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RESUMO

O esfregacgo do sangue em laminas, tem por finalidade o estudo visual da morfologia
celular, sua contagem e altera¢gBes qualitativas e quantitativas, ndo detectaveis pelo
calculo de taxas, indices e meios mecanicos utilizados visto ao microscopio, 0
esfregaco ideal devera permitir a visualizacdo de todos os elementos, sem gque 0s
mesmos aparecam superpostos uns sobre os outros. Tais resultados sao
conseguidos com a pratica, que depende quase que exclusivamente da espessura
da pelicula do esfregaco sobre a lamina. O trabalho realizado teve como objetivo
principal avaliar a afinidade quimica e as possibilidades dos corantes artificiais:
marrom alimenticio, vermelho drim, murexida,vermelho de metila, azul brilhante, azul
indosol, rodamina B e cristal violeta, juntamente com o Leishman, corante padrao
utilizado na rotina laboratorial em hematologia, virem a ser utilizados também como
solucbes corantes em células sanguineas, onde um deles, o cristal violeta
apresentou maior afinidade na coloracdo dos leucécitos ou células sanguineas
brancas, podendo assim contribuir também na coloracdo e consequentemente na
identificacdo das células hematolégicas a partir da andlise dos esfregacos
sanguineos em laminas de vidro observados através da técnica de microscopia

Optica.

Palavras-chave: Hematologia. Esfregaco Sanguineo. Células Sanguineas.

Leishman.



ABSTRACT

The smear of blood on slides, aims the visual study of cell morphology, its count and
qualitative and quantitative changes, not detectable by calculating rates, indices and
mechanical means used seen under the microscope, the ideal smear should allow
viewing of all elements, without their appear superimposed on each other. These
results are achieved with practice it depends almost exclusively on the film thickness
of the smear on the slide. The work aimed to evaluate the chemical affinity and the
possibilities of artificial dyes: food brown, red drim, murexide, methyl red, bright blue,
indosol blue, rhodamine B and crystal violet, along with Leishman, standard dye used
in routine laboratory hematology, also come to be used as colorants solutions blood
cells, where one, crystal violet showed higher affinity for the coloring of leukocytes or
white blood cells, and may thus also contribute to the color and therefore the
identification of hematological cells from the analysis of blood smears on glass

slides observed byoptical microscopy technique.

Keywords: Hematology. Blood Smear. Blood Cells. Leishman.
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1 INTRODUCAO

O sangue é um tecido conjuntivo especializado que circula pelo sistema
vascular sanguineo, responsavel pela manutencdo da vida do organismo e
constituido de dois componentes: células e plasma. Uma caracteristica importante
do sangue é a constancia da sua composi¢cao quimica e suas caracteristicas fisicas,
assegurando condi¢cdes fisicas para funcionamento das células. Ele ¢é
constantemente renovado pela entrada e saida de substancias que modificam

discretamente sua composi¢cdo (HOFFBRAND, 2008).

As células do sangue geralmente sdo estudadas em extensfes preparadas
pelo espalhamento de uma gota de sangue sobre uma lamina, onde as células ficam
estiradas e separadas, o que facilita a observacdo ao microscopio Optico.
(LORDELO, 2002).

Nesse sentido, o esfregaco do sangue em laminas tem por finalidade o estudo
visual da morfologia celular, sua contagem e altera¢des qualitativas e quantitativas,
nao detectaveis pelo calculo de taxas, indices e meios mecanicos utilizados visto ao
microscopio, o esfregaco ideal devera permitir a visualiza¢@o de todos os elementos,
sem que 0S Mesmos aparegcam superpostos uns sobre os outros. Tais resultados
sdo conseguidos com a pratica, que depende quase que exclusivamente da

espessura da pelicula do esfregaco sobre a lamina (BERNARD, 1986).

A observacao das estruturas encontradas na natureza utilizando microscopia
Optica, como uma extensdo natural da observacdo a olho nu, representou papel
importante no surgimento das ciéncias da natureza, tanto das ciéncias biologicas,

como a histologia, anatomia, etc.

Este trabalho realizado teve como objetivo principal avaliar a afinidade
guimica e as possibilidades dos corantes artificiais: marrom alimenticio, vermelho
drim, murexida, vermelho de metila, azul brilhante, azul indosol, rodamina B e cristal
violeta, juntamente com o Leishman, corante padréo utilizado na rotina laboratorial
em hematologia, virem a ser utilizados também como solugdes corantes em células

sanguineas.
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Dessa maneira, o trabalho realizado visou principalmente avaliar as
possibilidades dos corantes artificiais, através da comparacao das suas estruturas e
afinidade quimica com corantes ja testados na literatura, virem a ser também
utilizados na coloracdo de esfregacos sanguineos, assim com o Leishman, corante
padrao utilizado na rotina laboratorial em hematologia, como solu¢gdes corantes em
células sanguineas, ja que possuem uma maior variedade no mercado, serem mais

acessiveis e terem um menor custo.

A metodologia utilizada na preparagcdo das solugbes corantes foi a mesma
utilizada para o corante padrdo Leishman utilizado em laboratérios de hematologia.
A coloracdo de Leishmann € nomeada devido a seu inventor, o patologista escocés
William Boog Leishman. Na preparacdao do corante Leishman foram utilizados 2,0 g
do corante em pdé que foram pesados em balanca analitica e logo apés foi
transferido aos poucos para um baldo volumétrico de 1000 mL contendo 500 mL
metanol P.A. onde um agitador magnético foi utilizado para facilitar a dissolucéo de
todo p6. Apds a dissolucdo do po6 foi completado todo o volume do baldo até o
menisco. A solucao foi filtrada, guardada e identificada em frascos ambar. Foram
agitados de 2 a 3 vezes ao dia durante 7 dias e deixados em repouso por 1 més
antes da sua utilizagao.

Para apresentacdo da pesquisa, esta dissertacdo esta organizada em sete
capitulos, sendo o primeiro esta introducédo. J& o segundo capitulo traz os objetivos

deste trabalho.

O terceiro capitulo trata dos aspectos tedricos sobre as principais tematicas
que envolvem a investigagdo, como as caracteristicas e conceitos do sangue e das
células sanguineas. No quarto capitulo, é apresentada a estrutura dos corantes, com
a histologia, microscopia Optica, componentes de um microscopio Optico,

citoquimica, histoquimica, coloragéo leishman e estudo dos esfregacos sanguineos.

No quinto capitulo, estdo o0s procedimentos experimentais, contendo a
descricdo dos reagentes, solventes e equipamentos, preparacdo das solucdes
corantes e método de coloragdo. O sexto capitulo traz os resultados e discussoes,
com a analise da micrografia das laminas. No sétimo capitulo, apresentam-se as

consideracdes finais desta pesquisa, seguidas das referéncias bibliograficas
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utilizadas e dos apéndices.

Ao final, os resultados mostraram que o cristal violeta apresentou maior
afinidade na coloracdo dos leucocitos ou células sanguineas brancas, podendo
assim contribuir também na coloracdo e consequentemente na identificacdo das
células hematologicas a partir da analise dos esfregacos sanguineos em laminas de
vidro observados através da técnica de microscopia éptica.
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2 OBJETIVOS

e Objetivo principal

Avaliar as possibilidades dos corantes artificiais: azul brilhante, azul indosol,
rodamina B e cristal violeta, virem a ser também utilizados na coloracdo de
esfregacos sanguineos, assim com o Leishman, corante padrdo utilizado na rotina

laboratorial em hematologia, como solu¢des corantes em células sanguineas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 SANGUE

Em todos os campos da medicina ao longo das ultimas décadas foram
acompanhados por uma maior compreensao dos processos bioquimicos, fisioldgicos
e imunoldgicos envolvidos na formacao e na funcao das células sanguineas normais
e nos distlrbios que podem ocorrer em diferentes doencas. Pesquisas apontam uma
queda na mortalidade de pacientes que tiveram diagndstico mais rapido de doencas
hematoldgicas. Alteracbes no sangue podem ser adquiridas ou hereditarias,
podendo ser originarias na formacdo de células ou nos componentes sanguineos.
Ao mesmo tempo, os tratamentos disponiveis para pacientes com doenca do sangue
e dos odrgdos formadores de sangue foram ampliados e melhoraram
substancialmente com a compreensdo da fisiopatologia das doencas e com a
introducdo de novas drogas, além de novos meios de tratamento de suporte,
segundo Hoffbrand (2008).

