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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar as concentracées de anticorpos anti- T. cruzi em
amostras de soro puras e amostras conservadas com duas preparacdes diferentes
de glicerina. Foram utilizados Imunofluorescéncia Indireta e Enzimaimunoensaio
para dosagens de anticorpos. Ndo foram encontradas diferencas significativas na
andlise de amostras de soro sem ou com conservantes.
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Abstract

This study aimed assesses concentration of antibodies anti-T. cruziin sample of
clean serum and sample of conserved serum with twodiferents preparations of
glycerin. Indirect immunofluorescence and enzyme-linked immunosorbentwere used
to dose the antibodies. Significant differences were not found in the assay ofserum
sample with or without retaining.

Keywords: Glycerin, Conservation, Antibodies, Trypanosomacruzi

Introducéo

A Doenca de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana,
éuma doenca parasitariacausadapelo protozoarioTrypanosomacruzi(T.
cruzi).Atransmissao vetorialseda porinsetoshematé6fagos da
familiaReduviidaeesubfamiliaTriatominae,sendo 0s mamiferososhospedeiros
definitivose principais reservatorios, atualmenteestandocontroladanoBrasil a
principal espéciede transmissadoTriatomainfestans(ALMEIDA et al., 2007).

Porém,existem outros mecanismosdetransmissdo, como atransfusédo
sanguinea, oralporalimentoscontaminados, viatransplacentariaou transmissdo pelo
canaldoparto.Existem mecanismos secundarioscomo acidentes
laboratoriais,manuseiodeanimaisinfectados,transplantes  deérgdos, transmissao
sexual,feridas,contatocomoespermaoufluido menstrualcomapresencgadoT.
cruzi(COURA e DIAS, 2009).

AdistribuicAogeogréficadainfeccdochagasica,incluindoseusreservatorios
eseusvetores,seestendedesdeosuldosEstadosUnidosatéosulda Argentina
eChile.Assim, elacobretodas asAméricase 90 milhdesdepessoasnestaregido estédo
expostosainfeccado(DIAS et al., 2008).

NoBrasil, a estimativaé de2 a3milhdes de pessoas infectadas,com uma
incidéncia de 100 novos casos por ano (via oral). No que diz respeito a
morbidadeeamortalidade,adoencafoiconsideradacomoumdosprincipais
problemasdesaudepublicanaAméricaLatina(WHO, 2013).

Ainfeccdo apresenta-sesob duas fasesclinicasbemdistintas.Afaseaguda,mais
frequente emcriangas,apresentacomocaracteristicoosinaldeRomarfaeo
chagomadeinoculacao,que aparecemdesetea dez diasapdésainfeccaoe

permanecemporcercadedoisaquatromeses.Afasecronicaéclassificadasobtrésformasc



linicas:indeterminada,cardiacaedigestiva.Naformaindeterminada, asalteracbes
patologicassdo poucosignificativas,oquetornao diagndsticoclinico dificilnestafase, os
testessoroldgicossao positivos.Aspesquisas apontamquecercade 60%das
pessoasinfectadasseencontram nesta forma.Nas outras formas (cardiaca e
digestiva) os testes soroldgicos confirmam os achados clinicos (OLIVEIRA et al.,
2008).

Para 0 diagnostico de doenca de Chagas
nafaseaguda(ouemreativacadodeimunossupressao), utiliza-se esfregaco sanguineo
ouumatécnicadeconcentracao,taiscomo microhematdcritooumétodo deStrout,
devemserutilizados.Preparac6escoradasdetectamparasitos quandoa parasitemiaé
alta(faseaguda)(WHO, 2013).

Nafasecrénica,provassorologicassaoatualmenteutilizadasparapossibilitar
odiagndsticodadoencadeChagas.Constituemexamesbastanteefetuados para a
identificacdo da parasitose em pessoas que estdo na fasecrOnicadadoenca. Os
testes mais utilizadoscorrespondemaHemaglutinacaolndireta(HAI),
aEnzimaimunoensaio(ELISA) e a Imunofluorescéncialndireta(lFl) (MARCHI et al.,
2007). Titulos elevados em dois testes soroldgicos indicam sorologia reagente,
porém o clinico deve empregar o bom senso para a interpretacdo dos resultados. O
diagnostico clinico da doenca de Chagas deve ser apoiado em dados
epidemioldgicos e clinicos, bem como nos exames complementares. A
sorologiaconfirma ou exclui a etiologia (CASTRO e LUQUETTI, 1997).

