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I - INTRODUÇÃO Nosso raciocínio em face deste fato foi

sempre acumulado de novas experiências,
no decorrer do nosso trabalho diário, pois
de nossa experiência no Instituto Nacional
de Câncer, na lida diária com linfomas, leu-
cemias e doenças afins, solidificamos nos
so conceito de que "existem realmente ele
mentos jovens na corrente circulatória de
indivíduos sãos, tudo dependendo da quan
tidade de sangue examinado e do método
de concentração de leucócitos usados".

Posteriormente, em 1961, trabalhando
com microscopia ultravioleta com auxílio
de Acridine Orange como corante fluores
cente, na pesquisa de células neoplásicas no
sangue circulante (que motivou em 1962
uma publicação nossa a respeito) (37), ti
vemos oportunidade de examinar mais de 3
centenas de sangues entre indivíduos sa
dios e doentes. Houve mesmo uma vez que,

ao examinar os sangues de todos os funcio-

Trabalhando há vários anos em laboratório

e quase sempre na especialidade de hema
tologia, notamos por algumas vezes apareci
mento de células jovens numa micros
copia de uma distensão sanguínea. Na
decorrência destes achados esporádicos,
que não são meus e sim do domínio da es
pecialidade, existe uma regra já tradicional:
"Quando se achar, na microscopia de uma
distensão sanguínea, um elemento estranho
ou jovem, deve-se eliminá-lo do cômputo
da contagem específica".

Ficamos sempre julgando que com uma
quantidade maior de sangue poderiamos
achar maior número de elementos jovens
na corrente circulatória. Raciocinamos

assim porque numa distensão de sangue
usamos uma pequenina gota do mesmo e só
utilizamos metade desta gota, e porque no
microscópio, em rotina, só fazemos a con
tagem de 100 células para dar o resultado
definitivo do hemograma em percentual.

* Médico Patologista Clínico do Instituto Nacional de
Câncer
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nários do laboratório de Patologia Clínica
do Instituto Nacional de Câncer, verifica
mos que todos (100%) eram positivos para
células jovens (no caso células neoplásicas),
ou melhor, ricas em ácido ribonuciêico. To
dos estes funcionários, em número de 32,
até hoje vivem sem nenhuma sintomatolo
gia sugestiva de qualquer tipo de neoplasia
e já se passaram 14 anos.
Todas estas experiências juntas, acrescidas
da presença de eritroblastos nestas micros-
copias, em indivíduos sem anemias, nos le
varam a efetivamente estudar a hemato-

poiese e suas regras, em relação à nossa opi
nião anterior.

De início deparamos com o clássico concei
to de que, em indivíduos sadios, a medula
óssea não deixa passar elementos jovens
para a circulação periférica. Este conceito é
tão clássico e ao mesmo tempo respeitado
que, na última publicação de Bernard e Bes-
sis (3), eles assim se expressam:

A partir do momento em que a diferencia
ção tem lugar, ou melhor dizendo, quando
aparecem os primeiros caracteres que de
monstram a orientação definitiva da célula,
ela sofre uma maturação que a transforma
em elemento maduro, o único que em esta
do normal pode passar ao sangue circulan
te".

Também o quadro sinótico da maturação
das células sanguíneas de quase todos os tra
tados de Hematologia mostra os elementos
de acordo com a fase, seja medular ou seja
sanguínea (11, 17, 18, 19, 22, 24, 26, 30,
39,40,41,44, 45e46).

Estas tradicionais constatações são frontal
mente contra nossa opinião a respeito dos
elementos jovens presentes na corrente cir
culatória. Por outro lado, até o presente
momento, pouco se sabe sobre hemato-
poiese, isto é, diferenciação e maturação
das células sanguíneas. Neste terreno o me

//

canismo é obscuro e a notação celular é
confusa, sendo por vezes sinonímia a des
crição de diversos tipos de células como
originárias ou precursoras das células san
guíneas.

