COLORAGAO DE
RETICULOCITO
(Procedimento N.° R 4132)

SIGMA-ALDRICH®

UTILIZACAO PREVISTA

A colorag@o de reticulécito destina-se a identificag@o de reticulécitos em esfregagos
sanguineos. Os reagentes de coloragdo de reticulécito destinam-se a “utilizacdo em
diagndstico in vitro.”

Em 1949, Brecher' apresentou o novo método de azul-de-metileno para a
identificacao de reticulécitos, com base na precipitagdo do ARN ribossémico pelo corante
catiénico. Este processo substitui, actualmente, outros métodos e constitui o procedimento
reconhecido para a quantificagdo dos reticuldcitos no sangue periférico.?

A Sigma-Aldrich fornece uma solugéo estavel para a coloragéo de reticulécitos em
esfregagos sanguineos. A solugdo de coloragao de reticuldcito e o sangue s@o misturados
e incubados durante breves momentos a temperatura ambiente. Os esfregacos biselados
ou centrifugados s&@o colocados em laminas para microscépio, secos ao ar e avaliados em
imersdo em dleo num microscépio de luz. Serd observado um glébulo vermelho com uma
classificacéo positiva contendo dois ou mais granulos corados a azul.

REAGENTE

COLORACAO DE RETICULOCITO, N.2 de Catalogo R 4132

Azul-de-metileno novo, 1 % (p/v), cloreto de sddio, 0,9 % (p/v) e oxalato de potassio
1,6 % (p/v).
ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:

Armazenar o corante de reticulécito a temperatura ambiente (18-26 °C). O reagente
permanece estavel até ao final do prazo de validade.

PREPARACAO:
O corante de reticuldcito é fornecido pronto para ser utilizado.

PRECAUCOES:

Deverao ser aplicadas as precaugdes normais relativamente ao manuseamento de
reagentes laboratoriais. Eliminar os residuos de acordo com todos os regulamentos locais,
estaduais, regionais ou nacionais. Consultar a ficha de dados de seguranca dos materiais
para obter informagc6es mais actualizadas sobre os riscos, perigos ou seguranga.

Declaracdes de risco e seguranca dos EUA e UE (Atencao: Ainda ndo foram realizados
todos os testes para estas substancias)

O reagente de coloragdo de reticuldcito é IRRITANTE. Irritante para os olhos, vias
respiratérias e pele. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente
com agua e consultar um médico. Usar vestuario de protecgao adequado.

PROCEDIMENTO

COLHEITA DE AMOSTRAS:

Recomenda-se que a colheita de amostras seja realizada de acordo com o
documento M29-A2 da NCCLS. Nenhum método de teste conhecido poderd garantir
totalmente que as amostras sanguineas ou de tecido ndo irdo transmitir infecgdes. Por
essa razdo, todos os derivados sanguineos ou amostras de tecido deverdo ser
considerados potencialmente infecciosos.

A colheita de sangue pode ser realizada em tubos evacuados padrdo do laboratério
clinico. Todos os anticoagulantes de rotina sdo considerados aceitaveis (por exemplo,
heparina, citrato e oxalato). O sal tripotassico do &cido etilenodiaminotetracético) (K, EDTA)
foi o anticoagulante escolhido. Se o procedimento nao for realizado no espacgo de 2 a
3 horas apds a colheita, armazenar o sangue a 4 °C. O sangue devera ser aquecido até
atingir a temperatura ambiente e bem misturado antes da coloracdo. Nao se recomenda a
utilizag@o de sangue com mais de 24 horas.

MATERIAIS ESPECIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS:
Microscépio

Instrumento para esfregacos sanguineos ou Citocentrifuga

Tubos de vidro, 10x75 ou 12x75 mm

Conta-gotas de laboratério ou pipetas Pasteur

Laminas para microscépio e solugbes de proteccao

NOTAS:

Recomenda-se que sejam processados esfregagos sanguineos preparados a partir
de dadores saudaveis, em conjunto com as amostras dos doentes, como controlos
normais.

