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I. INTRODUCAO

A determinacido do numero de reticul6ci
tos € de grande valia para o estudo das hemopatias, nota
damente das anemias, com objetivo diagndstico, acompanha -

mento evolutivo, avaliacao terapéutica e outros.

0s reticuldcitos sdo elementos celula
res anucleados, pertencentes a linhagem eritrocitaria.Con
tém no seu interior uma estrutura granulosa ou filamento
sa, gue se cora quando submetida a coloragao por coran-
tes vitais. Quando o elemento deixa de revelar a presen
¢a desta substancia granulo-filamentosa, significa que al-
cangou a completa maturacdao e passa a denominar-se eritré
cito. Os reticuldcitos mais imaturos contem substancia
granulo-filamentosa em abundancia, enquanto os mais matu-

ros possuem escasso reticulo ou somente raros granulos.

De acordo com a quantidade, aspecto e
distribuigdo da substancia granulo-filamentosa, os re-

ticuldcitos apresentam quatro tipos L

a) Pseudonucleado: a substidncia en-
contra-se condensada no centro da celula, imitando o

nucleo de um eritroblasto (fotomicrografia 1).
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b) Reticulo completo: a substancia
distribui-se por todo o citoplasma do reticuldocito for-

mando uma rede (fotomicrografia 2).

c¢) Reticulo parcial ou incompleto: a
substancia encontra-se em menor quantidade e a rede ocupa

parte do reticulocito (fotomicrografia 3),

d) Ponteado granuloso: pequenos gra-
nulos da substdncia situam-se na periferia do reticulédci-

to (fotomicrografia U).

A coloracdo vital do reticuldcito, re-
velam~se agregados de material que seé apresentam de cor
azul-intenso, dispostos em granulos e filamentos vreticula
res. O material que assim & revelado constitui-se de

. - ~ .3 : -
ribossomos, mitocondrias e outras organelas citoplasmati~

17
cas .

Chamam-se estruturas vitalis aquelas
que estando no interior das células, ndo apresentam altera
gdes notaveis no seu aspecto e nas suas fungoes, pelo me-
nos por uma hora, quando submetidas a um corante dito vi-
tal. Por coloragao vital, entende-se a que preserva as
estruturas vitais, ou seja: Aquela que se obtém sobre um
animal vivo e também "in vitro" sobre células ou tecidos

separados do organismo. Designa-se corante vital aquele
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empregado nas coloragoes vitais

Para a coloragido dos reticuldcitos po
dem ser empregados oS segulntes corantes: Vermelho Neu-
tro, Verde Janus, Azul de Cresil Brilhante, "Acridine Oran
ge", Azul do Nilo (sulfato) e "New Methylen Blue"(NMB) 3)

existindo diferentes métodos de coloracao vital empregando

estes corantes.

0 reticulocito vem sendo estudado, uti
lizando-se, como corante vital, o Azul de Cresil Brilhan-
te, podendo~se afirmar que se trata do corante mais divul-

1, 8, 11, 13, 18. BRECHER 6 divulgou

gado para esse fim
método de contagem de reticuldcitos em que emprega o NMB
como corante. Embora nos parega apresentar melhor resulta
do visual, temos a impressao de que este metodo nao vem
sendo adotado em maior escala, na rotina laboratorial, ape
sar de ter merecido divulgacao por parte de varios auto

regds 12, 13, 18

Este fato estimulou o nosso interesse

em relagdo ao assunto agora apresentado.



2. PROPOSIGAO

No presente trabalho o autor se propoe a:

Realizar uma comparagao dos métodos de contagem de
reticulocitos no sangue, utilizando dois corantes
vitais: o Azul de Cresil Brilhante e o 'New Methy-

len Blue" (NMB).

Estabelecer uma modificagao na tecnica de contagem
de reticuldcitos que emprega o NMB, o que permiti
ria tornd-la de mais facil execugdo em rotina labo-

ratorial.

Determinar a contagem de reticuldcitos em indi-
viduos considerados normais e em pacientes portado
res de hemopatias, empregando-se o NMB como co-
rante e adotando a técnica modificada, para que pos

samos avaliar a aplicabilidade do método.



3. EXPERIENCIAS PRELTIMINARES E RESULTADOS

Com a finalidade de se estabelecerem as

condicoes mais adequadas, para a modificagdo do metodo de
6 - . P~ . .

BRECHER varias experiencias foram realizadas preliminap

mente, adotando-se diversas variaveis, a saber:

a) tipos de solucgdo: alcodlica e aguo

sa;
b) concentragdo do corante;
c) tempo de coloracgao;

d) tipo de contagem: em camara conta-
gldbulos, em laminas de extensao

de sangue em preparacgdoes a fresco.

3.1 Solucdo Metanolica do "New Methylen Blue" (NMB)

0 corante foi empregado nas concentra -
¢ées de 0,53 0,43 0,3; 0,2 e 0,1% em solugdo metandlica. Co
locando-se o corante e o sangue em contacto em um tubo ca-
pilar, fol o mesmo deixado em repouso por 10 minutos, apds
0s quais foram feitas extensdes em laminas, conforme  pre-

conizado por BRECHER 6.
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a) Realizaram-se leituras de prepara-

¢oes contra-coradas pelo corante de Leishman.

b) Realizaram-se leituras de prepara-
¢oes contra-coradas por uma Solugdo metandlica de eosina

a 2 e a 5%,

c) Realizaram-se leituras de prepara-

goes sem contra-coloracgao.

d) Os tempos de coloragao para as lei

turas em a, b e ¢ foram de 1; 2; 5; 10 e 15 minutos.

3.2 Solugao aquosa do NMB - preparacdac em lamina

Empregou-se uma solugac aquosa de NMB

a 0,5% segundo BRECHER ® com as seguintes variagoes:

3.2.1 Utilizou-se na contra-colora¢do uma solugac me-
tanolica de eritrosina nas seguintes concentra-

coes:

a) 0,01% com tempo de coloracgao de 1; 5

e 10 minutos;

b) 0,02% com tempo de coloragao de l; 5

e 10 minutos;

¢) 0,2% com tempos de coloracdo de 1 e

5 minutos.
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3.2.2 Extensdes em lamina, colocando-se a solugao co-

rante sobre a preparacgaoc:
a) em extensoes nao fixadas;

b) em laminas fixadas previamente por:
- Metanol a 80; 80; 70; 60 e 50%

- Etanol a 903 80:; 703 60 e 50%,

3.3 Solugdo aquosa do NMB- preparagaoc “a fresco"

Empregaram-se solucoes aquosas a 0,3}
0,2 ¢ 0,1%, misturando-se uma gota de cada solucdao com uma
gota de sangue, sobre uma lamina. As misturas foram co-
bertas com laminulas e a preparacao foi lutada. Para cada
uma das diluigles, as leituras foram efetuadas apos 15,

20, 25, 30, 40, 50 e 60 minutos.

