AZUL DE CRESIL BRILHANTE

Finalidade:
Corante para contagem de reticulécitos.

Registro ANVISA:
10097010105

Apresentacédo:
620477 - AZUL CRESIL BRILHANTE RETICULOC FR100mL

1. INTRODUGAO

Os reticuldcitos compreendem eritrécitos imaturos no estagio final
de diferenciacdo celular. O termo reticulécito deriva das
caracteristicas microscopicas das células depois de tratadas com
corantes supravitais, como o azul de metileno novo ou o azul de
cresil brilhante, que conferem aos fragmentos de acido ribonucléico
(restos de RNA ribossomal) a aparéncia de uma fina rede reticular
ou granulos dispersos.

A proliferagdo e a diferenciacdo eritrbide ocorrem em
compartimentos do microambiente medular conhecidos como “ilhas
eritroblasticas”. Estas ilhas consistem em um macréfago central com
proje¢Ges citoplasmaticas circundado por eritroblastos em diferentes
estagios de desenvolvimento. A eritropoiese é impulsionada pelo
equilibrio entre mecanismos de feedback positivo e negativo que
operam nestas ilhas.

A extrusdo do nucleo pelo eritroblasto ortocromatico no final da
diferenciacéo eritréide da origem ao reticulécito, que se caracteriza
por ser uma célula anucleada, cerca de 20% maior que os eritrocitos
maduros e que na microscopia eletrdnica se apresenta como uma
célula multilobular, que ainda conserva no citoplasma alguns
resquicios de organelas como reticulo endoplasmatico, ribossomos
e mitocdndrias. O reticulécito ainda possui a capacidade de
producé@o de hemoglobina, apesar da auséncia do nicleo, devido a
presenca de RNA mensageiro no citoplasma. Por apresentar
mitocdndrias também tem certa capacidade de respiragao aerébica.
O tempo médio de maturagdo dos reticulécitos é cerca de 4 dias,
sendo que os trés primeiros dias ocorrem na medula 6ssea e nas
Ultimas 24 horas séo liberados para a circulagdo sanguinea. No
processo final de maturagdo, os reticul6citos perdem todas as
organelas, tém o volume ligeiramente reduzido e adquirem o
formato bicobncavo e a coloragdo citoplasmatica prépria dos
eritrocitos maduros. Neste ponto, cessa a sintese proteica e perdem
também qualquer capacidade de metabolismo aerébico,
restringindo-se a metabolizagdo da glicose pela via de Embden-
Meyerhoff (geracéo de acido latico) e pelo shunt das pentoses.

A producé@o de células vermelhas é estritamente regulada, a fim de
manter um hematdcrito de 40 a 45%, concentragdo em que a oferta
de oxigénio aos tecidos € 6tima. Aproximadamente 2 milhdes de
reticulécitos sdo produzidos a cada segundo, porém a produgdo
pode ser aumentada em cerca de 20 vezes em caso de anemia
severa.

A contagem de reticulécitos no sangue periférico fornece
informacdes sobre a integridade funcional da medula 6ssea. Em
pacientes com quadro de anemia que apresentam reticulocitose, a
eritropoiese na medula 6ssea mostra-se eficaz e responde as
terapias especificas. Entretanto, em pacientes com quadro de
anemia que apresentam um nudmero diminuido de reticulécitos na
circulagdo, ou reticulocitopenia, a eritropoiese é ineficaz e pode
estar associada a outros fatores. Além de avaliar a evolugdo desses
pacientes, a contagem de reticulécitos promove o monitoramento da
regeneracdo da atividade medular apds quimioterapia ou
transplante de medula éssea.