Para o diagnéstico da Tripanossomiase Americana, também podem
serutilizados, o westernblot,o teste de diagnostico rapido (comoimunocromatografia),
entreoutros.Especialmentepara fins deinvestigacdo, hemocultura,xenodiagnéstico e
reacdo emcadeiadapolimerase(PCR)também s&outilizados(WHO, 2013).

A utilizagdo da glicerina na conservacdo de amostras de soro para a
sorologia anti-T. cruzi esta descrita na literatura (CAMARGO e GUIMARAES, 1980;
WINSLOW e HOLLAND, 1944). Esta é utilizada como conservante, pois apresenta
baixo custo, facil transporte, ndo necessita de baixa temperatura, além de ser
anticongelante e umectante (SASAKI et al, 1996; OLIVEIRA, 2008).

O objetivo deste estudo foi avaliar as concentracdes de anticorpos anti- T.
cruziem amostras de trés grupos: soro com glicerina pura, SOro puro € soro com
glicerina tamponadaem amostras de soro puras e amostras conservadas com duas

preparacdes diferentes de glicerina.



Material e Métodos

Foram selecionadasaleatoriamente 100 amostras de soros procedentes da
soroteca do Laborat6rio de Pesquisa da Doenca de Chagas do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Goias.As amostras de soros sdo de pacientes que
realizaram a sorologia para Tripanossomiase Americana no Laboratorio de Pesquisa
no referido laboratorio.

Foram coletados 10 ml de sangue de cada paciente por puncdo venosa, onde
todas as amostras tiveram o soro aliquotado em tubos de 2 ml e preservadas por
trés formas diferentes, assim distribuidas: sendo elas, amostra com glicerina pura
(A), amostra pura (B) e amostra com glicerina tamponada (C), totalizando 200
amostras glicerinadas (volume a volume) e 100 amostras puras.

Apbs este processo, foram congelados e estocados em congelador a - 20°C,
por um periodo de quatro meses. Todas essas amostras passaram aintegrar a
soroteca do Laboratério de Pesquisa da Doenca de Chagas do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Goiés.

Para esta pesquisa, foram utilizadas as técnicas de ELISA, utilizando o kit Anti
Chagas SYM da marca Symbiosys® (Leme, Brasil) e IFI, por meio do método “in
house”. Os kits utilizados nesta pesquisa foram doados pela Pontificia Universidade
Catolica de Goias (PUC Goias) e pelo Laboratério de Pesquisa em Doenca de
Chagas.

A técnica de ELISA consiste em antigenos recombinantes de T.
cruzi adsorvidos em microplacas de microtitulacdo, onde foram adicionados 0,1 ml
dos soros em diluigdo Unica de 1:21. ApoOs a incubagdo de 30 minutos em estufa
umida, fez-se a lavagem da placa na lavadora de placas de ELISA com tampéao
apropriado. Adicionou-se o0 conjugado composto por anticorpos anti-lgG humana
conjugada a enzima peroxidase (Symbiosys®, Leme, Brasil). Ap6és 30 minutos de
incubacdo a 37°C em estufa Umida, a placa foi novamente levada a lavadora.
Adicionou-se o0 substrato (H202) e o cromoégeno (TMB), substancia incolor que
adquire coloracdo pela acdo do substrato, sob abrigo da luz. Essa reacdo foi
interrompida em até 30 minutos com adi¢do de acido sulfurico. A seguir, procedeu-
se a leitura da intensidade da cor obtida em cada pog¢o da microplaca com auxilio de

espectrofotdmetro (Tecam-Espectra Classic®, USA) que, indicou a reatividade de



cada cavidade em densidade 6ptica (DO) e foram confirmadas como positivas todas
as amostras que possuiram DO maior que o ponto de corte. O valor do ponto de
corte (cut-off) foi determinado por placa. Este valor foi calculado a partir da média de
controles negativos e positivos incluidos no kit, multiplicado por 0,22 (CP — CN x
0,22). O indice de referéncia foi calculado pela divisdo da DO pelo cut-off.