O sangue é um tecido conjuntivo especializado que circula pelo sistema
vascular sanguineo, responsavel pela manutencdo da vida do organismo e
constituido de dois componentes: células e plasma. A parte celular € denominada
hematécrito. A porcdo celular é formada quase que totalmente por globulos
vermelhos ou eritrocitos, bem como por glébulos brancos ou leucdcitos e ainda pelas
plaquetas. Estes ultimos dois tipos de células, em conjunto, representam um volume

celular desprezivel, quando comparado ao volume ocupado pelos eritrécitos.

Desse modo, o valor do hematdcrito representa, na pratica, o volume ocupado
pelos globulos vermelhos. Estes componentes podem ser separados por
centrifugacédo se o sangue for coletado na presenca de anticoagulantes. Cerca de
45% do volume sanguineo € composto de eritrécitos (hemacias ou globulos
vermelhos) e leucdcitos (glébulos brancos), e os outros 55% de plasma. O volume
sanguineo de um adulto normal é de 5 a 6 L (ABRAHAM, 2008, p. 165). A

composicdo do sangue pode ser vista através da Figura 1.
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Figura 1 — Composic¢do do Sangue.

| Glébulos Vermelhos |

| Glébulos Brancos |

Plaquetas |

Fonte: Manual de Hematologia (2008).

Uma caracteristica importante do sangue € a constancia da sua composi¢cao
quimica e suas caracteristicas fisicas, assegurando condicbes fisicas para
funcionamento das células. Ele é constantemente renovado pela entrada e saida de
substancias que modificam discretamente sua composicdo (LORDELO, 2002, p. 3).
A constancia da composicdo do sangue, com estreita faixa de variagcdo, € o
resultado mantido pela rapidez pela qual as substancias deixam e entram no sangue

guando estdo em excesso ou em concentracdes abaixo do normal, respectivamente.

A porcao acelular ou plasma é constituido de 91,5% de &gua que serve de
solvente das substancias organicas e minerais e ainda de veiculo para as células,
moléculas e ions. Os restantes 8% sdo formados por proteinas, sais e outros

constituintes organicos em solucdo (LORDELO, 2002, p. 3).

3.2 HEMATOPOESE

A porcéao celular do sangue composta de eritrécitos, leucécitos e plaquetas,
constituem trés linhagens ou séries diferentes de células, que se originam,

entretanto, de uma célula-mae Unica, denominada célula pluripotente, totipotente,
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stem-cell ou célula tronco (LORENZI, 2011, p. 6).

A stem cell € uma célula de origem embrionaria, que tem capacidade de
autorenovacao, isto €, produzir células com caracteristicas semelhantes as suas, de

diferenciacdo em diversos tipos celulares e uma grande capacidade de amplificacéo.

Todo esse processo é mediado por fatores de crescimento e pelo
microambiente. Os 0ss0s sdo encarregados de proporcionar um microambiente

adequado a Hematopoese, formado por uma rede de células estromais e vasos.

Os fatores de crescimento sdao hormoénios que regulam a proliferacdo e a
diferenciacdo das células progenitoras e as fun¢fes das células maduras. Os fatores
de crescimento tém origens variadas e atuam em mais de uma linhagem celular,
sempre em conjunto com as interleucinas. Interleucinas sdo citocinas que agem
independentes ou em conjunto com outras interleucinas estimulando os fatores de

crescimento hematopoéticos.

As primeiras células sanguineas do homem surgem no periodo embrionario,
por volta da sétima ou oitava semana de vida. Nas primeiras semanas de gestacao,
0 saco vitelino é o principal local de hematopoese (do grego haima, sangue; poiein,
fazer). A hematopoese definitiva, entretanto, deriva de uma populacdo de células-
tronco observada na regido AGM (aorta-gbnadas-mesonefros). Acredita-se que
esses precursores comuns as ceélulas endoteliais e hematopoéticas
(hemangioblastos) aninhem-se no figado, no bago e na medula 6ssea; de seis
semanas até 6 a 7 meses de vida fetal, o figado e o baco sdo os principais orgaos
hematopoéticos e continuam a produzir células sanguineas até cerca de duas
semanas apds o nascimento (Tabela 1). A medula Gssea é o sitio hematopoético
mais importante a partir de 6 a 7 meses de vida fetal e, durante a infancia e a vida
adulta, € a Unica fonte de novas células sanguineas. As células em desenvolvimento
situam-se fora dos seios da medula 6ssea, enquanto as maduras séo liberadas nos
espacgos sinusais e na microcirculagdo medular e, a partir dai, na circulacdo geral
(LORENZI, 2011, p. 7).

Nos dois primeiros anos, toda a medula 6ssea é hematopoética, mas durante

o resto da infancia ha substituicdo progressiva da medula dos ossos longos por
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gordura, de modo que a medula hemopoética no adulto € confinada ao esqueleto
central e as extremidades proximas do fémur e do umero. Mesmo nessas regides
hematopoéticas, cerca de 50% da medula é composta de gordura. A medula 6ssea
gordurosa remanescente é capaz de reverter para hematopoese e, em muitas
doencas, também pode haver expansdo da hematopoese aos 0ssos longos. Além
disso, o figado e o baco podem retomar seu papel hematopoético fetal

(“hematopoese extracelular’), (HOFFBRAND, 2008, p. 11).

Tabela 1 — Locais de hematopoese

0-2 meses (saco vitelino)
Feto 2-7 meses (figado, baco)

5-9 meses (medula 6ssea)

Lactentes Medula 6ssea (praticamente todos
0S 0SS0S)
Adultos Vértebras, costelas, cranio,

esterno, sacro e pelve.

Fonte: Hoffbrand (2008, p. 11).

Durante varios anos a microscopia vem causando impactos consideraveis
diante de descobertas de doencas associadas aos seres Vivos microscopicos e

disfungdes celulares presentes nos seres humanos.

A evolucdo nas técnicas de microscopia trouxe a utilizacdo de substancias a
fim de que pudessem promover a visualizacdo dessas estruturas celulares com
intuito de serem melhores observadas. Com o passar do tempo, observaram
também que essas substancias ndo possuem funcdo Unica apenas em corar

estruturas, mas também, conserva-las a ponto de se evitar perda de material.

A hematologia € o ramo da medicina voltada principalmente para o estudo
dos elementos formadores do sangue (células do sangue) e seus tecidos. Os
elementos formadores, o0s eritrcitos, os leucdcitos e as plaquetas, sdo examinados
em laboratério de hematologia com a técnica de microscopia Optica onde o0s
corantes participam ativamente na observacéo e identificacdo destas. Os elementos

celulares do sangue costumam ser chamados de células sanguineas.
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As variaveis hematologicas podem ser estudadas por meio de extensdes
sanguineas que proporcionam a analise das séries branca e vermelha de forma
relativamente pratica (ISHIKAWA, 2010), mas para que esta analise seja eficiente, é
imprescindivel a utilizacdo de uma técnica de coloracdo que permita a diferenciacéo
entre estas células (THRALL, 2006).

As técnicas tintoriais em hematologia vém evoluindo desde o final do século
XIX, quando Romanowsky, protozoologista russo do final do século XIX idealizou
uma mistura de corantes que poderia identificar células distintas com cores
diferentes. Os corantes baseiam-se em misturas de diferentes concentracdes de
azul de metileno e eosina, dissolvidos em &lcoois, normalmente o metanol. As
formulacdes disponiveis hoje no mercado séo constituidas por diferentes proporcées
entre essas duas tinturas-mée e sdo conhecidas pelo nome de seus criadores:
Leishman, May-Grunwald, Giemsa e Wright (TAVARES-DIAS; MORAES, 2006).

O corante de May-Grunwald (1902) é uma mistura de eosina e azul de
metileno (ndo oxidados), que quimicamente se transforma em eosinato de azul de
metileno. Giemsa (Alemanha) desenvolveu, no mesmo periodo, um corante que leva
seu nome e que hoje se sabe ser uma mistura de azul | (mistura equimolar de azul |
e azul de metileno) e eosinato de azul | (corante formado pela combinacdo equimolar

de azul I, azul de metileno e eosina amarela).