No livro de J. Bernard e M. Bessis, edição
de 1960 (3), eles anunciam assim o pro
blema de filiação e maturação das células:
"Quase nada sabemos sobre a causa da dife

renciação e maturação das células sanguí
neas. Ignoramos por completo o mecanis
mo que determina a transformação de uma
célula indiferenciada em glóbulo vermelho,
em glóbulo branco ou em plaqueta. Os he-
matologistas conceberam grandes esperan
ças quando foram possíveis os cultivos da
medula óssea, mais a possibilidade de averi
guar a causa da diferenciação das diferentes
linhas sanguíneas, assim como sua origem,
valorizando os resultados obtidos com a

adição ou supressão de certas substâncias e
criando modificações do ambiente "in vi-
tro", no entanto, até o momento as espe
ranças não foram realizadas".

Concernente a esta dúvida que ainda persis
te em nossos dias, resolvemos estudar o
problema e explanar nossos achados no
trabalho que segue.

II - MATERIAL E MÉTODOS

Nós empregamos, inicialmente, para a con
centração das células, a técnica do fibrino-
gênio bovino para a sedimentação dos eri-
trócitos (42,43). Posteriormente, após os
estudos de um de nossos assistentes (LOBO

LEITE, M.) (36), passamos a trabalhar com
o método da ampulheta, que consiste no

uso de lOml de sangue com anticoagulan-
te (Heparina) e nos orientamos segundo o
cálculo na prévia determinação do hemató-
crito. Submetida a ampulheta à centrifuga-
ção, temos depois o sangue dividido da se
guinte maneira: eritrócitos na parte infe-
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Utilizando este método, as células jovens
são identificadas por uma fluorescência ver-
melho-fogo no citoplasma (com um peque
no halo incolor em torno do núcleo).. Os

núcleos são verde-amarelado (DNA) e os
nucléolos se identificam com o citoplasma.

Os leucócitos se identificam pela colora
ção, ou melhor dito, pela variação de cor da
fluorescência do vermelho-fogo ao verme-
Iho-pardo, correspondendo à variação do
leucócito jovem ao leucócito maduro.
0 sistema ótico para a microscopia de fluo
rescência refere-se mais à iluminação do
que propriamente ao microscópio (9).

rior, leucócitos na parte afilada e plasma so-
brenadante na parte superior da ampulheta.
O sobrenadante é desprezado e, por inter
médio de uma pipeta de Pasteur, a camada
de leucócitos é retirada e depois distendida
numa lâmina para impregnação pela Acridi-
ne Orange, pelo método original de Berta-
lanffy (4) com modificações (23, 25, 27).

Nós fizemos uma modificação da concen
tração da Acridine Orange seguida de ob
servação ao microscópio. O aparelho de
fluorescência com que trabalhamos é o mi
croscópio da casa Zeiss equipado com a
lâmpada de mercúrio OSRAN HBO 200,
que funciona ao máximo de pressão de
vapor de mercúrio a 200 Watts, com a den
sidade luminosa de 25.000 Stibb, com fil
tro luminoso de 9500 lumens e empregan
do um filtro de excitação de cristal (Schott
BG 12) (Fig. 1).

Usamos o microcentrifugador da casa Inter
nacional, com aparelho para leitura; ampu
lhetas de vidros Pirex feitas sob encomen

da. Como anticoagulante usamos heparina.

Mecanismo de fluorescência: (4, 31, 33).

A fixação da AO no citoplasma celular de
pende do conteúdo de ácido nuciêico e so
bretudo do ácido ribonuciêico (RNA) das

células jovens. A fluorescência vermelha é
diretamente proporcional à quantidade do
RNA citoplasmático na célula jovem, liga
do à síntese das proteinas.

É necessário uma fonte de luz excitadora

de grande intensidade, capaz 'de emitir luz
visível e ultravioleta. As lâmpadas são de
vapor de mercúrio com bulbo de quartzo.
A lâmpada HBO—200, Osran, cujos máxi
mos situam-se, na maioria, entre 300 m]j'e
450 mp, isto é, nas regiões do ultravioleta,
próximo do violeta e azul (Gráfico 1).
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TABELAI

Corrhinações de filtros.
Principais combinações dos filtros
excitadores com os de barreiras.

t
Filtro excitador I INI

BG 12 BG3 UG 5 UG 1
Fig. 1 — Microscópio Zeiss equipado com luz ultra
violeta e microfotografia. Vemos ainda a bateria
de coloração.