3.4 Solugdo salina do NMB - contagem em camara conta-

glébulos

Com a finalidade de se obter diretamen
te o numero de reticuldcitos por mn® de sangue, foram em-
pregadas solugoes salinas do NMB, em diferentes concentra
goes. Empregou-se a cdmara conta-globulos de Neubauer,
sendo as leituras efetuadas nos reticulos destinados habi

tualmente a contagem de leucocitos.
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a) Empregou-se a técnica de BRECHER pa
ra o contacto entre o sangue e corante, este Gltimo pre-
parado nas concentracoes de 0,1 e 0,05%, em salina; 0,02 ml
de sangue foram diluidos em 4 ml do corante (diluigao

1/200).

b) 0,02 ml de sangue foram diluidos em
4 ml da solucao salina do NMB, nas concentracoes de 0,2;0,3;

0,43 0,15 e 0,25% (diluig¢des de 1/200).

c¢) Nos itens a e b, apos a camara  ter
sido preenchida, foi mantida em repouso por 10 minutos, em

"camara umida®.

d) Para a solucao salina do NMB a 0,2%,
foram empregadas diluig¢des sanguineas a 1/200 e 1/400, per-
manecendo © sangue 15 minutos em contacto com o corante e,
apbs © preenchimento da camara, 15 minutos em repouso em

"camara umida".

e) Para a solugao salina do NMB a 0,3%,
foram empregadas diluigoes a 1/100 e 1/200, com o tempo de
contacto de 25 minutos para sangue e O corante e o tempo

de 5 minutos para o repouso em "camara umida'.



3 , . . 6
3.5 Solugao aquosa do NMB segundo o metodo de BRECHER ,
com modificacdo da tecnica
A modificagdo introduzida na técnica

de BRECHER, para a coloracao de reticulccitos, constituiu
em substituir-se o tubo capilar onde € feito o  contacto
do sangue com o corante, por um tubo de vidro de 12x75mm,
no interior do qual esse contacto & realizado. Toram efe-
tuadas contagens de reticuldcitos em laminas contra-coradas

com o corante de Leishman e em laminas nao coradas.

3.6 Da andlise das experiéncias descritas, pudemos cori-
cluir que as melhores condigoes para a visualizacio e
contagem dos reticulbcitos, empregando-se o NMB como

corante, foram:

a) o corante, em solucdo metandlica, es
tava na concentracao de 0,5%, ficando o mesmo em contacto

com O sangue em um tubo capillar, em repouso por 10 minutos,

apos os quais foram feitas extensdes em laminas, conforme
preconizado por BRECHERS. As leituras foram realizadas em
laminas contra-coradas pelo corante de Leishman. Nas con-
centragoes de 0,1 a 0,3%, os eritrdcitos estava. profunda-

mente alterados.
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b) Solugao aquosa do NMB a 0,3; 0,2 e
a 0,1%, misturando-se uma gota de cada uma destas solugoes
com uma gota de sangue, sobre uma lamina. As misturas fo-
ram cobertas com laminulas e a preparacac lutada. Para ca-
da uma das diluigoes, as leituras foram efetuadas apds 15,
20, 25, 30, 40, 50 e 60 minutos. Todas as preparacoes per-
mitiram a visualizacao dos reticuldcitos, excecdo feita
quando se empregou a solugao a 0,1% com o tempo de 15 minu

tos.

c) Solugdo aquosa de NMB, segundo o mé-
todo de BRECHER 6, com modificagdo da técnica original, que
consistiu na substituigdo do tubo capilar, onde & feito o
contacto do sangue com o corante, por um tubo de vidro de

12 x 75 mm, no interior do qual esse contacto e realizado.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Grupo Controle

Este grupo foi constituido por elementos
pertencentes ao Departamento de Andlises Clinicas e Toxicold
gicas da Faculdade de Ciéncias Farmaccéuticas da Universida-
de de Sao Paulo. Desta coletividade, composta por 90 pesso-
as, foram escolhidos, por sorteio, 14 individuos do sexo mas
culino, cujas 1idades variaram de 21 a 38 anos e 13 do sexo
feminino, entre 19 e 31 anos de idade., Submetidos a anamne-
se, informaram nao serem portadores de nenhuma doenga de que
tivessem conhecimento; negaram qualquer sintomatologia clini
ca e o uso de medicamentos. Adotamos ainda, como critérios
de normalidade, que as determina¢des hematimétricas estives
sem dentro dos seguintes limites:

Eritrdcitos vuviee i eiennan. 3,9 a 6,5x106/mm3 de sangue,
Concentragao de Hemoglobina...l11,5 a 18,0 g%.
Volume Hematocrito............ 35 a 5u4%,

conforme estabelecide por DACIE e LEWIS 7.

Nos elementos do sexo feminino, o sangue

foi colhido na segunda metade do ciclo menstrual (QUADRO I).
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%.1.2 Grupo Patolbgico

Este grupo foi constituido por 42 paci-
entes portadores de hemopatias, em diferentes estados evo-
lutivos, que se encontravam em observagao, hospitalizados
ou em ambulatdrio, sob os cuidados de um Hematologista ClI-
nico. Deste grupo, 16 eram do seco masculino e 26 do sexo
feminino, com as idades variando de 1 ano e 4 meses a 6l
anos & de 2 anos e b meses a 80 anos, respectivamente (QUA-

DRO II).

4.2 METODOS

4.2.1 Coleta de Material

0 material foi obtido por puncao da
veia da dobra do cotovelo. O garrote era retirado do bracgo
do paciente imediatamente apds a pungao venosa, antes de se
iniciar a aspiracac do sangue. O sangue venoso coletado,
cerca de 3 ml, era transferido para frascos contendo 5,0 mg
de Etileno diaminotetracetato dissodico (EDTA), agitando-se

delicadamente o frasco.

Do sangue coletado foram feitas exten -
soes, em duplicata, para c¢ada um dos metodos utilizados.
Observou~se um periodo maximo de 30 minutos, decorridos

entre a coleta e a coloragdo vital dos reticuldcitos.
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4.2.2 Contagem de reticuldcitos nc sangue utilizando-

se como corante o Azul de Cresil Brilhante

A contagem de reticuldcitos pela técni-

ca que emprega o Azul de Cresil Brilhante, foi realizada
. . 15 .

seguando-se o descrito em VARELA . De cada paciente pre

pararam-se duas extensces de sangue, sendo que uma delas

foi submetida a contra-coloragio pelo corante de Leishman.

0 nimero de reticuldcitos foi aveliado
microscopicamente, com objetiva de imersao, em aumento fi-
nal de 1000x, sendo examinados cerca de 2000 eritrdocitos e
a contagem obtida expressa em reticuldcitos por 100 eritrd-

. 3
citos e por mm  de sangue.