Esses dois corantes séo utilizados através de um método de coloragdo mais
demorado, em que apds a fixacdo e coloracdo pelo May-Grunwald, se processa uma
segunda coloracdo com solucdo de Giemsa, obtendo-se um resultado final melhor e
mais detalhado. A necessidade de um Unico corante, que pudesse corar globalmente
os elementos celulares com os detalhes do May-Grunwald-Giemsa, levou ao
desenvolvimento de novos corantes: Leishman (Inglaterra, 1901) e Wright
(Inglaterra, 1902). S&o corantes basicamente idénticos, compostos de eosina

amarela e produtos da oxidagao do azul de metileno.



Figura 2 — Estrutura do Azul de metileno
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Figura 3 — Estrutura da Eosina.
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Fonte: modificado pelo autor.

A utilizagdo de misturas entre esses corantes € bem comum, sendo mais
utilizada a combinacdo de May-Grunwald com Giemsa, chamada de Rosenfeld e

uma segunda mistura que consiste na combinagcdo de May-Grunwald, Giemsa e
Wright (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).



24

O estudo do material bioldgico ao microscépio requer alguns procedimentos
prévios que vao desde a coleta do material até a montagem final do preparado
histol6gico; que os elementos a serem analisados ndo sejam difusiveis; que o
produto da reacgdo seja visivel (cor ou precipitado); que a reacao seja especifica ou
seletiva para o que se pretende analisar.

Outra técnica bastante empregada na rotina laboratorial € a coloracdo por
panotico rapido, na qual as laminas sdo submetidas a acdo de trés compostos: um
fixador e duas solucfes corantes (OLICHESKI, 2003).

Todas essas tinturas funcionam da mesma forma, demarcando estruturas de
acordo com seu pH. Estruturas acidas tem a tendéncia de se corar em tons de
vermelho (aciddfilas) e estruturas basicas em tons de azul (basdfilas), estruturas que
apresentam um pH neutro irdo apresentar coloracdo intermediaria entre essas duas
cores (TAVARES-DIAS; MORAES, 2004).

Os termos acidofilia, basofilia, neutrofilia, azurofilia e policromatofilia séo
muito frequentemente utilizados em hematologia, referindo-se tdo somente a aptidao

revelada por distintas partes das células, frente a determinados corantes.

As coloracbes sdo feitas com substancias sintéticas pertencentes ao grupo
das anilinas, derivados da hulha. Sdo compostos formados por um acido e uma

base, dividindo-se desde Ehrlich, em corantes acidos, basicos e neutros.

Os corantes e pigmentos organicos podem ser definidos como substancias
intensamente coloridas que, quando aplicadas a um material, Ihe conferem cor
(ABIQUIM, 2006).

Ha mais de 20 mil anos, o homem utiliza as cores, sendo o Negro-de-Fumo
(Carbon Black) o primeiro corante de que se tem conhecimento. Por volta de 3.000
mil anos a.C., surgiram alguns corantes inorganicos sintéticos, como o Azul Egipcio.
Na Roma Antiga, a cor purpura, obtida de um molusco marinho chamado Murex, era

simbolo da riqueza e distingdo, sendo utilizada nas vestes reais (ABIQUIM, 2006).
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3.3 CELULAS SANGUINEAS

As células do sangue geralmente sdo estudadas em extensfes preparadas
pelo espalhamento de uma gota de sangue sobre uma lamina, onde as células ficam
estiradas e separadas, o que facilita a observagcdo ao microscopio Optico. Essas
extensdes sdo coradas com misturas especiais, que contém azul de metileno
(corante basico), eosina (corante acido), e azures (corantes basicos de cor purpura)
(ZAGO; FALCAO, 2013; RAPAPORT, 1990).

S&o muito utilizadas as misturas de Leishman, Wrigth e Giemsa, designadas
com os nomes dos pesquisadores que as introduziram. Com essas misturas de
corantes, as estruturas acidofilas tornam-se de cor rosa, as basofilas, de cor azul e
as que fixam os azures, ditas azurdfilas, de cor purpura. (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013, RAPAPORT, 1990).

3.3.1 Eritrécitos

Os eritrocitos humanos sdo células anucleadas caracterizadas
morfologicamente pelo seu formato de disco bicébncavo e diametro médio de
7,2 um em um esfregaco sanguineo. Os fatores que determinam essa
forma caracteristica do eritrocito sdo seu citoesqueleto, sua membrana celular e
seu coloide (NAOUM, 2001).

Quimicamente, o conteldo dos eritrocitos é constituido de 66% de agua e
33% de uma unica proteina, a hemoglobina. Os outros componentes juntos, como
outras proteinas, enzimas e alguns lipideos, somam o 1% restante. Outra
importante caracteristica do eritrécito € sua resiliéncia, a capacidade de se
deformar para percorrer a microcirculagdo e retornar ao seu formato original

(NASCIMENTO, 2002).

Ao penetrarem a corrente sanguinea, vindos da medula 6ssea vermelha, na
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qual sédo formados, os eritrocitos imaturos (reticuldcitos) contém ainda certa
quantidade de ribossomos. Quando corados apresentam uma cor azulada, devido a
basofilia do RNA. Certos corantes, como o azul brilhante de cresil, precipitam o RNA,
dando origem a uma delicada rede de material baséfilo, que aparece bem corado em
azul (Figura 3). (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 4 — Hemécias.

Fonte: Junqueira e Carneiro (2013, p. 229).

Figura 5 — Estrutura da Hemoglobina.
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Fonte: Hoffbrand (2008, p. 27).



3.3.2 Leucébcitos

Os leucdcitos ou globulos brancos séo células produzidas na medula 6ssea e
no tecido linfatico, responséaveis pela defesa do organismo diante das infeccbes e
agentes toxicos. Esse sistema de defesa é formado pelos leucécitos e por células
teciduais derivados desses leucécitos, que trabalham em conjunto para destruir os

agentes invasores por fagocitose e pela formacéao de anticorpos.

Os leucécitos produzidos na medula 6ssea ficam armazenados até que sejam
necessarios na corrente sanguinea, quando sao liberados; os linfocitos, na sua
grande maioria, sdo armazenados nos tecidos linfoides e liberados gradualmente

pela circulacdo, onde por diapedese voltam para os tecidos e depois de algum

tempo reentram na linfa e retornam ao sangue varias vezes.

Figura 6 — Tipos de leucécitos.
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Fonte: Junqueira e Carneiro (2013, p. 227).
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Sao classificados em dois grupos principais, 0s granulocitos (que possuem

granulos no citoplasma das células) e agranuldcitos, que ndo possuem granulos.

Dos granulécitos podemos destacar os neutrofilos, basofilos e os eosindfilos, e dos

agranulécitos, os linfécitos e os mondécitos (NASCIMENTO, 2002). Abaixo, estdo

explicacdes sobre cada um desses tipos de leucécitos.

Neutréfilos: sdo conhecidos também como polimorfonucleares e
correspondem cerca de 50% a 70% das células circulantes; possuem
granulos citoplasmaticos pequenos corados fracamente em puarpura-
avermelhado. Os neutrofilos sdo capazes de deixar 0s vasos
sanguineos e entrar nos tecidos, onde protegem o corpo fagocitando

bactérias e substancias estranhas ao organismo.

Basofilos: possuem granulos relativamente grandes corados em azul-
parpura; liberam histamina (contribui para as respostas alérgicas
dilatando e permeabilizando os vasos sanguineos) e heparina (previne

a coagulagao do sangue).

Eosinofilos: possuem granulos corados em laranja-avermelhado e
fagocitam complexos antigeno-anticorpo. Seus nudcleos geralmente
tém dois lobos conectados por um filamento. O numero de
eosindfilos circulantes aumenta de forma muito acentuada no sangue
circulante durante as reacdes alérgicas, e durante as infestacdes

parasitarias.

Linfocitos: sdo o segundo tipo mais abundante de leucécitos (apds ou
neutroéfilos), compreendendo cerca de 30% dos globulos brancos em
circulagdo, a maioria se localiza no tecido linfoide e sdo formados por
linfoblastos. S&o leucdcitos pequenos, sendo apenas um pouco
maiores que 0s eritrocitos, e cada um deles tem um ndcleo que é
circular ou algo recortado num dos lados. S&o importantes nas
respostas imunes especificas do corpo, incluindo a producédo de

anticorpos.
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e Mondcitos: possuem um Unico nucleo; sao células grandes. Sao
formados por monoblastos. S&o capazes de entrarem no tecido
conjuntivo frouxo, onde se desenvolvem em grandes células
fagociticas, denominadas macréfagos, que podem ingerir bactérias e

outras substancias estranhas ao organismo.

