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AVALIACAO DO SISTEMA QUANTITATIVE BUFFY COAT
(QBC) NO DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECCAO
PELO TRYPANOSOMA CRUZI: ESTUDO EM MODELO
EXPERIMENTAL MURINO

Vicente Amato Neto, Luis Matsubara e Perla Natalia Bustos Lanura

Para esclarecer o diagndstico da doenga de
Chagas ¢ imprescindivel a confirmacao
etiologica, dependente da utilizacdo de
diversos tipos de procedimentos, que
demonstram o Trypanosoma cruzi ou
participam revelando a natureza do processo
através de anticorpos, por exemplo'*.

A fase aguda pode apresentar-se através de
manitestacdes clinicas sugestivas, mas é
definida segundo critério laboratorial, ou seja,
a evidenciacdo do 7. cruzi no sangue
periférico por meio de métodos rotulados
como diretos e representados por exames a
fresco ou apds coloracio, com concentragio
ou ndo. Contudo, torna-se necessario lembrar
que ainda sdo desejdveis aprimoramentos,
sobretudo quando vigentes pequenas
parasitemias. Ainda mais, até em estudos
experimentais, baseados no emprego de
modelos que se utilizam de animais, vale a
pena almejar progressos, para melhorar
avaliagoes patogenéticas e terapéuticas entre
outras.

Quando tomamos conhecimento do valor
do sistema Quantitative Buffy Coat (QBC) no
diagnostico especifico da malaria, em virtude
da eficiéncia para mostrar hematozodarios no
sangue, julgamos aconselhavel tentar verificar
a aplicabilidade dessa técnica em relacao ao T
cruzi ¢, de inicio, realizamos observacoes
recorrendo a camundongos intencionalmente
infectados. Agora, entdao, relatamos os
resultados obtidos.

Material e Métodos. Cinco camundongos
fémeas, da linhagem Balb-C, pesando entre 18
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e 10g cada um, forma inoculados pela via
intraperitoneal com 10" formas tripomastigotas
da cepa Y do 7. cruzi, mantida ha muitos anos
no Laboratorio. Decorridos sete dias, efetuamos
puncio cardiaca total, usamos citrato de sodio
a 3,5% como anticoagulante e agrupamos em
um unico “pool”, no qual contamos os
flagelados empregando a cimara de Neubauer.
Pusemos o sangue assim coletado em dez
tubos capilares contendo laranja de acridina,
atingindo o volume médio de 60 microlitros;
homogeneizamos, colocamos rolha de silicone
em uma das extremidades e bastonete de
plastico, denominado flutuador, na outra;
centrifugamos a 12.000rpm durante cinco
minutos, para subseqiiéntemente observar sob
luz ultra-violeta, em microscopio de
fluorescéncia, com objetiva de 60X e grande
profundidade de campo; contamos e
expressamos os resultados segundo o nimero
médio concernente a dez capilares.

Para analisar a sensibilidade da técnica,
juntamos sangue do “pool” a0 de camundongos
nao infectados, a fim de conseguir
concentragoes de 1/20 a 1/10 240. De cada
uma delas pusemos amostra em um tubo
capilar ¢ contamos.

Comentarios. Nos capilares, notamos nitida
separacio em diferentes camadas: plasma,
plaquetas, mononucleados, granulocitos e
hemadcias. Aparece coloracdo esverdeada,
fluorescente, nos nuacleos, facilitando a
indentificacio. Quanto as formas
tripomastigotas, elas sdo vistas apresentando
grande motilidade ¢ intensa fluorescéncia em
cinetoplastos ¢ nucleos, que € mais discreta
nos citoplasmas.

A distribuicao dos parasitas nos tubos pode
ser expressa como estd a seguir especificada:
75,9% no plasma, em regido proxima as
plaquetas; 15% na por¢do mais interna
correspondente as plaquetas; 9% na camada
de mononucleados e granulécitos (Tabela 1).
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Tabela 1 - Niimeros de tripomastigotas, a andlise pelo sistema QBC,
conforme diferentes camadas do sangue.