A maioria das técnicas laboratoriais para contagem de reticulécitos
séo baseadas na deteccdo de RNA (reticulina) no citoplasma dos
reticulécitos. Desde o final dos anos 1940 até o inicio dos anos
1980, a enumeragao de reticuldcitos foi realizada através da analise
microscopica de extensfes sanguineas coradas pela coloragéo
supravital. O desenvolvimento de corantes fluorescentes especificos
para RNA na década de 1980 possibilitou a utilizagdo de citbmetros
de fluxo para contagem de reticulécitos com elevada exatiddo e
precisdo. O desenvolvimento de citdmetros de fluxo dedicados a

www.laborclin.com.br

LABORCLIN
uma empresa Solabia Group
-~

LB 172061
Rev. 09 - 01/2025

enumeragdo de reticulocitos revelou-se como uma alternativa a
microscopia 6tica para laboratérios com alto volume de contagens
de reticulécitos. A andlise por citometria de fluxo proporcionou
informagBes clinicas valiosas que ndo eram disponiveis pela
microscopia de luz. Com a recente incorporacdo da citometria de
fluxo nos analisadores hematolégicos, a contagem de reticuldcitos
assim como parametros derivados tornaram-se parte da rotina
laboratorial. Andlise de reticulécitos com fluorocromo marcados com
anticorpos monoclonais contra receptores de superficie de
reticulécitos ja estdo disponiveis para estudos de investigacdo dos
reticulécitos e doencas do Erythron.

IMPORTANCIA CLINICA

A presenca de reticulécitos no sangue periférico € um sinal
inequivoco de producdo de células vermelhas. Assim a contagem
de reticulocitos é usada para se avaliar a capacidade da medula
6ssea em produzir novas células vermelhas, em casos de anemias
hemoliticas e hemorragias.

A contagem de reticulécitos ja é amplamente estabelecida e
utilizada para monitorar a eritropoiese. Constitui um fator importante
no diagndstico, classificacdo e monitorizagdo do tratamento das
anemias, na confirmagao da regeneracdo da medula 6ssea apds
quimioterapia ou transplante, e na monitorizacéo da terapéutica com
eritropoetina humana recombinante.

A contagem de reticul6citos € o método mais simples para estudo
da fungao eritropoética.

- CAUSAS DE RETICULOCITOSES

1. Esferocitose

. Drepanocitose

. Eritroblastose Fetal

. Anemia aguda pds-hemorragica

. Anemia hemolitica autoimune adquirida

. Hemoglobindria Paroxistica noturna

. Resposta terapéutica satisfatéria nas anemias carenciais

~NooabhownN

- CAUSAS DE RETICULOPENIAS

1. Anemia Aplastica

2. Crise apléastica de anemia hemolitica

3. Anemias Megalobléasticas

A Reticulocitose € um bom indice da resposta terapéutica das
anemias por caréncia de fatores hematopoéticos.

Uma anemia ferropriva responde a administragao de ferro com
reticulocitose até a sua inteira correcéo.

Reticulocitose na auséncia de perdas sanguineas ou tratamento de
estados carenciais com ferro, folatos ou vitamina B12 é bastante
indicativo de hemolise.

2. COMPOSICAO

Formulagéo g/L
Azul Cresil Brilhante 10g
Citrato de sédio 4q
Agua Deionizada 1000mL

A férmula pode ser ajustada e/ou suplementada, conforme
necessario, para cumprir os critérios de desempenho.

3. AMOSTRAS

a- Tipos de amostras

- A amostra utilizada consiste em sangue total coletado com EDTA
ou com citrato de sédio, isento de hemolise.
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b- Armazenamento e estabilidade da amostra
A amostra deve ser processada 0 mais rapidamente possivel ap6s
coletada, do contrario, manter em geladeira (2 a 8 °C) por até 24h.

c- Critérios de rejeigdo
Rejeitar amostras que se apresentem hemolisadas ou coaguladas
(mesmo com micro-coagulos).

4. INFORMACOES GERAIS DO PRODUTO

a- Principio

O sangue total é diluido em azul de cresil brilhante, e a diluicdo &
usada para fazer esfregacos hematoldgicos onde serdo contados os
reticuldcitos.