Os leucocitos séao incolores, de forma esférica quando em suspensdo no
sangue e tém a funcéo de proteger o organismo contra infecgdes. Sao produzidos na
medula 6éssea (assim como os eritrécitos) ou tecidos linfoides e permanecem
temporariamente no sangue. Diversos tipos de leucdcitos utilizam o sangue como
meio de transporte para alcancar seu destino final, os tecidos (JUNQUEIRA,
CARNEIRO, 2013).

3.3.3 Plaquetas

As plaquetas sao fragmentos celulares anucleados com um diametro de 2 a 4
MM e um volume médio de 7 a 11fL, tém forma discoide e circulam de 7 a 10 dias na
corrente sanguinea, sendo entdo removidas por macréfagos. Em condicdes normais,
0 numero de plaquetas é de 150 x 103 a 400 x 103 pL no sangue periférico. Dois
tercos circulam na corrente sanguinea e um terco fica retido no baco (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

A membrana plaquetéaria € formada por uma dupla camada de fosfolipideos
onde serdo incorporados colesterol, glicolipideos e glicoproteinas. Além de algumas
organelas, as plaguetas contém os granulos alfa e granulos densos que fornecem

varias substancias participantes do processo hemostatico (HOFFBRAND, 2008).

As plaquetas sdo produzidas na medula Ossea por fragmentacdo do
citoplasma dos megacariécitos, uma das maiores células do organismo. O precursor
do megacariocito, o megacarioblasto, surge por um processo de diferenciacédo da
célula-tronco hematopoética. O megacariocito amadurece por replicacédo

endomitética sincronica (isto é, replicacdo do DNA sem haver divisdo nuclear ou
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citoplasmatica), aumentando o volume do citoplasma e o nimero de lobos nucleares
em multiplos de dois.

Plaguetas formam-se pela fragmentacdo do citoplasma do megacariocito,
originando-se 1000 a 5000 de cada megacariocito. O intervalo entre a diferenciacéo
da célula-tronco humana e a producdo de plaguetas é da ordem de 10 dias.
(HOFFBRAND, 2008).
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4 ESTRUTURA DOS CORANTES

Algumas estruturas, como o0 nucleo da célula, tém afinidade pelos corantes
bésicos e coram-se de azul ou purpura. Outras estruturas celulares tém afinidade
pelos corantes acidos e coram-se de rosa-avermelhado. Assim, como explicam
Jungueira e Carneiro (2013), as células e as estruturas sdo mais facilmente
visualizadas e diferenciadas (por isso a denominacao de contagem diferencial). De
acordo com Silbert (2011), as estruturas dos corantes azul brilhante, azul indosol,

rodamina B e cristal violeta sdo demonstradas nas figuras 7, 8, 9 e 10.

Figura 7 — Estrutura do Azul Brilhante.
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Figura 8 — Estrutura do Azul Indosol.

Fonte: autor.

Figura 9 — Estrutura do Rodamina B.
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Figura 10 — Estrutura do Cristal Violeta.
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De acordo com Ross (2011), os corantes basicos reagem com componentes

anibnicos de células e tecidos (componentes que carregam uma carga liquida

negativa). Os componentes aniénicos incluem os grupamentos fosfato dos acidos

nucleicos, os grupamentos sulfato das glicosaminoglicanas e 0s grupamentos

carboxila das proteinas. A capacidade desses grupamentos anibnicos para reagir

com o corante basico é chamada de basofilia.

Por outro lado, conforme o mesmo autor, 0s corantes acidos reagem com

grupamentos catibnicos nas células e nos tecidos, especialmemte com grupamentos

amino ionizados das proteinas. A reacdo dos grupamentos catidbnicos com o corante

acido denominada acidofilia. As rea¢des dos componentes celulares e teciduais com

0s corantes acidos nao sao tdo especificas, nem tdo exatas, quanto as reacdes com

0S corantes basicos.

4.1 HISTOLOGIA

A histologia é um dos ramos das ciéncias morfolégicas que estuda os tecidos
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s

animais e vegetais. Em seu sentido mais amplo, a palavra histologia € utilizada
como sinbnimo de anatomia microscopica, devido a englobar ndo somente a
estrutura microscopica dos tecidos, mas também das células, 6rgdos e sistemas

organicos.

Todavia, a histologia ndo deve ser compreendida como o estudo da estrutura
isolado da funcdo, mas sim como uma ciéncia que enfoca a inter-relacdo e a
integracdo de atividades moleculares e fisioloégicas dentro do corpo com as
estruturas anatbmicas especificas, isso, consequentemente, exige uma

conceituacao bastante visual.

A coloracdo é de importancia fundamental em histologia, pois os tecidos néao
tratados tém pouca diferenciacdo Optica. As coloracbes de um modo geral se
efetuam por processos fisico-quimicos ou puramente fisicos. Muitos corantes se
comportam como substancias de carater acido ou basico e tendem a formar ligagcbes
eletrostaticas (salinas) com componentes ionizados dos tecidos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013).

4.2 MICROSCOPIA OPTICA

Os primeiros bibélogos, celulares comecaram simplesmente observando
tecidos e células, entdo abrindo-as e cortando-as para ver o seu conteudo. O que
eles viram era, para eles, bastante confuso — uma colecdo de objetos minusculos
quase que ndo visiveis cuja relacdo com as propriedades da matéria viva pareciam
um mistério impenetravel. No entanto, esse tipo de investigacao visual foi o primeiro
passo em direcdo ao entendimento e permanecer essencial no estudo da biologia

celular.

Em geral, as células sdo muito pequenas — pequenas demais para serem
vistas a olho nu. Elas ndo foram visiveis até o final do século XVII, quando o
microscopio foi inventado. Por centenas de anos depois, tudo o que se sabia sobre
as células foi descoberto utilizando esse instrumento. Os microscoépios 6pticos, que

utilizam luz visivel para iluminar os espécimes, ainda sdo pecas vitais de
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equipamentos em um laboratério de biologia celular e de hematologia.

Embora esses instrumentos agora incorporem muitas melhorias sofisticadas,
as propriedades da propria luz colocam um limite de nitidez de detalhes que eles
podem revelar. Os microscopios eletrénicos, inventados na década de 1930, vao
além desse limite pela utilizacéo defeixes de elétrons, em vez de feixes de luz como
fonte de iluminacdo, aumentando grandemente a sua capacidade para ver os finos
detalhes das células e até mesmo tornando algumas moléculas grandes visiveis

individualmente.

O desenvolvimento do microscopio Optico dependeu dos avancos na
producao das lentes de vidro. Pelo século XVII, as lentes foram refinadas a ponto de
tornarem possivel a fabricacdo de microscépios simples. Utilizando um intrumento
simples como esse, Robert Hooke examinou um pedaco de rolha e, em 1665,
comunicou para a Society de Londres que a cortica era composta de uma massa de
minusculas camaras, que ele chamou de “células”. O nome “célula” foi estendido até
para as estruturas que Hooke descreveu, que eram apenas as paredes celulares
que permaneceram depois que as células vegetais vivas dentro delas morreram.
Mais tarde, Hooke e seu contemporaneo holandés Antoni Van Leeuwenhoek foram
capazes de visualizar células vivas, revelando um mundo nédo visto anteriormente

abundante de organismos microscopios moveis.

Na histéria da microscopia, 200 anos foram necessarios para que O
microscépio deixasse de ser um instrumento exotico e pouco acessivel para ser
usado em uma escala mais ampla. Entéo, a partir do século XIX, gracas aos estudos
realizados por microscopistas puderam afirmar o conceito de célula como verdade

cientifica, surgindo a ciéncia da biologia celular (MELO, 2002).

Em geral, podem-se dividir as unidades de estruturas bioloégicas em
macroscopicas e microscopicas, sendo essa Ultima invisivel a olho nu. As unidades
de medida em microscopia compreendem o0 micrébmetro (um), em microscopia

dptica e nandémetro (nm) e o angstrom (A),na microscopia eletrénica.