4.2.3 Contagem de reticulocitos no sangue utilizando-

se como corante o "New Methylen Blue" - Método
6

de BRECHER

A contagem de reticuldcitos pelo "New
Methylen Blue", foi realizada segundo a técnica de BRECHERB.
De cada paciente, uma lamira foi submetida a contra-colo-

ragao pelo corante de Leishman e a outra ndo.

O numero de reticuldcitos foi avaliado
microscopicamente, com objetiva de imersio e em aumento de
1000 %, examinando-se cerca de 2000 eritrdcitos, e a conta-
gem obtida, expressa em reticuldcitos por 100 eritrdcitos e

por mm3 de sangue.
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4.2.4 Contagem de reticulbcitos no sangue utilizando-

se como corante o "New Methylen Blue" - Método

de BRECHER modificado

A contagem de reticuldcitos wutilizan-

do-se o corante "New Methylen Blue'", foi também realizada
pelo Metodo de Brecher modificado, conforme descrito em
3.5. De cada paciente, uma lamina foi submetida a contra-

coloragao peloc corante de Leishman e a outra nao o foi.

0 numero de reticuldcitos foi avalia-
do microscopicamente, com objetiva de imersao e em aumento
de 1000 x, examinando-se cerca de 2000 eritrbcitos e a con-
tagem obtida, expressa em reticuldcitos por 100 eritroci -

tos e por mm3 de sangue,

4,2.5 Méetodos Gerais

Concomitantemente a contagem de reticu-

locitos, foram executadas tecnicas complementares,a saber:

I 9
- Contagem Global de Erltr001tosl
- Determinacdo do Volume Hematdcritol
- Determinagao da Concentragao de Hemo

globinaQO,
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4,2.6 Métodos Estatisticos

Foram utilizados métodos estatisticos

. . - -y . ~ 10
habitualis para o calculo da media e do desvio padraol

Para a analise estatistica comparati
va dos métodos de contagem de reticulocitos, empregou-se
o "teste nao paramétrico" de WILCOXON—WILCOXIG. Este con
siste em se atribuir a cada valor da contagem de reticu
locitos (por m° de sangue) uma ordem de grandeza, dan-
do-se a ordem 1 para o valor mais baixo e assim progres-
sivamente para os valores diferentes. No caso de valores
iguais, damos a ordem intermediaria imediatamente supe -
rior a Ultima empregada. Os valores assim obtidos, S3o
colocados em uma sequéncia horizontal, A seguir sdo soma
das as ordens em cada coluna (cada método) e calculam-se

as diferengas entre as somas das ordens. Aplicando-se a

Formula

D = 4,47 vn x k(k+1)/12,

onde
D= a diferenga maxima permitida;
n= numero de casos totais (linhas);

k= nimero de metodos (colunas),

calculamos a diferenca maxima permitida, acima da qual o

resultado achado torna-se significativo.
Quando os resultados ultrapassam o valor ta
belado, indicam existencia de diferencas significativas entre

0s métodos.
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QUADRO I
Idade, sexo, cor, contagem de Eritrdcitos, concentragdc de
Hemoglobina e determinagdc do Volume Hematocrito, dos ele-

mentos percentes ao Grupo Controle.

Idade Eritrdcitos Hemoglobina Hematdcrito

N¢ Nome (anos) Sexo Cor 3 g

/mm~x10 (g%) (%)
101 FJrT 22 M branca 5,0 14,7 43
102 NMV 21 F amarela b,7 13,0 b1
103 AMV 21 M branca 5,2 15,4 47
104 AJV 20 F branca 4,7 13,0 L1
105 AHS 22 F branca 4,6 13,9 42
105 DRM 33 M branca 51 14,2 43
107 RSSC 22 F branca 4,6 13,9 42
108 LCP 36 M branca 5,7 17,0 50
109 MBM 26 F branca b, 3 13,0 Lo
110 AAMO 38 M branca 5,6 16,2 50
111 TAA 28 M branca 4,4 13,8 40
112 MR¥ 25 M amarela S, 4 15,86 50
1l: PIL 25 M branca 5,2 15,0 48
114 JMFES 31 F branca u,5 13,0 41
115 NS 24 F preta 4,8 13,8 by
116 RMBJ 20 M branca 5,2 15,4 48
117 ArM 38 M branca 50 14,6 45
118 MHH 24 M amarela 5,3 16,2 49
113 0OAS 36 M branca 5,0 15,0 Ly
120 AMS 19 F parda 4,4 12,2 39
121 Y1 28 F amarela b,k 13,6 42
122 AAT 23 F branca 4,7 14,5 42
123 MIPB 24 F branca 4,7 14,9 43
124 JRLN 21 M branca 5,9 18,0 Sy
125 VLZ 23 F branca 4,3 13,0 39
126 VOV 21 F branca 4,7 13,8 42
127 LROR 25 M branca 5,2 16,2 b7

M= Masculino F= Feminino
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QUADRO [I
Idade, sexo, cor, contagem de Eritrocitos, concentragdo de
Hemoglobina e determinagdo do Volume Hematdcrito, dos ele-

mentos pertencentes ao Grupo Patologico

. fgigi) Sexo  Cop ErithoiEos Hemoglobina Hematocrito
/mm~ %10 (g%) (%)
001 JCM 26 M branca 5,0 15,7 46
002 CSP 25 F branca 4,6 14,6 4z
003 MTS 34 F branca 4,9 15,2 4y
oo JCS 43 F parda 3,5 9,7 31
005 MAS 2 M branca 2,7 7,0 21
006 RFN 21 M parda 3,7 11,9 36
007 WCS 1,4 M branca 3,8 7,6 30
008 PC 42 M parda 6,2 19,0 58
009 EAK 80 F branca 3,0 9,0 28
010 AGR 2,6 F branca b,k 12,4 39
011 JCB 27 M branca 4,6 13,9 40
012 AM 50 F branca 3,7 8,7 33
013 Msc 71 F branca 4,1 11,2 35
01y Az 57 F branca 4,9 1,1 by
015 OB by M parda 4,8 11,9 40
016 JH 32 F branca 5,0 15,2 47
016 'JM 32 I3 branca 4,5 13,0 42
017 MSC 23 M branca bL,2 11,9 38
018 LC 28 F branca 4,5 13,0 40
019 NR 24 M branca 6,0 18,4 56
020 NAA 51 F branca 3,4 7,6 30
021 OSF 42 F preta 3,9 11,89 35
022 HF 14 M preta 4,8 14,1 Y2
023 LB 59 M branca 3.4 7,6 30
023'LB 59 M branca 3,6 7,6 30
024 MDAT 5 F branca L,5 11,1 37
025 RBO 25 M parda 3,9 11,9 35