Filtro de barreira 53/44 50/44 47/-65 41
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Para selecionar os comprimentos de onda
da radiação excitadora, usam-se filtros de
nominados "excitadores”, permeáveis às ra
diações de altas freqüências e opacos às ra
diações de maiores comprimentos de onda.
A intensa radiação calorffera da lâmina é
também interceptada por filtros adequados
(BC, 38), a luz excitadora é dirigida ao con-
densador do microscópio e ao preparado
por meio de espelho metalizado, não ab;
sorvente de ultravioleta e resistente a seus

efeitos. Tornando fluorescente o prepara
do, o feixe de luz que sobe pelo sistema óti
co, em direção ao observador, consiste não
só de luz ultravioleta, mas também de luz
fluorescente. Estas devem ser então separa

das, impedindo-se a passagem da luz ultra
violeta e permitindo-se que apenas a fluo
rescente continue até a ocular do micros

cópio, o que se consegue por meio de fil
tros "barreira". Estes filtros são permeáveis
à luz de curtos comprimentos de onda e
transparentes às radiações mais longas e são
colocados entre o preparado e o observa
dor. A tabela 1 mostra a recomendação da
casa Zeiss.

Podem-se utilizar dois tipos de filtros exci
tadores: os filtros permeáveis apenas à ra
diação ultravioleta, do tipo UG e aqueles
transparentes ao ultravioleta, violeta azul,
do tipo BG, demonstrados no Gráfico nP 2
e especificados na tabela 2.

TABELA 2 No gráfico 2 — Acham-se esquematizadas
curvas de transmitância de alguns destes fil
tros. Ainda que opacos a radiações mais
longas, os filtros de ambos os tipos podem
apresentar certa permeai idade a tonalidades
vermelhas. A coloração vermelha então as
sumida pelos preparados pode ser ilumina
da por meio de filtros auxiliares. No traba
lho em questão usamos o BG 12.

Quando se empregam filtros excitadores
BG permeáveis às radiações visíveis, é pre
ciso utilizar filtros "barreira" coloridos,
isto é, filtros capazes de interceptar não
apenas o ultravioleta, mas também o violeta
e o azul.

Estes são filtros amarelos ou de cor laranja,
permeáveis somente à luz de comprimento

Slide Filtro excitador

Filtro fixo BG 38/2,5
Sempre fixo no foco da luz.
Diminui ou suprime os distúrbios
dos raios vermelhos no fundo.

Absorve calor.

I BG 12/4

Absorve completamente a
radiação vermelha.

II BG 3/4

Grande transmissão de luz.

Curva de excitação de curta duração
e subida íngreme.

III UG 5/3

Transmite quase exclusivamente
ultravioleta

UG 1/3

Transmite apreciável quantidade de luz.
Illl
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filtros "barreira" incolores, impermeáveis
apenas aos raios ultravioleta transparentes,
de comprimentos de onda maiores do que
410 mp (filtro Zeiss 41). Curvas de trans-
mitância destes filtros são vistas no gráfico
3 e especificadas na tabela 3.

de onda maior do que 500 my (filtro Zeiss
50) ou 530 my (filtro Zeiss 53). No nosso
trabalho usamos os filtros de barragem 50
e-65.

Quando se usam filtros UG, basta empregar

jx
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/
/ \50

X41/ 44/47/50/53
/  /

-65

0

800700500 600300 400

3 Espectro da transmissão dos filtros de barreira (nm = my )

TABELA 3

Filtro de barreiraSlide

Livre, 53, 65Superior

Livre, 47, 50Médio

\
44Inferior Livre, 41,

Fig.3

Com este sistema iluminamos toda a radia

ção vermelha, posto que a nossa fluores
cência é vermelha, segundo a técnica da
Acridine Orange.

Esquematizando o sistema de iluminação por nós
usado temos: Filtro excitador BG 12 (fig. 2)

e filtros de barreira 50 e —65 (fig. 3).

