenca de Chagas no
Estado de S&o Paulo. Sua adogao mostra-se um procedimento adequado
para os levantamentos epidemiolégicos de casos em regides onde a
ocorréncia de vetores da doenga de Chagas e da leishmaniose é

simpatrica.
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CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

Homologado na XII Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 18 de dezembro de 2007.
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