Continaa
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Continuac¢dao do Quadro II

No  Nome ldade Sexo  Cor Erit§6cigos Hemoglobina Hematdcrito

(anos) /mm~x10 (g%) (%)
026 VLT 34 F parda 2.4 7,6 22
027 CS 18 F branca 4,3 11 .4 35
028 MRC 56 F branca 3,0 6,5 22
023 AG 37 3 branca 3.0 9,2 28
030 SRC 7 F branca 3,4 8,4 27
030'SRC 7 F branca 2,5 7,0 20
031 AP 59 F branca L,6 1y.1 43
032 FHF 58 M branca 5,4 16,8 48
033 AHJ 53 M branca 3,4 10,8 32
034 DJC 61 M branca 4,1 12,5 37
035 BSL 45 F branca 4,6 13,0 40
036 JM 60 M branca 4,8 13,9 41
037 MGP 20 I3 preta 4,5 11,9 40
038 AS 69 13 branca 3,0 7,6 27
039 EAS Ly F parda 3,8 10,8 34
040 JBO 55 F branca 3,0 7,6 26
04l BB 63 F branca 4,0 11,3 37
04?2 RCS 15 r preta 1,8 4,9 16

M = Masculino

F = Feminino



5. RESULTADOS

5.1 GRUPO CONTROLE: contagem de reticulocitos

0s resultados das contagens de reticuld
citos no sangue pelos métodos do Azul de Cresil Brilhante e
do "New Methylen Blue' original e modificado encontram-se na

Tabela TI.

$.2 GRUPO PATOLOGICO: contagem de reticuldcitos

Os resultados das contagens de reticuld
citos no sangue pelos metodos do Azul de Cresil Brilhan-
te e do "New Methylene Blue" original e modificado encon-

tram-se na Tabela IT.
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5.3 GRUPO CONTROLE: Analise Estatistica

A aplicacdo do "teste nio paramétrico"
de WILCOXON-WILCOX 16 aos resultados obtidos no Grupo Con-

trole, encontram-se nas Tabelas III e IV.

5.4 GRUPO PATOLOGICO: Andlise Estatistica

A aplicacgdo do "teste ndo paramétrico"
de WILCOXON—WILCOX16 aos resultados obtidos para este gru

pe, encontram-se nas Tabelas V e VI.

5.5 GRUPO PATOLOGICO

As contagens dos reticuldcitos, por s >
de sangue, dos componentes do Grupo Patologico, distribuil-
dos segundo 0s resultados abaixo, dentro dos limites e acl
ma da faixa de normalidade obtida para o metodo do NMB-mo-

dificado, encontram-se nas Tabelas VII, VIII e IX.



Contagens

Brilhante ¢ "Nev Mcthyvlen Rlue" (métodes origlnal e mudillcode), vealifudna en extcnfioen contrz-coradas pelo cormta

Lelghmen ¢ em extensdes sew coloragac.

TASELL T

- )
dor reticuldcicor (expressos en I @ por oo’ de sangue), no crupo controle, erprepando=ae of corantes Axul de Creslkl

de

Azul do

Creal)

Brithmee

©® New Mathylen blue

" Kew Methylen B'ue ™

~etodo  original #¥Lodo radificado

Laoiras nao Laminas Lininas 7 ndo Lasines Laminay nio Lacinas

Contri-coradas conrra-coeadas cmtra-coradas contra-coradas cont ra-corad.. rontra-corddas
ke 1 fens 1 frws ? fems 2 e 2 loa®s X fam®e
101 0,2 10,0 1,6 0,0 1,8 90,0 1.5 15,0 1,6 80,0 2,0 100,0
102 0,4 10.8 1,3 0,8 1.5 0.5 1.3 61,1 1,1 51,7 1,? Ny
103 0,1 3,2 Q.8 3,2 1.4 22,8 0.9 §6,8 1.0 5,2 1,0 5,2
104 0,0 0,0 0,7 32,9 1,0 47,0 1,0 87,0 a,8 37,6 1,2 56,4
105 0,2 9.2 0,9 41,4 0,5 23,0 0,9 41,4 1,0 6,0 1,1 59,8
106 0,2 10,2 0,7 35,7 1.4 71,4 0.8 40,8 1,2 61,2 1,0 51,0
107 0,4 18,4 1,0 .0 1.3 59,3 1,1 0.6 1.4 64,4 1,1 50,6
108 0.0 0.0 0.5 28,5 1,4 9.8 a,8 45,6 1,3 74,1 1.0 57,0
109 0,0 0,0 0,7 X, 1.3 53,9 1,2 51,6 1,2 51,6 1,1 47,3
110 0,5 28,0 1,4 18,4 1,2 67,2 1,1 61,6 1,7 95,2 1.4 78,4
111 9,1 &4 0,6 26,4 1,3 57,2 1,5 66 ,0 1,2 52,8 1,4 61,6
112 0,0 0,0 0.7 37.8 2,2 118,92 1.2 64,8 1,7 91.8 2,4 129 ,6
11 0,2 10,4 0,6 31,2 0,6 31,2 0,8 41,6 1,3 78,0 0,7 X%,4
114 0,4 18,0 0,9 7. 0.8 3.0 1,0 45,0 1,2 54,0 0,8 3,0
18 0,2 9,6 0,6 28,0 0,8 38,5 1,3 62,4 1,3 62,4 0,8 38,4
116 0,8 £1,8 L1 57,2 1,8 91.6 1,3 67,6 2,1 109,2 1,4 72,8
117 0,0 0,0 0,6 0,0 1,3 65,0 0,9 45,0 1,2 60,0 1,5 75,0
118 0,5 26,5 0,8 82,4 1,3 68,9 1,0 $3,0 1,0 53,0 1.4 75,2
119 0,2 10,0 1,2 60,0 1,1 . 35,0 1,3 65,0 0,8 &0 .0 1,0 50,0 .
120 0,2 8.8 1,6 .4 Q.5 22,0 1.5 66,0 0.9 39,6 1.3 57,2
121 0,1 4,4 1,5 66,0 1.4 61,6 1,5 66,0 1,6 70,6 1,38 79,0
122 0,0 0,0 0,5 23,5 0,0 0,0 1.3 61,1 0.0 0,0 0.8 37.6
1213 0,0 0,0 1,0 47,0 Q0,0 0,0 1,6 75,2 0,2 9,4 1,2 6,4
124 0,0 0,0 0,9 53,1 0,1 12,7 1,1 64.9 0,2 11,8 a,s 29,5
125 0.0 0.0 0,5 21,5 0,1 4.3 1,0 43,0 0,2 8,6 1.1 £7,3
126 0,0 0,0 0.9 42,3 0,1 4,? 1.2 56,4 0.2 9,4 1.1 51,7
127 0,0 0,0 0,4 20,8 0,1 S.2 1.0 52,0 0,1 5.2 1,2 62,4