Plasma Plaquetas Mononucleados e
granuldcitos
846 10 84
708 117 89
589 172 74
753 202 65
834 158 99
567 114 86
786 147 87
810 114 103
661 145 92
823 193 96
Mcdias 737.7 146,3 87.5
Porcentagens 759 15 9

Passadas 24 horas, notamos reducdo, da
ordem de 90%, de flagelados vivos, estando os
imoéveis na parte superior do contingente de
plaquetas, tendo morfologia preservada,
cinetoplastos e nucleos visiveis com
fluorescéncia e citoplasmas avermethados, nio
fluorescentes.

A respeito das dilui¢oes, a partir de sangue
com 200 tripomastigotas em Imm?,
encontramos formas na totalidade e, até
naquela de 1/10 240, existia uma tinica (Tabela
2).

Tabela 2 - Niimeros de tripomastigotas, a andlise pelo sistema QBC.
conforme diferentes dilui¢bes do sangue.

Diluigoes Nimeros
1/20 200
1/40 180
1/80 153
1/160 102
1/320 87
1/640 34
1/1 280 18
1/2 560 32
1/5 120
1/10 240 1

O sistema QBC é procedimento que
promove concentracao baseada no gradiente
de densidade de diferentes componentes do
sangue. Os constituintes do “creme”
leucocitirio, representados por plaquetas,
mononucleados e granuldcitos, passam a
ocupar posicao proxima a parede do capilar,
ficando mais dispersos, de molde a facilitar a
observacao. A identificacac de elementos
nucleados, quer sejam parasitas ou nao, torna-
se bastante simplificada como decorréncia da
afinidade que o corante tem com os dcidos
nucléicos, advindo disso coloragio esverdeada
fluorescente mediante exame com o auxilio da
luz ultravioleta.
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Essa técnica tem se mostrado valiosa no
diagnéstico da malaria, mormente quando a
parasitemia sanguinea é pequena. Essa
circunstancia é benéfica, sem davida, se bem
que a ela contrapdem-se alguns fatos que
devem ser levados em conta: dificuldade para
separar Plasmodium falciparum de P vivax,
custo mais elevado do que o de processos
habituais; pouca disponibilidade em certos
lugares de paises subdesenvolvidos. De
qualquer maneira, possui maior sensibilidade
do que outras técnicas, como a tradicional gota
espessa.

No que concerne as tripanossomoses, vale
registrar que o sistema QBC propiciou
positividade nos sangues de ratos infectados
pelo Trypanosoma brucei rhodesiense, mesmo
quando extremamente pequenas as
parasitemias®.

Podemos afirmar que a tentativa que
empreendemos, para avaliar a efetividade do
sistema com a finalidade de demonstrar o T.
cruzi no sangue, conduziu a resultados
animadores. Nao houve interferéncia nas
formas tripomastigotas, que mantiveram clara
movimentacdo. A intensa fluorescéncia nas
estruturas com acidos nucléicos facilita a
identificacao, inclusive na vigéncia de
imobilidade. Ocorreu marcante concentracio
de flagelados na faixa entre as plaquetas ¢ o
plasma, suscitando ainda énfase a
sensibilidade, pois na diluicdo a 1/10 240
estava um tripanossomo e, portanto, em 60
microlitros.

~

Facilidade a execucdo, visualizacio sem
dificuldade e eficiéncia perante baixas
parasitemias credenciam o método para
utilizacao em trabalhos diagndsticos,
terapéuticos e cientificos. Ja temos acumulada
alguma experiéncia no que tange a
acometimentos humanos, agudos, e em
reativagoes relacionadas com imunodeprimidos,
derivando dai opinido satisfatoria.
Oportunamente, relataremos o que estd sendo
registrado. Outrossim, estamos analisando o
sangue de infectados e em fase cronica; talvez
a sensibilidade mude conhecimento
consolidado, de acordo com o qual processos
diretos ndo mostram o 7. cruzi nessa etapa da
parasitose.
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