36

Tabela 2 — Unidades de medida utilizada em microscopia

Unidade de medida Simbolo Valor
Micrdmetro pm 0,001 mm
Nanbémetro nm 0,000001 mm
Angstrom A 0,0000001 mm

Fonte: Junqueira e Carneiro (2013, p. 4).

O tipo mais simples de microscopio é uma lente de aumento, que permite a
observacdo de estruturas com diversas vezes de aumento; € muito utilizado para a
observacéo de grdos de minérios, de superficies de fraturas de metais, de amostras
de fibras téxteis, papel e outros produtos da industria quimica e metallrgica. Os
microscopios “compostos” ja sdo instrumentos mais poderosos, que permitem desde
a observacdo com aumentos de algumas dezenas de vezes até um maximo de 1500

a 2000 vezes, o limite da observacao com luz visivel.

O microscOpio composto tem basicamente um conjunto de lentes, a ocular
(que fica perto do olho do observador, ou do dispositivo fotografico) e a objetiva (que
fica perto do objeto a ser examinado). Unindo os dois conjuntos de lentes ficam um
tubo otico com “comprimento 6tico” padronizado, geralmente com 160 nm. Na
pratica, os microscopios modernos tém um grande numero de outros elementos
Gticos incorporados ao caminho da luz dentro do “tubo”, como filtros, analisadores,

prismas, espelhos, lentes, “zoom”, etc.

Ao microscépio de luz (também chamado microscopio éptico), as preparacdes
coradas sdo examinadas por iluminacdo que atravessa 0 espécime
(transiluminacg&o). O microscopio de luz é composto de partes mecanicas e opticas
(Figura 11).
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Figura 11 — Microscépio Optico.
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Segundo Junqueira e Carneiro (2013), o componente 6ptico consiste em trés
sistemas de lentes: condensador, objetivas e oculares, como pode ser observado na
figura acima. O condensador concentra a luz de uma lampada e projeta um feixe
luminoso sobre o espécime. A objetiva recebe a luz que atravessou o espécime e
projeta uma imagem aumentada do espécime em dire¢do a ocular, que novamente
amplia a imagem e a projeta na retina, em uma tela, em uma camera fotografica ou
em um detector eletrdnico. No caso das imagens projetadas na retina, a ampliacéo
total € calculada multiplicando-se o aumento da objetiva pelo aumento da ocular.
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4.3 COMPONENTES DE UM MICROSCOPIO OPTICO

A microscopia Optica possibilita 0 aumento de imagens através da luz que,
apos incidir sobre a amostra, passa por um conjunto de lentes objetivas (que
formam e aumentam a imagem) e oculares (Qque aumentam a imagem). Além de
ampliar a imagem de um objeto, o microscépio serve para aumentar o poder de
resolucdo do olho humano (0,1 - 0,2 mm). Poder de resolucdo é a capacidade de

distinguir dois pontos muito préximos um do outro.

Os microscoépios 6pticos tém um limite de resolucédo da ordem de 0,2 pum, ou
seja, as lentes destes microscopios conseguem mostrar dois pontos distintos se
estes estiverem separados por distancias de pelo menos 0,2 um. E importante
lembrar que, para uma estrutura ser observada através de um microscopio optico, €
necessario que ela seja suficientemente fina para deixar que os raios luminosos a
atravessem, além de ter indices de refracdo ou coloracao diferentes do meio que a

circundam.

Um microscopio Optico tipico € constituido por partes mecénicas, Opticas e
elétricas:

e Base: € 0 suporte do microscopio, pec¢a que sustenta todas as outras.

e Braco ou estativa: é a peca que liga a base até a parte superior do
microscopio e onde se deve segurar 0 microscopio para ser transportado.

e Platina: € uma placa de metal com um orificio no centro, por onde passam
os raios luminosos. O objeto que vai ser observado é colocado sobre uma

lamina de vidro e esta, sobre a platina, exatamente em cima do orificio.

e Charriot: Localizado acessoria e superficialmente a platina, é formado por
uma presilha, dois botdes giratorios e dois trilhos que tém a funcéo de
movimentar a lamina no plano e assim permitir a observagédo de toda a

sua area.

e Canhéo: parte mais superior do microscopio, contém um conjunto de
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espelhos que projetam a imagem em direcdo as oculares nele

encaixadas.

Revolver: pecga encontrada abaixo do canhdo na qual se inserem varias
lentes objetivas. E dotado de um movimento de rotacdo que permite
posicionar a objetiva desejada para a observacdo do material a ser

analisado.

Fonte de luz: normalmente uma lampada ou, em modelos mais antigos,
um espelho, que se apoia na base do microscopio. No caso da fonte de
luz ser uma lampada, pode-se observar, ao lado da estativa ou da base
do microscopio, o interruptor da lampada e o regulador da intensidade

luminosa.

Condensador: de forma circular e situado entre a platina e a base, o
condensador converge o0s raios luminosos provindos da lampada e
projeta-os como um cone de luz sobre o material que esta sendo

examinado.

Receptaculo do filtro: peca de forma circular, presa ao condensador,
destinada a recepcdo de um filtro. Este € uma placa de vidro colorida
(azul, verde, etc.) que torna a luz adequada ao uso.

Diafragma ou iris: fica acima do receptaculo do filtro e se liga a uma
alavanca que permite sua abertura ou fechamento, levando ao controle da

passagem total ou parcial da luz.

Objetivas: séo lentes que projetam uma imagem aumentada e invertida do
objeto nas oculares e inserem-se no revolver, através de rosca. Toda
objetiva traz gravado o numero do aumento que proporciona. A objetiva
de 100 X é também chamada objetiva de imersdo e é somente utilizada
com oleo especial, o qual permite maior refracdo da luz para dentro da
objetiva, corrigindo a pouca luminosidade nas observacgdes feitas em
grandes aumentos. ApOs 0 uso, 0 Oleo é removido com xilol, éter ou

benzina, embebido em papel especial ou algodao.
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e Ocular: aumenta a imagem do objeto ap0s o aumento ja proporcionado
pela objetiva. E através desta lente que o observador vé a imagem do
objeto (dai o nome ocular, uma vez que o olho do observador esta
colocado a frente dela). Toda ocular traz gravado o nimero de aumentos
gue proporciona. Para saber-se em que aumento vemos um objeto ao
microscopio € necessario apenas multiplicar o niumero do aumento dado
pela objetiva pelo nimero do aumento dado pela ocular. Por exemplo, se
a objetiva usada aumenta 5 X e a ocular aumenta 10 X, o objeto esta

sendo observado com um aumento total de 50 X.

4.4 CITOQUIMICA

E a area da biologia celular e estrutural dedicada aos estudos dos métodos de
coloracdo de tecidos e constituintes celulares e subcelulares. As células, assim
como, os tecidos sdo compostos em sua maioria, por elementos quimicos de baixo
peso molecular, como: hidrogénio, carbono, nitrogénio e oxigénio. Isso faz com que
o material a ser analisado (matéria organica), em microscopio éptico apresente
coloracédo, resultado de varias reacdes quimicas muito complexas entre a solugéo
corante e 0 material, para que assim torne-se visivel e possa ser estudado e

analisado.

A maioria dos elementos que constituem os tecidos é naturalmente incolor e
0s respectivos indices de refracdo ndo se afastam muito da agua. Para que eles se
tornem visiveis ao microscopio Optico € necessério, recorrermos a coloracdo quer
dos componentes proteicos das estruturas, quer das inclusdes celulares de natureza

quimica diversa.

Os componentes quimicos que podem ser avaliados pela técnica citoquimica
sdo: acidos nucleicos, proteinas, polissacarideos, lipideos, ions (complexos
moleculares), vitaminas e enzimas. As reacg0es citoquimicas envolvidas entre
corante e substrato podem ser por ligagcdes covalentes, interagBes eletrostaticas ou

interacdes hidrofdbicas.
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Por serem corantes sintéticos, os corantes testados sdo mais acessiveis,
apresentam uma maior variedade em relacédo aos corantes tradicionais utilizados em
hematologia, sdo atdxicos, o que permite uma maior seguranca durante a analise e
descarte ao meio ambiente, justificando assim, as suas varias aplicagbes na

industria farmacéutica, alimenticia e na prépria hematologia.