A 8 c D E )4
X 0,2 8,6 0,9 43,4 1,0 48,8 1.} 56,1 1.0 50,7 1,2 60,2
s 0,2 10,6 0.4 17,7 0.6 51,7 0.2 10,6 9,6 29,0 0,6 21,4
s X 0,04 2,0 0,1 3,4 0,1 6,1 0,1 2,0 0,1 5.6 0,0 4,1
I - vedia
S = Desvio padrsc
S x= Desvio padrao ds media
A, B, C,D,Ee P = (Colimas correspondentes as contspens de recieulocicas por azm3 de sangue, para os respoctives cecodes
)

x 10°.
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TABELA 1)

Contagens dos rer{culdcivos (vxprosacs em I & por m] de sangue), no prupe patoldgleo, empregande-mo or corantra Azul de Cresail
Grilhante e "Nev Methylea Blue" (metodot originol ¢ modificado), realizadss cm extensoce contra-covadsl pelo corente d»  Leish-

mra 2 OR ¢xlensccs sem coloragao.

. " New Methylen Blue ™ " Kew Methylena Blue

Atul - de  Cresit Brilhante mtodo  orleinal motodo modificado

Laxinas nao Lieinaa laminas nao Laninan Limiaas nao Liniras

contra~covacas contra-coradas contra-coradas ccnrra-roraded contra-coradax conera-caradns
Ke 1 s 3 Jem : Jmls 1 Joes 1 e fem>e
(€D [ 25,0 0,8 L0, 1.6 0.0 1.9 95,0 1,7 85,0 1,5 75.0
002 0.0 Q.0 0.3 13.8 1.1 50.6 .2 55.2 0.7 32.2 0.7 32.2
0013 0.2 5.8 0.6 29.4 1.0 3.0 1.0 49.0 1.7 83.) '0.9 4401
004 0.0 0.0 0 35.0 1.4 9.0 1.1 38.3 1.1 38.5 1.1 38.8
[ 3 0.0 0.0 0.4 2.7 0.5 13.% 0.4 10.8 0.4 10.8 0.2 5.4
006 0.1 3.2 Q0.2 7oA ¢.2 7.4 0.1 17 0.0 0.0 0.1 3.7
007 0.2 1.6 0.9 34.2 5.4 5.2 4.3 178.6 £.8 182.4 4.5 £71.0
008 0.2 12.4 [¢] 18.6 0.3 31.0 ¢.9 55.8 0.7 43.3 0.7 43.3
009 0.2 6.0 Q. 24.0 9.0 0.0 1.7 51.0 0.0 0.0 1.6 48,0
010 0.0 0.0 0.4 12.6 ) 0.0 0.0 0.3 13,2 4.0 0.0 0.3 13.2
01} 0.0 0.0 0.9 33.3 0.0 0.0 1.3 48.1 0.0 0.0 1.6 $9.2
Q12 0.0 0.0 0.7 28.7 a.0 0.0 0.9 ¥%.9 8.0 a.0 1.4 57.4
[PAK] 0.0 0.0 1.6 76.4 1.2 58.8 1.4 68.6 1.2 58.8 1.3 63.7
014 0.0 0.0 0.9 43.2 0.6 28.3 6.7 33.6 0.6 28.8 0.8 38.4
015 0.0 0.0 0,2 15.0 0.2 0.0 0.4 20.0 0.3 15.0 0.2 10.0
015’ 0.6 27.0 2,6 117.0 4,8 202.% 1.9 175.5 5.0 225.0 5.1 229.5%
[%) 0.0 0.0 3.3 138.4 0.0 0.0 3.5 147.0 0.0 0.0 5.0 210.0
017 0.0 0.0 0.2 9.0 c.0 0.0 0.5 22.5 4.0 0.0 G.4 18.0
o18 0.0 0.0 0.4 24,0 0,? | 42.0 0.7 42.0 0,3 18,0 0.5 3010
019 0.0 0.0 0.2 68.0 0.0 0.0 | 7Y 37.% 0.0 0.0, 1.2 0.8
020 0.1 3.9 0.2 7.8 0.2 7.8 0.4 15,8 0.1 3.9 0.4 15.6
a21 0.0 0.0 0.6 28,8 0.0 0.0 1.1 2.8 0.0 0.0 1.0 4.8
022 0.1 3.4 0.3 10.2 0.4 13.8 1.0 3.0 0.3 10.2 1.1 37.4
022" 0.0 0.0 1.3 546.8 2.2 9.2 2.7 97.2 2.5 90.0 1.8 64.8
023 0.0 0.0 1.0 45,0 P 1.8 63.0 1.4 63.0 0.6 21.0 1.6 72.0
024 0.0 0,0 2.2 85.8 8.8 343.2 8.8 343.0 10.0 390.0 11.0 429.0
025 0.1 2.4 13.0 312.0 10.0 240.0 14.0 3%.0 6.0 144.0 6.3 163.2
026 0.0 0.0 1.0 - 43,0 9.7 .1 0.9 38.7 0.6 25.8 0.5 21.5
027 0.1 2,0 1.0 0.0 0.9 21.0 2.0 60.0 0.8 24.0 1.7 5.0
028 1.1 33.0 2.5 75.0 4.1 123.0 3.6 108.0 15 105.0 3.8 114.0
029 0,4 1.6 2.1 71.4 4.0 136.0 3.6 122.4 3.2 108.8 1.5 119.0
629" 3.0 75.0 3.3 82,5 3.9 97.5 3.5 87.5 3.8 95.0 4,1 102.5
(1R (] 0.8 36.8 0.6 27.6 2.3 115.0 2.9 133.4 2.0 92.0 2.7 124.2
031 0.5 27.0 0.9 48.6 2.0 108.0 1.8 $7.2 1.8 97.2 1.3 0.2
032 G.4 13.6 2.2 74,8 33 112.2 4,0 13%.0 1.1 105. 4 3.8 129.2
033 0.3 12.3 1.2 9.2 1.6 65.6 1.3 53.3 1.8 73.8 1.7 69.7
034 0.0 0.0 0.5 23.0 Q.5 23.0 1.1 50.6 0.5 23.0 0.9 41,4
015 0.0 0.0 - 0.9 43.2 1.3 62.4 1.2 57.6 1.2 §7.6 1.5 72.0
0% 0.0 0.0 0.6 27.0 0.2 9.0 0.9 40.5 0.1 45.0 1.1 9.5
Q37 0.0 0.0 3.5 165.0 1.0 30.0 3.6 108.0 3.4 102.0 1.4 102.0
038 0.1 )8 1.2 A'S.é 1.6 60.8 1.4 53.2 1.4 53.2 1.0 3e.0
039 0.0 0.0 1.1 33.0 1.7 51.0 2.7 81.0 1.4 42.0 3.0 90.0
040 0.0 0.0 1.7 68.0 2.0 8.0 2.1 92.0 2.5 100.0 2.8 112.0
081 1.0 18.0 1.5 63,0 20.0 360.a 22.0 T R6.0 20.0 360.0 25.0 450.0