A Imunofluorescéncia Indireta (IFl) consistiu na incubacao durante 30 minutos
a 37°C do soro diluido com antigeno de epimastigotas de T. cruzi (cepa Y) fixados
em laminas de microscopia convenientemente demarcada. Apos trés lavagens
sucessivas, procedeu-se a incubacdo com conjugado (FITC-Biomeriéux®, Franca)
nas mesmas condicbes anteriormente descritas, seguidas de novas lavagens em
recipientes proprios com tampao PBS. As laminas secaram a temperatura ambiente
e foram montadas com glicerina tamponada e laminulas. As leituras das laminas
foram realizadas em microscopio de fluorescéncia, cuja luz ultravioleta ativa o
isotiocianato de fluoresceina presente apenas nos parasitos que apresentaram
anticorpos ligados a sua superficie. Os soros foram examinados em dilui¢édo inicial
de 1:10 até o titulo final, sendo considerado reagente quando o titulo é maior que
1,1, ndo reagente quando o titulo menor que 0,9 e indeterminada com o titulo entre
0,9e1,1.

Todas as amostras de soro foram testadas pelas duas técnicas totalizando
600 testes (300 amostras testadas em cada metodologia).

A anélise estatistica foi realizada no software BioEstat® versdo 5.3, sendo
feito o teste ANOVA para verificar diferencas entre os trés grupos amostrais, sendo
considerado significante quando p < 0,05.

Resultados

Foram realizadas duas técnicas laboratoriais, ELISA e IFI, em 100 amostras
de soro, sendo que, 60 possuem sorologia anti-T. cruzipositiva e 40 apresentam
sorologia negativa. No método de ELISA, utilizou-se a média dos indices para
realizar o testeANOVA, onde nao foi observada disparidade na analise entre os
grupos (tabela 1).

Tabela 1: Andlise pelo teste ANOVA para as amostras testadaspela técnica de

Enzimaimunoensaio entre os trés grupos (soro com glicerina pura, soro puro e



soro com glicerina tamponada), em pacientes atendidos no Laboratério de

Pesquisa em Doenca de Chagas do Hospital das Clinicas da Universidade

Federal de Goias. Sendo significativo, o intervalo de confianca p< 0,05:

N Média dos DO p-nivel
Grupos
+ - + - + .
Soro Glicerina a
60 40 4,30 0,18
85% (A)
0,18 0,06
Soro Puro (B)
60 40 4,20 0,26
Soro Glicerina
60 40 4,48 0,28

Tamponada (C)

Na técnica de IFl, ao comparar os trés resultados agrupados, ndo houve

diferenca significativa nas analises entre os grupos (tabela 2).

Tabela 2: Analise pelo teste ANOVA para Imunofluorescéncia Indireta entre os

trés grupos (soro com glicerina pura, soro puro e soro com glicerina

tamponada), em amostras de soro de pacientes atendidos no Laboratério de

Pesquisa em Doenca de Chagas do Hospital das Clinicas da Universidade

Federal de Goias. Sendo significativo, o intervalo de confianca p< 0,05:

N Média dos DO p-nivel
Grupos
+ - + - + -
Soro Glicerina a
60 40 7.006 2,36
85% (A)
0,067 0,064
Soro Puro (B)
60 40 4.703 8,42
Soro Glicerina
60 40 5.530 6,31

Tamponada (C)



Discusséao

A eficacia do diagndstico da Tripanossomiase Americana depende da fase da
doenca em que o paciente se encontra. Na fase aguda, por haver alta parasitemia,
as técnicas parasitoléogicas como hemocultura, xenodiagndstico e exame direto
possuem alta sensibilidade, podendo esta chegar a 100%. J& as técnicas
sorologicas, ndo apresentam eficacia nas primeiras semanas, devido aos baixos
niveis de anticorpos especificos (IgG). A fase crbnica € caracterizada por baixissima
parasitemia e altos niveis de anticorpos IgG. Portanto, nesta fase o diagnostico é
feito basicamente por testes soroldgicos, através das técnicas de ELISA, HAI e IFI,
que apresentam sensibilidade variando de 95% a 100% (MORAES-SOUZA, 2000;
LANGHI-JUNIOR et al.,, 2002). Métodos parasitolégicos como a Hemocultura,
apresentam nesta fase sensibilidade baixa, variando de 40% a 50% (CHIARI, 1966;
LIMA, 2001).