Visto ao microscopio, o esfregaco ideal, sera aquele que permite a
visualizacdo correta de todos os elementos, sem que 0S mMesmos aparecam
superpostos uns sobre os outros. Tais resultados sdo conseguidos com a pratica,
dependente quase que exclusivamente da espessura da pelicula do esfregaco sobre

a lamina.

4.5 HISTOQUIMICA

A histoquimica tem como objetivo localizar in situ, 0s principais grupos
guimicos que ocorrem nos tecidos. Como tal, a histoquimica associa a histologia, um
aspecto quimico, o da determinacdo da natureza das substancias presentes nos
tecidos e da sua localizagdo. Em todos os métodos histoquimicos € necessario evitar
o deslocamento artificial da substancia a ser caracterizada durante os tratamentos
gue precedem a reacao histoquimica, que é detectada ao microscopio 6ptico por
coloracdo especifica ou por emissdo de radiacdo. Além disso, os métodos

histoquimicos ndo permitem, na sua maioria, determinac¢des quantitativas.

Ainda que muito esteja por explicar sobre a cor, sabe-se que certos grupos
atdbmicos, designados cromoforos, lhe estdo associados. Os mais importantes sao
C=C, C=0, C=S, C=N, N=N, N=0O e NO2, e destes, quanto maior for o seu niamero

num determinado composto, mais intensa € a cor.
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4.6 COLORACAO LEISHMAN

Os corantes empregados habitualmente em técnica hematoldgica, pertencem
ao grupo dos corantes sintéticos, derivados da hulha, as anilinas, solubilizadas no
estado de sais. Romanowsky idealizou um método em que uma solugdo de corantes
poderia corar estruturas. Misturas dos corantes eosina e azul de metileno sao
preparadas segundo proposicdo de varios autores: Leishman, May-Grunwald,
Giemsa, Wright e outros (que ddo os respectivos homes aos corantes, segundo
Leishman, Giemsa, etc.). Esses corantes sao dissolvidos em &lcool (em geral
metanol). Na solucdo envelhecida, o azul de metileno se oxida em gradacodes
diferentes, originando diversos “azures” de metileno. Dessa forma, teremos entao
uma solugao alcodlica de um complexo eosinato de azul e “azures” de metileno (OS
CORANTES..., 2009).

Dessa forma, o corante Leishman € um derivado do corante Ramanowsky e
constitui uma mistura de eosinato de azul de metileno e eosinato de violeta e azul de

metileno, dissolvido em alcool metilico.

O corante de Leishman, é usado em microscopia para colorir esfregacos de
sangue, ele fornece excelente qualidade de coloracéo. E um sistema para coloracéo
de células em esfregaco de sangue periférico, medula 6ssea ou para estudo
citologico de elementos celulares colhidos por puncédo, raspagem ou concentrados
celulares de derrames cavitarios (SILVA; MARMITT; HAETINGER, 2008).

E baseado em uma mistura metandlica de azul de metileno “policromado”
(demetilado em varios corantes azures) e eosina. A solucdo estoque metandlica é
estavel e também serve ao propasito de fixar diretamente o esfregaco eliminando um
passo de pré-fixacdo. Se uma solucdo de trabalho é feita por diluigho com um
tampao aquoso a mistura resultante é muito instavel e ndo pode ser usada por muito
tempo (SILVA; MARMITT; HAETINGER, 2008).

Na preparacédo do corante Leishman foram utilizados 2,0 g do corante em po
gue foram pesados em balanca analitica e logo apos foi transferido aos poucos para
um baldo volumétrico de 1000 mL contendo 500 mL metanol P.A. onde um agitador
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magnético foi utilizado para facilitar a dissolucédo de todo pd. Apos a dissolucédo do
po foi completado todo o volume do baldo até o menisco. A solucéo foi filtrada,
guardada e identificada em frascos ambar. Foram agitados de 2 a 3 vezes ao dia

durante 7 dias e deixados em repouso por 1 més antes da sua utilizagao.

4.7 ESTUDO DOS ESFREGACOS SANGUINEOS

Os esfregacos de sangue, apdés a coloracdo, fornecem dados valiosos no
estudo das doencas relacionadas ao sangue e demais sistemas do organismo. O
diagnéstico das leucemias, anemias, estados hemorragicos e infecgbes por

hematozoarios sdo exemplos comuns da utilizacdo desse estudo.

Uma sistematizagcdo técnica ao examinar os esfregacos torna-se necessaria,

para retirar deles o maior numero possivel de conclusées.

O estudo microscopico € iniciado com pequeno aumento, observando-se a
distribuicdo das células especialmente nas margens e cauda do esfregaco
sanguineo. Seleciona, ainda, a por¢cdo de espessura e distribuicdo adequada dos
elementos para o exame da morfologia celular, que ja se esboca, orientando quanto

a eficiéncia da coloracao executada.

Sob imersdo, os detalhes da regularidade do contorno celular, basofilia,
acidofilia do citoplasma, caracteristicas tintoriais de suas granulacdes, distribuicao
da cromatina nuclear fornecem dados para o exame morfolégico das células

sanguineas e contagem diferencial de leucdcitos.

Estudam-se hemacias quanto ao tamanho, forma, conteudo de hemoglobina,
inclusbes e maturidade. A imaturidade é evidenciada pela presenca de nucleos.
Quanto as alteracbes do diametro, ou anisocitose, as hemacias sao classificadas em
micrécitos, macrécitos e megaldcitos, quando comparadas com o normdcito de 7,2

pum de diametro médio.
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 REAGENTES, SOLVENTES E EQUIPAMENTOS

Os reagentes, equipamentos e materiais para realizagdo deste trabalho

estéo listados a sequir.

a) Equipamentos

Microscépio éptico (OLYMPUS CX 21), voértex (Logem), agitador magnético
(Modelo TE-085-Tecnal), balanca analitica digital (Modelo 240 A-Precisa), pHmetro,
laminas de vidro, suporte para laminas, micropipetador, pipetas, baldo de fundo
chato 1000 mL, cuba de vidro, vidro de reldgio, pisseta, funil de vidro, bastdo de

vidro, frascos ambar, tubos de ensaio com rosca e estante.

Figura 12 — Microscopio 6ptico (OLYMPUS CX 21).

Fonte: divulgacéao.
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b) Reagentes

Para esta pesquisa, foram utilizados como reagentes 0s seguintes materiais:
Agua destilada, metanol P.A. (Vetec), marron alimenticio (Kerry), azul brilhante
(Duas Rodas), vermelho drim (Master Flavor), azul indosol (Epa Quimica), Rodamina

B (Leagel), Murexida (Epa Quimica), cristal violeta (Duas Rodas) e vermelho de
metila (Master Flavor).

Figura 13 — Foto da solucao de Rodamina B.

Fonte: divulgacgéo.
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5.2 PREPARACAO DAS SOLUCOES CORANTES

Para tal procedimento, foram testados inicialmente oito corantes utilizados na
industria alimenticia na coloracdo dos esfregacos sanguineos das amostras de
sangue periférico. Todos os corantes foram preparados utilizando os mesmos
procedimentos na preparacdo do corante padrdo Leishman. Segue abaixo a Tabela

3 com os corantes testados.

Tabela 3 — Corantes testados na coloracéo dos esfregagos sanguineos.

Numeracéo Corante
1 Marrom Alimenticio
2 Azul Brilhante
3 Vermelho Drim
4 Azul Indosol
5 Rodamina B
6 Murexida
7 Cristal Violeta
8 Azul Brilhante

Fonte: elaboracé&o do autor.

Apbs a preparacdo das solucbes corantes com base no padrdo Leishman, as
solucbes foram testadas e logo observou-se que a maioria das solu¢des corantes
ndo coravam bem, o que provavelmente seria resultado de um méa esfregaco
sanguineo ou da concentracdo das solu¢des ou até mesmo por ndo apresentarem

afinidade por membranas celulares.

Como forma de melhorar os resultados as solu¢des iniciais foram diluidas nas
seguintes concentragdes 250 yL, 500 pL, 700 pL e 1000 uL em metanol P.A. Feitas
as novas diluicdes, foram homogeneizados no vortex durante 1 minuto, filtrados

em papel de filtro e funil de vidro, e em seguida guardados em tubos de ensaio
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com rosca e identificados de acordo com o corante e suas diluicdes. Todas as

amostras foram feitas em triplicatas.

Figura 14 — Vértex.