A=y 103 C H I X N M

G, R, I, K, Le M =~ Colunas correspondentes 33 contapens de reticuldcitos gor m-n3 dz aangue, prra os respeccives
mEtodon .
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Valores obtidos pela aplicagido do '"teste ndo paramé
trico" de Wilcoxon-Wilcox, aos resultados das conta
gens de reticulocitos (expressas por mm3 de sangue)

no Grupo Controle.
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84,5 103 114,5 108,0 128,56

A,B,C,D,E e F, correspondem as colunas encontradas na TABELA I.
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TABELA IV
Valores obtidos apds o calculo das diferengas no Grupo

Controle, entre as somas das ordens de cada metodo

B c E D F
8Y4,5 103, 0 108,0 114,55 128,5

A 28,5 56,0% 74, 5% 79, 5% 86,0%= 100, 0%

B 84,5 18,5 23,5 30, 0 L
C 103,0 5,0 11,5 25,5
E 108,0 6,5 20,5
D 114,5 14,0

A,B,C,D,E e F correspondem as colunas dos valores da
contagem de reticulocitos (expressos por mm3 de san
gue) em laminas contra-coradas pelo corante de Leish
man.

* = Valores obtidos, superiores a diferenga maxima
permitida (43,4).
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TABELA V

Valores obtidos pela aplicacao do "teste nao paramétrico” de
WILCOXON—WILCOX16, aos resultados das contagens de reticulo-

citos (expressas por mm3 de sangue) no Grupo Patologico.
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Continuagao da Tabela V

G H I K L M
025 1 5 4 6 2 3
026 1 6 y 5 3 2
027 1 l 3 6 2 5
028 1 2 6 f 3 5
029A 1 2 6 5 3 4
0298 1 2 5 3 l 6
030 2 1 y 6 3 5
031 1 2 3 u,5 .5 3
032 1 2 4 6 3 5
033 1 2 4 3 5 5
03U 1 3 3 6 3 5
035 1 2 5 3,5 3,5 5
036 1 3 2 4 5 6
037 1 6 2 5 3,5 3,
038 1 3 6 4,5 4,5 2
039 1 2 y 5 3 6
040 1 2 3 l 5 6
04l 1 2 3,5 5 3,5 3

56,5 142 166,5 213 146 200

o

G,H,I,K,L e M, correspondem as colunas encontradas na
Tabela II
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TABELA VI
Valores obtidos apos o calculo das diferengas no Grupo

Patologico, entre as somas das ordens de cada metodo

H L I M K
142,0 146,0 166,5 200, 0 213,0
G 56,5 85,5% 89,5% 110,0% 143,5% 156, 5%
H 142,0 4,0 24,5 58,0% 71, 0%
L 146,0 20,5 54,0 67, 0%
I 166,5 33,5 46,5
M 200,5 13,0

G,H,I,K,L e M correspondem as colunas dos valores da con
tagem de reticuldcitos (expressos por mm3 de sangue) em
laminas contra-coradas pelo corante de Leishman.

*=  Valores superiores a diferenga miaxima permitida(55,5)
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TABELA VII
srupo Patoldgico - Valores das contagens de reticuldcitos por
mm® de sangue, situados abaixo da faixa de normalidade, para

o método do NMB - modificado, em laminas contra-coradas.

Método NMB - modificado NMB - original Azul de Cresil
Brilhante

. \\\\\Reticulécitosxlo3 Reticul5citosx103 Reticulécitosxlo3
Paclentes

002 32,2 55,2 13,8
003 4y, 1 49,0 29,4
00U 38,5 38,6 35,0
005 5,4 10,8 2,7
006 3,7 3,7 7,4
008 43,3 55,8 18,6
009 48,0 51,0 24,0
010 13,2 13,2 17,6
01y 38,4 33,6 43,2
015A 10,0 20,0 15,0
017 18,0 22,5 9,0
018 30,0 42,0 24,0
019 40,8 37,4 68,0
020 15,6 15,6 7,8
021 4,8 52,8 28,8
022A 37,4 34,0 10,2
026 21,5 38,7 43,0
027 51,0 60,0 30,0
03y B1,4 50,6 23,0
036 49,5 40,5 27,0
038 38,0 53,2 45,6
X 29,7 37,0 24, 9
S 15,89 16,7 15,8

X= MEdia S= Desvio padrao
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TABELA VIII

Grupo Patoldogico - Valores das contagens de reticulocitos
por mm3 de sangue, situados dentro dos limites da faixa
de normalidade para o método de NMB - modificado, em

laminas contra-coradas

NMB - modificado NMB - original Azul de Cresil
Brilhante
Pacientes Reticuldcitosx10° Reticuldcitosx10° Reticuldcitosx10°

011 52,9 48,1 33,3
012 57,4 26,9 28,7
013 63,7 68,6 78,4
X 58,0 51,2 46,8
S 1,8 g,? 15,8
X = Média
S = Desvio padrao
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TABELA IX
Grupo Patologico - Valores das contagens de reticuldcitos por
de sangue, situados acima da faixa de normalidade, para

o método do NMB - modificado, em laminas contra-coradas.

Metodo

NMB - modificado

A - .
Retlculocn:osxlo3

NMB - original Azul de Cresil
Brilhante

Reticuldeitosxl0 Reticulécitosx103

Pacientes
001 75,0 95,0 40,0
007 171,0 178,6 34,2
015B 229,5 175,5 117,0
0l 210,0 47,0 138,6
0228 64,8 97,2 46,8
023 72,0 63,0 b5, 0
024 429,0 343,0 85,8
025 163,2 336,0 312,0
028 114, 0 108,0 75,0
02%A 119,0 122,4 71,4
0298 102,5 87,5 82,5
030 124,2 133,4 27,6
031 70,2 97,2 48,6
032 129,2 136,0 74 8
033 69,7 53,3 49,2
035 72,0 57,6 43,7
037 102,0 108,0 105,0
039 30,0 81,0 33,0
040 112,0 92,0 68,0
041 450,0 396, 0 63,0
X 148,Y 145,3 78,0
S 2,5 22,0 13,9
X= Média S= Desvio padrao



6. DISCUSSAO

A determinacgio do numero de reticulo-
citos € de grande valia para o estudo das hemopatias, es
pecialmente das anemias, ndo sendo importante diferencia-

los gquanto a cada um de seus tipos.