O azul de cresil brilhante cora os restos de RNA associados aos
ribossomos que aparecem como filamentos ou ramos azuis, 0s
quais correspondem a eritrcitos que acabaram de perder o nimero
ou mais jovens, uma vez que cerca de 30% da hemoglobina é
sintetizada no eritrcito sem o nicleo.

b- Armazenamento e estabilidade

Para fins de transporte, o produto pode permanecer por 72h em
temperatura ambiente. No laboratério, o produto deve ser
armazenado em temperatura entre 9 e 25°C, condigfes em que se
mantém estavel até a data de vencimento expressa em rétulo,
desde que isento de contaminagdo de qualquer natureza.
Recomenda-se manter o produto protegido de incidéncia direta de
luz (natural ou artificial) e evitar grandes variagbes de temperatura
até a utilizacdo.

c- Precaucdes e cuidados especiais

- O produto é destinado apenas para o uso diagndstico in vitro;

- Uso restrito por profissionais;

- Mesmo se tratando de produto livre de agentes infecciosos,
recomenda-se tratar este produto como potencialmente infeccioso,
observando o uso de equipamentos de protecdo individual e
coletivo;

- Nao inalar ou ingerir;

- N&o utilizar placas com sinais de contaminagéo, ressecamento ou
com alteracBes de cor ou espessura;

- N&o usar materiais com o prazo de validade expirado, ou que
apresentem selo de qualidade rompido ou violado;

- Recomenda-se a leitura da diretriz aprovada para “Protegdo de
Trabalhadores de Laboratério e Infeccdes Obtidas no Trabalho -
CLSI® M29-A” para 0 manuseio seguro;

- Para acondicionamento e descarte do material usado, autoclavar a
121°C por 20 minutos. Recomendamos o uso dos sacos Detrilab;

- Os procedimentos de manuseio referentes ao processamento e
manuseio para o descarte devera estar de acordo com a RDC 222,
de 28 DE MARCO DE 2018 que dispde sobre o Regulamento
Técnico para o gerenciamento de residuos de servigos de saude.

5. MATERIAIS NECESSARIOS (porém néo fornecidos)
- Laminas de vidro

- Laminas distensoras

- Tubos de ensaio

- Banho-maria 37°C

- Microscopio 6ptico

- Oleo de imers&o

6. PROCEDIMENTO TECNICO

a- Realizar o preparo da diluicdo, baseado no hematdcrito do
paciente para:

- Hematdcrito até 30%: 12 gotas de sangue para 3 gotas de corante;
- Hematdcrito entre 30-45%: 9 gotas de sangue para 3 gotas de
corante;

- Hematdcrito superior a 45%: 6 gotas de sangue para 3 gotas de
corante;

b- Agitar e colocar em banho-maria a 37°C por 20 minutos.

c- Agitar e retirar uma gota para fazer os esfregacos.

d- Aguardar a secagem.

e- E possivel contra corar ou ndo com corante de Wright.

f- Levar ao microscopio 6tico na objetiva de imerséo.

g- Contar varios campos até que obtenha 1.000 eritr4citos e anotar
0 numero de reticuldcitos encontrados nestes campos. A escolha do
campo deve ser aleatéria com maior preocupa¢ao na distribuicio de
eritrécitos.
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Observacdo: As laminas coradas sdo estaveis por 30 dias sem
contato com o 6leo de imersé&o e por 1 semana quando armazenada
com 6leo de imersao.

7. RESULTADOS
7.1 Célculos
- Percentual:

% de reticuldcitos = 100 x N de reticulécitos contados
1.000

Legenda:
N= nimero

Contagem de reticul6citos corrigida:

Um paciente com um determinado grau de anemia deve ter a sua
contagem de reticulécitos corrigida para que se determine o nimero
de reticuldcitos de acordo com o grau de anemia, 0 que muitas
vezes mostra que uma contagem de reticul6citos normais pode
estar tendo uma representatividade baixa para o paciente.

Veja a técnica e um exemplo:
- Contagem de reticul6citos corrigido:

% de reticuldcitos corrigido = %Reticulécitos X HCT paciente
HCT normal (45%)

Legenda:

HCT= hematdcrito

Sabendo que um hematdcrito considerado normal tem valor igual a
45% que representa a porcentagem da parte sélida do sangue e
supondo que na contagem convencional a porcentagem de
reticulécitos deste paciente tenha dado 1,2% e seu hematdcrito 29:

indice de reticuldcitos = 1,2 x 29 = 0,7745
O que parecia uma contagem normal igual a 1,2% de reticulécitos
passou a ser uma contagem abaixo do normal.