Fonte: autor.

5.3 METODO DE COLORACAQO

O método utilizado para realizar o esfregaco sanguineo foi 0 método das duas
laminas (método de Wedge), que consiste na deposi¢cdo de uma pequena gota de
sangue homogeneizado, aproximadamente da metade até trés quartos da
extremidade direita da lamina, em uma lamina limpa colocada em uma superficie
plana (Figura 15A). A extremidade de uma segunda ladmina “distensora” &
posicionada na frente da gota de sangue, formando um angulo de 30 a 35° (Figura
15B).

A distensora é entdo recuada até tocar a gota de sangue (Figura 15C). Assim
gue o sangue tenha se espalhado ao longo de sua borda posterior, a distensora é
empurrada para a esquerda (ou para a direita, para os canhotos) com um movimento
rapido e uniforme (evitando pressiona-la) de modo que uma fina camada de sangue

seja distendida sobre a lamina (Figura 2.5 D). As laminas com os esfregacos foram
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colocadas voltadas para cima, sobre um suporte adaptado em uma cuba de vidro ou

forma de pirex de uso caseiro.

Figura 15 — Esquema do método das duas laminas. Coloracdo de um esfregago sanguineo: (A)
dispensar umagota de sangue na lamina; (B) com o auxilio de uma distensora, tocar a gota de
sangue depositada; (C e D) empurra rapida e suavemente a distensora para frente para concluir o
esfregaco.

Fonte: Junqueira e Carneiro (2013, p. 47).

Cada lamina distensora foi usada somente uma vez, e descartada em um
recipiente para materiais perfuro cortantes. O esfregaco foi colocado em um
recipiente inclinado, permitindo a secagem da lamina ao ar de maneira rapida,
ficando assim pronta para ser coradaou fixada.

As coloracdes foram realizadas colocando-se as laminas com a extenséo
sanguinea seca voltadas para cima sobre o suporte para a coloragédo, em seguida
foram todas cobertas com 20 gotas de cada corante e deixou-as secar por 2
minutos (fase de fixacao), logo apés adicionou-se agua destilada em igual volume,
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tendo o cuidado de distribuir de maneirahomogénea e deixar por 6 a 8 minutos

(fase de coloracéo).

Ao colocar agua teve-se o cuidado de ndo deixar transbordar para nao
retirar 0 corante. Desprezou-se as solugbes agua-corante e foram lavadas as
laminas em 4gua corrente. A parte posterior das laminas foram limpas com gaze
seca e deixando-as secar em posicao vertical a temperatura ambiente. Tendo feito
todos esses procedimentos, todas as solucbes corantes foram observadas em
microscopio binocular, com objetiva de 100 X e oculares de 10 X, ou seja, foram
ampliadas 1000 vezes. Apés observacdo em microscopio foram fotografadas.



50

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE DA MICROGRAFIA DAS LAMINAS

Corantes sdo substancias quimicas que apresentam cor definida pela
presenca de grupos atdbmicos ou radicais cromoéforos na sua molécula. Corantes
acidos sdo sais cuja base é incolor e o acido corado. A eosina, representando o
grupo, apresenta cor vermelha. Corantes basicos sdo sais cuja base é corada e o
acido é incolor, sendo representado pelo azul de metileno. Corantes neutros
apresentam o acido e a base corados como o eosinato de azul de metileno, obtido
pela combinacdo, em propor¢des adequadas, da eosina e azul de metileno. Sao os

mais usados na hematologia.

Tratada pelos corantes, a célula evidencia estruturas aciddéfilas, basdfilas e
neutréfilas, conforme a retencdo do corante acido, béasico ou neutro,

respectivamente.

O nucleo celular, apresentando-se acido pela presenca de &cido
desoxirribonucléico (DNA), cora-se pelo azul de metileno, enquanto o citoplasma
alcalino cora-se pela eosina. Granulacdes neutréfilas especificas coram-se em
vermelho-violaceo. Outras estruturas sdo destacadas pela afinidade com azur de

metileno obtida pela oxidacdo do azul de metileno.

Um corante ionizado em solucdo reage com um substrato de carga ibnica

oposta (afinidade eletrostatica).

Quase todas as proteinas, que ocorrem nos tecidos animais e vegetais, sao
anféteras (apresentam propriedades de acido e de base fracas), embora algumas
estejam em tais extremos. Em condi¢cdes de pH neutro, a maioria das proteinas tém
uma carga positiva de seus aminoacidos ionizados como mostra a Figura 16 o

(NH3+) e, como tal, ligam-se a corantes acidos com carga negativa, como a eosina.
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Figura 16 — lonizag&o do aminoacido.
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Fonte: autor.

Por outro lado, os &cidos nucleicos possuem uma carga negativa em pH
neutro, como mostra a Figura 17 o grupo fosfato e, portanto, estas moléculas ligam-
se a corantes basicos, como é o caso do azul de metileno, azul brilhante, rodamina

B e cristal violeta.



Figura 17 — Estrutura do DNA
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Fonte: autor.

Como ja foi informado anteriormente, foram testados inicialmente 8 tipos de

corantes sintéticos utilizados na industria alimenticia e que de acordo com os testes

realizados, alguns foram sendo descartados por ndo apresentarem poder de

coloragéo diante das células sanguineas.

Dos corantes testados, apenas 4 apresentaram poder de coloracdo quando

aplicados aos esfregacos sanguineos, como podem ser observados nas figuras 18,

19, 20 e 21.
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Figura 18 — Micrografia do esfregago sanguineo corado com Azul Brilhante.

Fonte: autor.

Figura 19 — Micrografia do esfregago sanguineo corado com Azul Indosol.

Fonte: autor.



Figura 20 — Micrografia do esfregago sanguineo corado com Rodamina B.

Fonte: autor.

Figura 21 — Micrografia do esfregago sanguineo corado com Cristal Violeta.

Fonte: Autor.
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A lamina corada pela solucdo feita com o corante azul brilhante, corante
basico, apresentou uma afinidade por membrana citoplasmatica, o que
provavelmente foi ocorrido pela atracdo eletrostatica pela afinidade do grupo NH3+
dos aminoécido presentes nas proteinas do citoplasma da célula, ndo apresentando,
portanto, especificidade por algum tipo de célula sanguinea de linhagem branca ou

vermelha, como os leucoécitos e as hemacias.

A lamina corada com o azul indosol, no geral, corou bem a célula, mas por
apresentar muitos “grumos” resultado este, que pode ter sido provocado por uma ma
homogeinizacao e filtracdo, ndo foi possivel diferenciar com exatiddo os tipos de

células sanguineas.

J4 a lamina da solugdo corante com o rodamina B, corante bésico,
apresentou uma boa afinidade por membranas citoplasmaticas, porém, foram
visualizadas a presenca de algumas hemacias, caracterizadas pela auséncia de
nacleo e apresentando coloracdo rosa, resultado da presenca de hemoglobina,
sendo possivelmente da afinidade do corante pelo grupo fosfato, presente na
estrutura do DNA das células.

O resultado mais expressivo foi o da lamina corada com a solugéo do cristal
violeta, corante basico, onde apresentou afinidade por membrana citoplasmatica e
uma boa afinidade por células de linhagem branca, ou seja, leucécitos,
caracterizadas pela coloracdo azul e sendo um pouco maior do que as hemacias.
Este resultado provavelmente deve ter sido alcancado pela afinidade também do
corante pelo grupo fosfato presente no DNA das células, a presenca NH2+ (grupo
cationico) torna-o basico, assim como o azul de metileno, presente na mistura do
corante Leishman que tende a corar por atracdo eletrostatica, estruturas acidas,
como por exemplo, os acidos nucléicos presentes no nucleo das células, justificando

assim sua afinidade por determinada célula.



56

7 CONCLUSAO

A literatura especializada afirma que alteracbes no sangue podem ser
adquiridas ou hereditarias, podendo ser originarias na formacgéo de células ou nos
componentes sanguineos. Assim, 0S processos bioquimicos, fisiologicos e
imunologicos envolvidos na formacéo e na funcéo das células sanguineas normais e
nos disturbios que podem ocorrer em diferentes doencas tem sido estudados pela
area da Saude ao longo das ultimas décadas (HOFFBRAND, 2008; BERNARD,
1986).