Os corantes empregados na coloracgao
do reticuldcito sado ditos "vitais", entendendo-se por co-

rante vital quando o mesmo cora estrutura intra-celula-

res enquanto & célula permanece viva. Podemos dizer
que este termo se refere tanto as coloracdes feitas "in
vivo", quanto as feitas "in vitro", sendo esta Nltima

em células ou tecidos vivos, removidos do organismo. De-
ve-se diferenciar bem o significado de "coloragao vital"
de "coloragao de celulas mortas", isto &, coloragdo de
células prévia e irreversivelmente fixadas >. 0 coran-
te somente & considerado vital quando atua em quantida-

: 5 : . -~ .
des muite pequenas . Quando ¢s ribossomos sao precipita

dos pelo corante, estes nao sao chamados vitais, sendo
proposta por BESSIS *oa denominagao "coloracgao post- -
vital". O corante vital, portanto, deve evidenciar as es

truturas ditas vitais, sem interferir com a viabilicace
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da célula, pelo menos por uma hora. Algumas coloracgoes
vitais permitem sobrevida muito mailor das celulas do que
outras, existindo mesmo as qQue permitem uma sobrevida
. . 5
indefinida .

Ao estudarmos o comportamento do "New
Methylen Blue", tivemos como um dos objetivos, obter um

- -, - - a

metodo em que fosse possivel realizar em uma unica etapa,
a coloragdo dos reticulocitos; isto &: a coloragdo vital
e contra-coloracdo (coloragdo por corante pandtico). Fo-
ram efetuadas varias experiéncias tentando-se diversos

procedimentos.

BRECHER® preconiza solucao aquosa do
NMB para coloracao de reticuldcitos. Tentamos o emprego
de solugdes metandlicas em diversas concentragoes, pPois
poder-se-1ia tentar, em caso positivo, uma mistura do
NMB com o corante de Leishman, cuja solucio & habitual -
mente metanclica. O0s eritrdcitos foram encontrados pro-
fundamente deformados. Embora os reticulbcitos tivessem
sido visualizados, o mesmo nao foil alcancado com a mis-
tura Jdos dois corantes. Isto se deve ao fato da colora-
gao pelo corante de Leishman, exigir a fixacZo prévia,o

que torna invidvel a estrutura vital.

0 emprego de solugoes aqucsas do NMB

a 0,5%, com contra-coloragcoes por solugdes metandlicas e
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etandlicas de eritrosina e de eosina, em diferentes concen
tragdes, ndo permite a visualizagao dos reticulos, admi -
tindo-se que os mesmos tivessem sido mascarados pela eri-

trosina e pela eosina.

Quando a mesma solugao aquosa do coran
te (NMB a 0,5%) era colocada sobre laminas com extensoces
nao fixadas, os reticulos nao eram corados, pois provavel-
mente nao havia o necessario contacto iIntimo entre a cé-
lula e o corante vital. Nas extensoes fixadas pelo meta-
nol e pelo etanol e nas laminas em que se tentou uma fi-
xagao parcial, empregando-se diferentes concentragoes dos
fixadores, as estruturas nao se coraram pois se tornaram
inviaveis.

Nas preparacoes "a fresco' foi possi-
vel a visualizagao dos reticuldcitos porque houve efetivo
contacto entre o corante e a célula nao fixada, pois am-
bos permaneciam sob laminula lutada, por periodos de tempo
superiores aos 10 minutos empregados na técnica de BRE-
cHER® . Uma Unica excegdoc foi a da solugao do NMB na con
centragao mais baixa (0,1%) e com o menor tempo de contac

to empregado nesta série de experimentos (15 minutos).

A utilizagdo de solugoes salinas do

NMB, para contagem em camara, nac trouxe resultados posi-
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tivos, embora fossem empregadas diluigoes e diferentes tem
pos de contacto em “camara umida'". Isto ocorreu pela impos
sibilidade de visualizacdo do reticule, utilizando-se obje-

tiva de u40x, rotineiramente adotada.

A modificacio por nds introduzida na
técnica de BRECHERB, teve como objetivo uma simplificagao
da mesma, de modo a tornd-la mais rapida e menos traba-
lhosa na execugao do exame. Esta modificagac facilita o
manuselio do material, ao mesmo tempo que permite maior
contacto entre as células sanguirieas e a solugao do co-
rante vital. Constitui em substituir-se o capilar, utili
zado na técnicaB, por um tubo de vidro (conformne descrito
em 3.5). Desta maneira, a retirada da milstura de dentro
do tubo, tornou-se mais facil. Eliminou-se a necessidade
de se executar uma segunda homogeneiza¢ao da mistura na

lamina, substituida por uma leve agitagdo do tubo.

Nas experiencias preliminares, em que
foli testada esta modificagdo, obtivemos condigCes  ideais

para a visualizagdo e para a contagem dos reticuldcitos

Isto ocorreu tanto nas preparac¢oes em laminas contra-co-

radas, como naquelas sem contra-coloracgao.

A selecao dos elementeos do grupo con -
trole obedeceu ao critério estabelecido "a priori" para es

te trabalho, acrescida pela determinagac dos valores hema
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timétricos. Nos elementos do sexo feminino, o sangue foil
colhido na segunda metade do ciclo menstrual, para evi-
tar-se a possibilidade de encontro de malor numero de
reticuldocitos, reacional a perda. sanguinea menstrual. Os
resultados da contagem de reticuldcitos por mm3 de san-
gue do grupo controle, foram considerados, para o método
do NMB-medificado, como referencia para comparagoes com

os do grupo patoldgico.

Na analise estatistica, consideramos
t 3 1]
apenas os resultados expressos em '"por mm de sangue'',
que no nosso entender sao biologicamente os mails signifi
cativos. A escolha do "teste ndomramétrico” de WILCO-
: 16 ~ .
XON-WILCOX™", se deveu as grandes diferencas encontradas
entre o5 valores das contagens de reticulocitos, para
. - -+ - [y v
0s 1individuos do grupo patologico, o que deixava prever u
ma consideravel variagao dos métodos entre si. Isto iria

T

acarretar erros consideraveis para as variancias. 0 "tes-
te n3o paramétrico" foi usado para verificar se as dife-
rengas nas distribuigoes das ordens, variavam significa-
tivamente entre os métodos. As somas das ordens de cada
método foram comparadas para estimar diferencas significa
tivas entre as mesmas. Caso nao existissem  diferengas

significativas, as somas seriam iguais ou proximas para

16 ~
as duas colunas. 08 valcores tabelados oferecerao oS



-36-

limites maximos permitidos, para considerar eventuais di-

ferencas como ao acaso e portanto nao significativas.