7.2 Resultado
- Expressar os resultados em percentual ou em reticulécitos por pL.

Aspectos microscopicos:

Resultado esperado

Células esféricas apresentando
precipitado de granulos
reticulares.

Auséncia de sujidades e
depdsitos no fundo das laminas

Hemécias contendo
reticulocitos

Fundo da lamina

coradas.
7.3 Valores de referéncia
Pacientes % mm?3
Adultos 05al5 25.000 a 85.000
Recém-nascidos 2,0a6,0 100.000 a 300.000

8. LIMITACOES DO METODO

(Riscos Residuais Identificados conforme RDC 830/2023)

Os resultados falsamente positivos ou negativos podem ocorrer,
com maior frequéncia, nas seguintes situacdes:

- Apo6s abertos, os componentes tornam-se suscetiveis a
contaminag8es quimicas ou microbianas que podem inviabilizar sua
utilizacéo;

- Ao substituir os frascos originais, opte por frascos de vidro ambar,
0s reagentes apresentam sensibilidade a luz;

- Manter os frascos dos padrbes sempre fechados de maneira a
evitar alteragdes em concentracdes;

- Os reagentes se destinam ao uso diagndstico in vitro, ndo devendo
ser ingeridos ou entrar em contato com a pele e mucosas;

- Utilizacdo de material vencido, contaminado ou em condigbes
inadequadas;

- Erro na conservagéo dos reagentes;
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- Deve-se evitar 0 uso de materiais que possam contaminar 0s
reagentes, tais como ponteiras plasticas de micropipetador
reaproveitadas ou tubos para a reacao;

- Interpretacéo equivocada de resultados;

- Tempo excessivo ou insuficiente de coloracao;

- Armazenamento ou transporte de amostra inadequado;

- Néo utilizar a proporgdo amostra reagente sugerida na técnica;

- Todas as amostras devem ser manipuladas com extrema cautela,
pois podem veicular diversas doencas infectocontagiosas (hepatite,
SIDA etc.);

- Sempre usar sangue fresco, com anticoagulante (EDTA ou fluoreto
de potéassio + EDTA ou heparina sdo recomendados). O excesso de
EDTA causa dificuldade na impregnacao da coloragdo pelo Azul de
Cresil Brilhante e consequentemente leva a possibilidade de
resultados falsos negativos;

- Nos esfregacos que possuam tonalidade voltadas para o
vermelho, o corante agiu por pouco tempo podendo gerar resultados
falso negativos, pois o0s reticulécitos podem ndo ter sido
devidamente impregnados;

- Nos esfregacos que apresentarem coloragdo de tonalidade
préxima ao cinza, o corante agiu durante um periodo prolongado;

- Sempre respeitar o prazo de validade, pois, apds o vencimento, o
pH do corante sofre alteragbes que acabam comprometendo a
fixacdo de cor e consequentemente a visualizagdo dos
reticuldcitos;

- Normalmente ha interferéncias fisiologicas em pacientes
submetidos a grandes transfusdes;

- A dificuldade em se visualizar os reticulécitos pode ser contornada
realizando-se uma coloragao de fundo (panético, Giemsa etc.). Uma
causa de erro comum é ndo se obedecer aos critérios de diluigéo
pelo hematdcrito da amostra;

- Baixas temperaturas podem provocar precipitagcao de corantes;

- A gota de sangue ndo deve ser muito grande. Quanto maior a
gota, mais espesso seré o esfregaco;

- Os esfregagos muito espessos sO serdo aproveitaveis em certas
partes das bordas. Os excessivamente delgados tornam-se palidos;

- O esfregaco satisfatério deve ser fino e homogéneo de margens
livres, pois s6 os que retnem estas condicdes apresentam 0s
leucécitos e eritrécitos sem deformagdo e convenientemente
distribuidos;

- A acidez ou a basicidade do esfregago estdo relacionadas muitas
vezes, a qualidade da agua;

- A limpeza e a secagem adequada do material a ser utilizado séo
de fundamental importancia para a estabilidade dos reagentes e a
obtencdo de resultados corretos. Nao usar detergentes a base de
fosfato;

- A agua utilizada na limpeza do material e preparo dos reagentes
deve ser de boa qualidade;

- Colunas deionizadoras saturadas liberam ijons diversos, aminas e
agentes oxidantes, o0 que provoca o deterioramento dos reagentes.