Podera formar-se uma pequena quantidade de precipitado no corante de reticulécito.
Se se verificar a formagéao do precipitado, filtrar através de um papel filtrante de graduacgéo
laboratorial.
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Os dados obtidos com este procedimento servem apenas para auxiliar o diagnéstico
e deverdo ser analisados em conjunto com outros testes de diagndstico ou informagdes
clinicas.

PROCEDIMENTO:

1. Adicionar trés gotas de sangue devidamente misturado e duas gotas de corante de
reticuldcito, num tubo de vidro e misturar bem. Deixar assentar durante 10 minutos a
temperatura ambiente (18-26 °C).

2. Preparar um esfregago biselado ou centrifugado convencional e deixar secar ao ar
durante, pelo menos, 15 minutos. Nao se recomenda a realizagdo de uma
contracoloragao.

3. Colocar solugéo de proteccao e examinar microscopicamente.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Os esfregagos sanguineos colorados sdo avaliados em termos subjectivos quanto a
presenca ou auséncia de reticuldcitos. Considera-se um reticuldcito qualquer glébulo
vermelho que contenha duas ou mais particulas coradas a azul.?

Utilizando uma objectiva de imersdo em 6leo de 100x e uma ocular de 10x,
seleccionar aleatoriamente uma area do esfregago onde os glébulos vermelhos estejam
perto uns dos outros mas néo se estejam a tocar nem sobrepostos. Proceder a contagem
de 1000 glébulos vermelhos, incluindo reticuldcitos. A proporgao de reticuldcitos pode ser
calculada da seguinte forma:

Contagem de reticuldcitos (%) = Numero total de reticulécitos
10

Os valores de adultos normais a nivel zero sdo 1,0 £ 0,5 %.2

Devido a variabilidade no hematdcrito, podera ser necessario corrigir a contagem de
reticuldcitos observada, de modo a se obter um hematdcrito normal de 45 %:

Contagem de reticulécitos corrigida (%) = Contagem observada x Hematdcrito calculado (%)
45 %

Num doente ndo anémico normal, é possivel observar os reticulécitos na circulagdo
sanguinea no quarto dia de maturagéo, apos trés dias de maturacdo a nivel da medula. Os
factores que aumentam a eritropoiese poderdo reduzir o tempo de maturagdo da medula
6ssea, aumentando ao mesmo tempo o tempo de maturacéo do sangue. Esta alterag@o
resulta num grande ndmero de reticuldcitos “alterados” em circulagdo no sangue e nao
deverao ser tidos em conta na quantificagao dos reticulécitos como um reflexo da produgéo
de glébulos vermelhos.® As células alteradas podem ser detectadas através de um
esfregagco com corante de Wright® e pode ser estabelecido um indice de producéo de
reticuldcitos® com base na contagem de reticulécitos corrigida e no hematdcrito:

indice de produgéo de reticulécitos = Contagem de reticuldcitos corrigida (%)
Tempo de maturagao esperado (dias)

Sendo o tempo de maturagdo esperado:

Dias Hematdcrito
1 45 %
1,5 35 %

2 25 %
3 15 %

Um indice de produgéo de reticuldcitos superior ou igual a 3 é considerado normal,
enquanto um indice inferior a 2 esta abaixo do normal.?

Se os resultados observados forem diferentes dos esperados, contactar a Assisténcia
Técnica da Sigma-Aldrich para mais informagdes.
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A Sigma-Aldrich, Inc. garante que os seus produtos estdo em conformidade com as
informagdes contidas nesta e em outras publicagbes da Sigma-Aldrich. O comprador
devera determinar a adequagdo do(s) produto(s) ao fim particular a que se destinam.
Poderéao aplicar-se termos e condi¢des adicionais. Consultar o verso da factura ou carta de
porte para mais informagdes sobre os termos e condi¢des de venda adicionais.

Procedimento N.2 R 4132
Revis&do Anterior: 2003-03
Revisto: 2003-09

AR-MED Ltd., Runnymede Malthouse
Egham TW20 9BD Reino Unido

C€ [Ec[reP]

SIGMA-ALDRICH CHEMIE GmbH
P.O. 1120, 89552 Steinheim, Alemanha 49-7329-970