A analise da tabela IV, referente ao
grupo controle, revela que o metodo que emprega o Azul de
Cresil Brilhante como corante, nas laminas sem contra-co-
loracdo, € significativamente diferente dos demais, visto
que apresentam valores que ultrapassam a diferenga maxi-
ma permitida, segundo o "Teste n3o parametrico". Quando
se compara o método que emprega o Azul de Cresil Brilhan-
te, em laminas contra-coradas, a diferenga significativa
somente se manifesta em relagdo ao método do NMB-modifica

do, em laminas contra-coradas.

Prosseguindo a analise estatistica, a
tabela VI, referente ao grupo patologico, nos indica que
ha diferenga significativa entre o meéetodo do Azul de
Cresil Brilhante, em laminas sem contra-coloragdo e os de
mais. O Azul de Cresil Brilhante, em laminas contra-cora
das, apresenta resultados significativamente diferentes
dos metodos do NMB-original e do NMB-modificado,ambos tam
beém em laminas contra-coradas. O0Os métodos do NMB-origi
nal, em laminas contra-coradas e NMB-modificado, em 1ami-

nas sem contra-colora¢ao, apresentam diferenca significa

tiva.
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Do exposto, conclui-se que o 'teste
ndo paramétrico" demonstra que AS coloragoes onde se em-
prega o corante NMB, sdo superiores aos que empregam o)

Azul de Cresil Brilhante como corante vital. A conclusao
alcangada neste trabalho confirma a observagao de outros
6,7,21 - At T ;
autores . A analise es'atistica revelou,ainda, que
em laminas onde se efetuou contra-coloracao pelo corante

de Leishman, ofereceram melhores resultados do que as nao

contra-coradas.

0Os métodos do NMB-original e do NMB-
modificado, em l3aminas submetidas a contra-coloragao,nao
apresentaram diferencas significativas, embora este uUlti-
mo tenha contribuido para facilitar a execucao do exame,

sem que haja prejuizo na qualidade dos resultados.

Com a finalidade de verificar se o)
comportamento da contagem dereticuldcitos, mostrava dife
rengas para contagens abaixo, acima e dentro da faixa de
rormalidade, considerada esta para o método do NMB-modi-
ficado, o grupo patoldgico foi dividido em trés sub-gru-
pos, segundo este critério. Nos trés grunos, a média dos
valores referentes ao metodo do Azul de Cresil Brilhante,
€ inferior a dos outros dois métodos. Para o método do
NMB-original, em média, os valores sao ligeiramente supe

riores aos do método do NMB-modificado, no grupo com va-
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lores abaixo da normalidade. Nos outros dois grupos, o
método do NMB-modificado, apresenta em média, valores su-
periores aos do método do NMB-original. Podemos concluir
que, para valores de reticuldcitos abaixo do limite maxi-
mo de normalidade, os métodos do NMB-original e modifica
do, apresentam id&ntico comportamento; em relagao ao méto
do do Azul de Cresil Brilhante, apresentam comportamento

superior. O mesmo se conclul e com maior evidéncia para
as contagens de reticulbcitos situados acima do limite ma

ximo de normalidade.

A avaliacao qualitativa do  aspecto
visual dos reticuldcitos, demonstra uma melhor e mais fa-
cil identificagao dos mesmos, guando se emprega o NMB com
contra-coloragdo (fotomicrografias nimeros 5,6,9 e 10),do
qQue quando do emprego do NMB sem contra-coloragaoc (fotomi
crografias numeros 7, 8, 11 e 12) ou o Azul de Cresil Bri

lhante, com contra-coloragac (fotomicrografias nimeros 13

e 1u).

Em laminas onde se empregou o Azul de
Cresil Brilhante como corante vital, porém sem contra-co-
loragao, embora fossem visuvalizados os reticulbeitos ao
microscépio, com bastante dificuldade, ndo obtivemos, mes
mo que precariamente, uma imagem que possibilitasse um

registro fotomicrografico.



7. CONCLUSOES

As contagens realizadas pelos métodos que empregam O
NMB como corante, apresentaram diferencas estatisti-
camente significativas, quando comparadas com as que

empregam o Azul de Cresil Brilhante.

A andlise estatistica demonstrou gque a contagem de
reticulécitos corados pelc NMB e realizada em prepa
ragoes contra~coradas pelo corante de Leishman, apre
sentou resultados significativamente melhores do que

a realizada em preparacgoes sem contra-coloragdo.

As contagens realizadas pelo método do NMB,segundo a
técnica original, quando comparadas com as vrealiza-
das pelo método empregando a modificacao proposta,
nao apresentaram diferencas estatisticamente signifi

cativas.

A modificagdo proposta no método de contagem de re-
ticuldcitos, empregando o corante NMB, contribuiu

para facilitar a execugao do exame.
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9. APENDICE
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FOTOMICROGRAFIA NOMERO 1
Reticulocito pseudonuclesado

Meétodo do NMB-modificado; contra-coloracdoc pelo corante  de
Leichman (1000x).

FOTOMICROGRAFTA NOMERO 2
Reticulo completo

Método do NMB-original; contra-coloragdo pelo corante de
Tzishman (1000x).
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TOTOMICROGRAFIA NOMERO 3
Reticulo parcial ou incompleto

F

Método do NMB-modificado; contra-coloracido pelo corante de
Leishman (1000x).

FOTOMICROGRAFIA NOMERO 4

Método do NMB-originalj; contra-coloracgac pelo coran  de
Ireishman (1000x).



- FOTOMICROGRAFIA NOMERO 5

Método do NMB-modificado; contra-coloracdo pelo corante de
Leishman (1000x).

FOTOMICROGRAFIA NOMERO 6

Método do NMB-modificadoj contra-coloragao pelo corante de
Leishman (1000x).
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FOTOMICROGRAFTA NOMERO 7

Método do NMB-modificado; senm contra-coloragdo (1000x).

FOTOMICROGRAFIA NOMERO 8

,Método do NMB-modificado; sem contra-coloragao (L000x)



-4 7=

FOTOMICROGRAFTIA NOMERO 9

fev 80

Método do NMB-original; contra-coloragdoc pelo corante de
Leishman (1000x).

FOTOMICROGRAFIA NUMERO 10

MEétodo do NMB-originalj; contra-coloracao pelo corante de
Leishman (1000x).
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FOTOMICROGRAFTA NOUMERO 11

Método do NMB-original; sem contra-coloracac (1000x).

FOTOMICROGRAFZA NOMERO 12

Método do NMB-original; sem contra-coloracdo (lL000x).



FOTOMICROGRAFIA NOMERO 13

Método do Azul de Cresil Brilhante; com contra-coloracao pe-
lo corante de Leishman (1000x).

FOTOMICROGRAFIA NUMERO 1u

Método do Azul de Cresil Brilhante; com contra-coloragdo pe
lo corante de Leishman (1000x).