9. CONTROLE DE QUALIDADE

Antes de serem liberados para o consumo todos os reagentes
Laborclin sdo testados pelo Laboratério de Controle de Qualidade. A
qualidade dos reagentes é assegurada até a data de seu
vencimento, descrito na embalagem, desde que armazenados e
transportados em condigdes adequadas. A aplicacéo do controle de
qualidade interno fica a critério do usuario, conforme seus
procedimentos.

- Materiais necessarios

Utilizar,  preferencialmente, = amostras  clinicas  coletadas,
transportadas e armazenadas em acordo com as normas vigentes;
Recomenda-se a analise comparativa da lamina corada com o
corante do novo lote, contra lamina corada por corantes de lotes
anteriores.

- Controle de qualidade dos reagentes:

Aspecto do produto

Solugéo azul escuro, livre de

Corante néo utilizado . A
particulas visiveis.

- Periodicidade
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Testar a cada novo lote recebido ou em periodicidade estabelecida
pelo proprio laboratério.

- Andlise dos resultados

O Azul Cresil Brilhante testado deve expressar os resultados
esperados. Caso se constate algum problema, os resultados ndo
devem ser liberados até que as causas tenham sido apuradas
devidamente e os problemas constatados sanados.

10. GARANTIA DA QUALIDADE

A Laborclin obedece ao disposto na Lei 8.078/90 - Coédigo de
Defesa do Consumidor. Para que o produto apresente seu melhor
desempenho, é necessario que:

- O usuario conhega e siga rigorosamente o presente procedimento
técnico;

- Os materiais estejam sendo armazenados em condigdes
adequadas;

- Os equipamentos e demais acessorios necessarios estejam em
boas condi¢des de uso, manutencéo e limpeza.

Antes de ser liberado para venda, cada lote do produto é submetido
a testes especificos, que sdo repetidos periodicamente até a data
de vencimento expressa em rétulo. Os certificados de andlise de
cada lote podem ser obtidos junto ao site www.laborclin.com.br. Em
caso de duvidas ou outras informagdes, contatar o SAC - Servico de
Assessoria ao Cliente através do telefone 0800-0410027 ou pelo e-
mail sac@laborclin.com.br. Quaisquer problemas que inviabilizem
uma boa resposta do produto, que tenham ocorrido
comprovadamente por falha da Laborclin seréo resolvidos sem 6nus
ao cliente, conforme o disposto em lei.
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ANEXO 1 - LISTA DE SIMBOLOS UTILIZADOS NOS ROTULOS

Cédigo do produto

Numero de série

Consultar instrucdes para utilizagao

Temperatura de armazenagem (limite
de temperatura)

Na&o utilizar se a embalagem estiver
danificada

Quantidade suficiente para <n>
ensaios

Esterilizado utilizando técnicas
assépticas de processamento

Esterilizag&o utilizando irradiagao

Risco bioldgico

Controle

Controle Positivo

Manter afastado da luz solar e longe
do calor

Nao utilizar

[LoT]
o™ |

s
(VD]

§

oT
STEFIILaEG_

STERILE| ,

Namero de lote

Fabricante

Validade

Produto para salide para
diagnéstico in vitro.

Representante autorizado na
Comunidade Européia

Fragil, manusear com cuidado

Esterilizagdo utilizando 6xido de
etileno

Esterilizado utilizando vapor ou calor
Sseco.

Cuidado. Importante consultar
instrucdes de uso.

Controle Negativo

Manter seco

Somente para avaliacéo de
desempenho

N&o reesterilizar

Fonte: ABNT NBR ISO 15223-1 — Terceira edigcao (24.08.2022)

LABORCLIN
uma empresa Solabia Group

04