De maneira geral, o diagndstico sorologico para a doenca de Chagas é o
método de escolha tanto em laboratérios clinicos como em bancos de sangue,
apresentando os maiores coeficientes de sensibilidade(MORAES-SOUZA et al.,
2006).

Para o diagnéstico soroldgico, pode-se utilizar amostras de soro puras ou
amostras conservadas em glicerina. Esta, mais utilizada em laboratérios de pesquisa
ou para posterior confirmacao sorolégica.

A (glicerina é um liquido viscoso, incolor, inodoro e higroscépico
(APOLINARIO, 2012). O termo glicerina ou glicerol sdo usados alternadamente na
literatura, mas seu nome oficial pela [IUPAC (International Union
ofPureandAppliedChemistry) é propano-1,2,3-triol (RAMOS, 2008).

O uso da glicerina como conservante apresenta indmeras vantagens, como a
possibilidade de se realizar transporte da amostra, manutengdo em temperatura
ambiente, baixo custo, ser anticongelante e umectante, propriedades estas que
parecem contribuir para a manutencéo da estabilidade da amostra (SASAKI et al,
1996; OLIVEIRA, 2008).

A utilizacdo da glicerina na conservagao de amostras de soro para a sorologia
anti-T. cruzi estd descrita na literatura (CAMARGO e GUIMARAES, 1980;



WINSLOW e HOLLAND, 1944). Esta € amplamente utilizada em laboratérios de
pesquisa, principalmente pela capacidade de conservar as amostras de soro por
longos periodos, e permitir o transporte de amostras a outras regides, mantendo a
sua estabilidade (CAMARGO e GUIMARAES, 1980).

E importante lembrar que soros mal acondicionados, ou ndo
convenientemente refrigerados, podem perder reatividade pela degradacéo das
imunoglobulinas, fornecendo um resultado falso-negativo (LUQUETTI et al., 1995).
Para evitar essa interferéncia, os soros devem ser conservados em congelador, em
temperatura inferior a — 15°C, quando se deseja utiliza-los por um periodo superior a
2-3 dias apo6s a coleta de sangue. A preservacdo com glicerol (glicerina) na
proporcao de 50% (partes iguais de soro e glicerol) mantém a reatividade por muitos
anos (CAMARGO et al., 1986).

Segundo Luquettie Rassi(2000, p. 365), sua soroteca contém diversos soros
conservados com glicerina, que estdo em perfeitas condic6es de analise, decorridos
de até 22 anos apos a coleta de sangue.

A glicerina também é utilizada na conservacdo de pecas anatbmicas de
bovinos (GIGEK et al., 2009; BATISTA et al., 1996) em membranas biolégicas para
uso cirdrgico (OLIVEIRA et al.; 2009), em dentes de rato para reimplante
(OKAMOTO et al., 1994), preservacdo de membro toracico em caes (ZILIOTTO et
al., 2003), conservacao do virus da rinotraqueite infecciosa bovina (MUNFORD e
SIMONI, 1996), reconstituicdo vesical em caes (OLIVEIRA, 2008) e em diafises
femorais caninas (AMENDOLA, 2007).

Conclusao

Concluimos que a utilizagdo ou ndo do conservante glicerina, ao ser
analisado por testes estatisticos, ndo apresentou diferencga significativa na andlise
da concentracdo de anticorpos anti-T. cruzi, em amostras estocadas e conservadas
por quatro meses. O curto periodo de estocagem e conservacdo pode ter
influenciado em nossos resultados.

A glicerina, por preservar a reatividade das amostras, € um conservante de

escolha para soros em laboratérios que necessitam de uma conservagao



prolongada, como laboratorios universitarios, laboratorios de pesquisa, e laboratorios

clinicos que enviam amostras para outros estados ou paises.
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