Nessa perspectiva, os tratamentos disponiveis vém sendo ampliados e
melhoraram substancialmente para pacientes com doenc¢a do sangue e dos 6rgaos
formadores de sangue, com a compreensao da fisiopatologia das doencas e com a
introducé@o de novas drogas, além de novos meios de tratamento de suporte. Dessa
maneira, existe uma tendéncia de diminuicdo da mortalidade de pacientes que

tiveram diagndéstico mais rapido de doencas hematolégicas (HOFFBRAND, 2008).

Diante disso, esta pesquisa teve como obijetivo principal avaliar a afinidade
guimica e as possibilidades dos corantes artificiais: marrom alimenticio, vermelho
drim, murexida, vermelho de metila, azul brilhante, azul indosol, rodamina B e cristal
violeta, juntamente com o Leishman, corante padrdo utilizado na rotina laboratorial
em hematologia, virem a ser utilizados também como solu¢des corantes em células

sanguineas.

A partir da analise dos resultados obtidos com os corantes artificiais, azul
brilhante, azul indosol, rodamina B e cristal violeta, pode-se concluir que eles
possuem potencialmente poder de coloracdo em esfregacos de células sanguineas
e podem ser utilizados como solu¢des corantes na hematologia em paralelo ao
padrdo Leishman, sendo o cristal violeta, especifico para coloracdo de células
brancas, que por apresentar essa caracteristica, pode desempenhar um papel
importantissimo na identificacdo de leucdcitos, que séo responsaveis pela primeira

linha de defesa contra infeccgdes.
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Abstract In this work, the food dyes brilliant blue FCF and brown HT are experimentally tested as blood cell dyes.
Quantum chemical calculations by Semi-Empirical (PM6) method were also performed. Calculated HOMO and
LUMO orbitals energies, dipole moments, polar surface areas and entropies, suggested a higher affinity by the cells
towards [blue CFC]? in comparison with [brown HT]. For both species, protonation of the benzene central ring (by
NH;™ of amino acids present at the plasmatic membranes) is supposed based on the specific location of LUMO
orbitals.

Keywords Brilliant Blue FCF, Brown HT, Blood cells, Molecular modelling; Semi-Empirical

Introduction

The classical technique of light microscopy remains the basis of any cell study and, consequently, the use of several
dyes to promote the appropriate visualisation of the cells and their organelles, is paramount [1,2].

Brilliant blue FCF(ethyl-[4-[[4-[ethyl-[(3-sulfophenyl) methyl] amino] phenyl]-(2-sulfophenyl) methylidene]-1-
cyclohexa-2,5-dienylidene]-[(3-sulfophenyl)methyl]azanium), CAS Registry Number: 3844-45-9, it is a colorant
used in food (such as in ice pops or in the liqueur blue curacao) and cosmetic (such as in shampoos and
mouthwashes) industries. It is water soluble, with a A, at about 628 nm. It is generally a disodium salt with
chemical formula C3;H34N;Na,04S; (Figure 1).
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Figure 1: Structural formula for brilliant blue FCF
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Brown HT (Figure 2), Disodium 4-[(2E)-2-[(5Z)-3-(hydroxymethyl)-2,6-dioxo-5-[(4-sulfonatonaphthalen-1-
yhhydrazinylidene]-1-cyclohex-3-enylidene]hydrazinylJnaphthalene-1-sulfonate, C»7H;sN4NayOoS», is a synthetic
coal tar diazo food dye, used, for example, to substitute cocoa or caramel as a colorant.
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Figure 2: Structural formula for brown HT
Certainly, in cytology, the use of low cost and/or low toxicity dyes is important, taking into account the green
chemistry tendencies. In this connection, in the present work, brilliant blue FCF and brown HT are tested as blood
cell dyes.

Experimental

Quantum chemical calculations were performed by using Spartan’14 (version 1.1.8) [3]. A semi-empirical (PM6)
method was used. Since both dyes are disodium salts that dissociate into solution, in both cases the calculations were
performed on the dianions: [C37H34N209Sg]’2 and [(}27H18N409S2]'2, respectively.

The dyes solutions were prepared as follows: 0.028 g of the dyes were dissolved in 250, 500, 750 and 1,000 pL of
methanol (Vetec).

The blood laminas for microscopy were prepared by the following protocol: blood smears on the glass plaque were
dried at room temperature (26 °C) for 1 h. After that, the blood smears were covered with the dyes solutions (20
drops) for 3 minutes. Hence, 20 drops of distilled and buffered water were used (10 minutes of contact) in order to
remove the dye solution excesses. Finally, the microscopy laminas were washed with distilled water and dried at
room temperature (26 °C) at vertical position, for 30 minutes.

The laminas were then visualized (and photographed) in a binocular optical microscope (Olympus, model CX 21; 10
X and 100 X objective lenses, that is, a 1,000 X of maximum magnification).

Results and Discussion

Figure 3: Blood cells (100 X) with brilliant blue FCF (0.028 g/1,000 iL.)
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It was verified that brilliant blue FCF and brown HT exhibit very high affinity towards plasmatic membranes,
specially the solutions with the concentrations 0.028 g/750 pL and 0.028 g/1,000 pL. Two illustrative results are
shown in Figures 3 and 4.

Brilliant blue is a basic dye. Hence, it is supposed that it must interact with the NH;~ groups of the amino acids
present at the plasmatic membranes of the blood cells. On the other hand, it was verified that both dyes do not have
any specific affinity, that is, for withe or red blood cells, for example. The interaction with NH3~ groups occurs,
probably, by protonation of the respective dianions.
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()
Figure 5: HOMO (a) and LUMO (b) orbitals for[blue FCF] %
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Figure 6: Homo (a) and LUMO (b) orbitals for [brown HI]”
The quantum chemistry calculations results are summarized in Table 1. As can be verified, the [brown HT]'2
exhibits a higher dipole moment and a large polar surface area than [blue CFC]'z. So, it could be supposed a lower
capacity of [brown HT]? to penetrate the lipid cell barrier [4], in comparison with [blue CFC]?. Furthermore,
[brown HT] ™ exhibits a LUMO orbital with an 1.77 eV energy, whereas the same orbital to [blue CFC] ™ has a 0.44
eV energy. So, since the interaction with the NH3~ groups could be supposed as occurring by protonation, such
protonation process is most favourable to [blue CFC] ™ Once again, the calculated data pointed out to a [blue CFC]™>
higher affinity towards cell bloods in comparison with [brown HT]. The HOMO and LUMO orbitals for both

dianions are shown in Figures 5 and 6.

Table 1: Calculated quantum chemical parameters for blue FCF and brown HT dianions

Parameter [C3H3N,06S5]7  [Ca7H1sN4008,]
Energy/kImol ™’ -1012.13 -1034.08
EHQM()/ eV -5.22 -4.95
Erono/eV 0.44 1.77
Volume/A® 697.60 52331
Area/A’ 709.9 545.35
PSA/A? 154.83 183.59
Ovality 1.87 1.74
Polarizability 96.63 82.24
ZPE/kJmol™ 1675.17 1034.43
Dipolemoment/D 15.45 23.86
H°au (298.15 K) 0.2919 0.0310
S%Imol™ (298.15K) 898.04 763.00
G°/au (298.15K) 0.1899 -0.0556

As can be verified in Figure 5, the LUMO for [blue CFC]™ is located, essentially, on the central benzene ring.
Hence, it is possible to suppose a protonation of such ring by the NH3™ group, as a main step in the interaction with
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the amino acids groups of the plasmatic membrane. So, it is also possible to suppose that the Na™ cations remain as
the counter-ions of the SO;™ groups, as the dye molecule penetrates the lipidic barrier.

As can be verified in Figure 6, to [brown HT]? the LUMO orbital is also located, mainly, on the central benzene
ring. So, the same reasoning made to [blue CF C]"2 can be pointed out.

Since the ovality of both dianions are very similar (Table 1), it could be concluded that steric hindrance is not, for
[blue CFC]‘2 and [brown HT]Q. a factor to be considered for comparison and prediction of their affinities towards the
cell membranes.

The calculated standard entropy values for [blue CFC]? and [brown HT]?, 898.04 and 763.00 Jmol ™, respectively,
also suggests a higher affinity by the cells towards [blue CFC]'Z. since it is most favourable to the cell “incorporate”
in its structure a molecule (dye) with higher entropy.
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