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Analise comparativa da contagem de reticulécitos em laminas coradas
com Azul de Cresil Brilhante e contra corados com Kit Colorgram

Comparative analysis of reticulocyte counting on slides stained with Cresyl Brilliant Blue and
those stained also with Colorgram Kit

Ana Julia de Siqueira Barros

Resumo: Reticulocios sdo células precursoras dos eritrocitos, com grande
importancia clinica principalmente em casos de anemia. A contagem em
microscopia Optica pode ser realizada apenas com a coloracio de Azul de Cresil
Brilhante (realizada antes da confeccao do esfregago) ou com a lamina contra
corada com corante hematolégico de rotina (coloragcdo realizada apds a
confecgao do esfregaco). Todo material biolégico sofre degeneragao devido ao
tempo e para essa analise foi utilizado o Erro Total. As amostras utilizadas tinham
resultado normais e alterados, possibilitando ampliar o estudo. Os dados nao
tiveram alta disparidade, evidenciando que n&o houve degeneragdo nem
variacdo com significado clinico.
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INTRODUGAO

Reticulécitos sao células antecessoras aos eritrécitos na eritropoiese,
apesar de terem perdido o nucleo, ainda possuem resquicios de acido
ribonucleico ribossdmico (RNAr), sendo a ultima fase em que ha produgao de
hemoglobina. Eles podem ser vistos na microscopia éptica apenas com o uso de
corantes com ph basico, como o Azul de Cresil Brilhante, pois evidenciam o RNAr
presente no citoplasma dessas células.!?

Essa coloragdo € chamada supravital, pois as células ainda estao vivas
quando expostas ao corante, permitindo a visualizacdo dos reticulos como
granulos da cor purpura-azulados. Quanto mais imaturo for o reticulécito, mais
granulos ele tera. E recomendado contar as células que possuem no minimo
duas particulas coradas.?

A analise quantitativa de reticuldcitos € importante para avaliagdo da
atividade da medula 6ssea, utilizada principalmente em processos anémicos.
Geralmente, quando ha reticulopenia, significa que a anemia causa hipoplasia
medular, ou seja, diminuigao de glébulos vermelhos; quando ha reticulocitose, a
medula n&o foi afetada pois aumenta a producao dessas células para suprir a
necessidade do organismo.*



Figura 1- Reticulécitos corados apenas com Figura 2 - Reticulécitos com contra

Azul de Cresil coloragao
“3 L n 2 3 ~ y
> e ’
o : )
/ o ¥ " :
& 7
pi ' OV o G n
v Y ) » < Q;\
- 2453 99, 28 ® v
o | Y] by
3 3 3‘ -
3 - 3 ¢ ‘
@ “»
& : o a‘ [
Fonte: https://controllab.com/programa/reticulocitos/ Fonte: https://labplasma.wordpress.com/reticulocitos/

Em qualquer experimento que utilize amostras biologicas, existe um
coeficiente de variagédo biolégica que pode ser considerado aceitavel. Um dos
mais utilizados é o Erro Total, que consiste na soma do erro aleatério (imprecisao
metodoldgica) e erro sistematico (diferenca entre os resultados e o valor
verdadeiro do analito).?

OBJETIVO

Comparar a contagem de reticuldcitos em Iaminas coradas somente com
Azul de Cresil Brilhante e contra coradas com kit Colorgram por cinco dias
consecutivos para avaliar se havia degeneragédo (por meio do coeficiente de
variagao bioldgica) e se haveria impacto clinico.

MATERIAL E METODO

Os materiais utilizados foram cedidos por laboratério privado, sendo
amostras de sangue colhidas em tubos com anticoagulante EDTA, corante Azul
de Cresil Brilhante e kit de coloragdo hematolégica Colorgram. As amostras
foram preparadas com 150ul de Azul de Cresil adicionando volume de sangue
de 300ul, 450ul ou 600ul de acordo com o hematdcrito (quanto maior, mais
sangue é necessario) e incubadas a 37°C antes da confecgéo do esfregago. Para
cada amostra foram confeccionadas duas laminas, apenas uma foi contra corada
com o kit Colorgram e ambas seguiram para a microscopia. Foram contados os
reticuldcitos de dez campos de cada lamina realizando a média para chegar ao
resultado. A analise microscopica foi realizada durante 5 dias. Para as analises
foram utilizados o programa Excel e o coeficiente de variagao biolégica Erro Total
de Westgard.



RESULTADO

A tabela 1 destaca os resultados obtidos a partir de cinco amostras, com
as duas coloragdes, contadas ao longo de cinco dias consecutivos, sendo o “Dia
1” aquele em que as ldminas foram preparadas. Em termos numéricos, os dados
apresentam pouca variacdo e, ao serem representados graficamente, essa
constatagao se torna ainda mais clara.

Tabela 1 - Contagem de reticulécitos

Coloracao Dia1l Dia2 Dia3 Dia4 Dia5
Azul de Cresil 4,8% 5,4% 5,5% 5,0% 5,8%
Amostra 1l
Azul + Colorgram 4,5% 4,5% 5,2% 4,7% 4,5%
Azul de Cresil 3,7% 3,6% 4,4% 3,5% 3,5%
Amostra 2
Azul + Colorgram 3,8% 3,4% 3,3% 2,9% 3,2%
Azul de Cresil 8,6% 8,9% 9,4% 10,4% 10,7%
Amostra 3
Azul + Colorgram 10,2% 9,3% 10,6% 8,7% 10,2%
Azul de Cresil 3,1% 3,9% 3,2% 3,2% 3,8%
Amostra 4
Azul + Colorgram 3,1% 3,3% 4,0% 3,8% 3,5%
Azul de Cresil 2,0% 2,3% 2,4% 2,4% 2,1%
Amostra5

Azul + Colorgram 1,8% 1,7% 1,9% 2,0% 1,9%

Fonte: Autoria propria

Figura 3 - Grafico com os dados obtidos
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Contudo, ao analisar pelo coeficiente de variagao biolégica Erro Total (que
para reticulécitos € de 16,8%?°), percebemos que no terceiro dia, quatro das dez
leituras realizadas obtiveram variacdo acima da ideal quando comparadas ao
Dia 1. Entretando, o resultado dessas mesmas laminas atingiu o Erro Total nos
dias seguintes, possibilitando ser algum erro de contagem nesse dia especifico.



Ao examinar o desvio padréo (DP), percebe-se que apenas a amostra 3
(que possui o resultado mais alterado clinicamente) se aproxima de 1%, que nao
interfere no diagnostico ou tratamento; as outras n&o atingiram DP de 0,5%.

CONCLUSAO
Embora algumas analises ndo atingiram o coeficiente de variagéo

bioldgica, ndo houve degeneracéo celular com significado clinico no decorrer dos
dias de analise e nem variagéo relevante entre as duas coloragdes.
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