Técnica:

O método da fluorescência para células jo
vens (8), pela A.O. é efetuado em 6 fases,
segundo o original de Bertalanffy:

1P — Feitos os esfregaços com os leucóci-
tos concentrados pelo método já citado,
fixar por 5 minutos numa solução de ál
cool — éter em partes iguais.
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2? — Mergulhar em água destilada e, logo
após, ero uma soluçâfo de áckto acétieo a
1% durante 1 minuto, tornando a passar em
água destilada.

3? - Corar os esfregaços durante 3 minutos
na Acridine Orange. Prepara-se uma solução

stock de A. 0. a 0,1% em água destilada e
uma solução de uso para coloração a 0,01 %,
partindo da solução stock, em solução tam
pão de fosfato.

4? — Deixar os esfregaços por 1 minuto na
solução tampão de fosfato, para eliminar o
excesso de corante. Nesta solução podem
ser deixados várias horas, se necessário. A
solução tampão é uma mistura de M/15 Na2
HPO4 e de M/15 KH2PO4 em água destila
da, ajustada ao pl-l@.

5? — Diferenciar os esfregaços mergulhando-
os 3 a 4 vezes (a técnica original requer 1 a
2 minutos) em M/10 CaCl2, para que os
dois ácidos nuciêicos, o RNA e o DNA se
jam claramente diferenciados.

6?— Passar novamente os esfregaços na so
lução tampão, recobrir as lâminas molhadas
com uma lamínula, secar ligeiramente com
papel de filtro e examinar no microscópio
de fluorescência. Depois do exame estas lâ
minas podem ser descoradas, mergulhando-
as por alguns minutos em álcool — éter a
50%, e coradas pelos métodos usuais em
hematologia.

29 Grupo — 250 doentes portadores de di
ferentes tipos de câncer (verificacios histo-
logicamente).

3P Grupo — 90 indivíduos assintomáticos
recrutados entre estudantes de medicina,
doadores de sangue e funcionários do labo
ratório (idade de 20 a 30 anos).

49 Grupo — Léucemias (aguda e crônica) e
linfomas (linfossarcoma, retículo sarcoma,
doença de Hodgkin, linfoma macrofolicular
e micose fungóide).

59 Grupo — 20 doentes do ambulatório de
ginecologia de prevenção ao câncer.

69 Grupo — Material de medula óssea.

79 Grupo — 10 portadores de câncer avan
çado da mama, com metástases generaliza
das. Sangue retirado de 3 em 3 horas, du
rante 72 horas, sem interrupção (34).

89 Grupo — Células retiradas do tumor de
doentes autopsiados, como padrão positivo
de células ricas em RNA.

Este trabalho, realizado em 1961, foi a base
do trabalho que ora apresentamos. De to
dos esses 8 grupos, somente o grupo 3 é o
que interessa no momento. Nos indivíduos
deste grupo, encontramos eritroblastos (na
ausência de anemia), mieloblastos e linfo-
blastos (na ausência de leucemia), plasmóci-
tos (na ausência de mieloma).

O percentual de positividade foi bastante
alto neste grupo, quando mantivemos a
mesma concentração da Acridine Orange
pelo método original de Bertalanffy.

Em 1969, resolvemos esclarecer, definiti
vamente, o problema das células jovens no
sangue circulante. Para isso, utilizamos 90
indivíduos independentes do sexo, recruta
dos entre funcionários, estudantes e doado
res de sangue. O material foi colhido, parte

I I I - CASOS ESTUDADOS - ESTATÍSTI

CA

No ano de 1961, nós trabalhamos no Ins
tituto Nacional de Câncer (1, 6, 14, 15,
20), onde fizemos os mais variados estudos
com grupos de doentes e indivíduos sãos.
Assim sendo, citamos abaixo os distintos
grupos:

19 Grupo — 50 doentes portadores de cân
cer avançado com metástases generalizadas.
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no Instituto Fernandes Figueira, parte em
Laboratórios particulares e parte no Hospi
tal do Andaraí — INPS.

Este material nos mostrou uma positividade
de 68%, o que afirma o mérito do método.

As células aqui encontradas, coradas pela
Acridine Orange, identificadas pelo verme-
Iho-fogo do citoplasma, foram descoradas e
coradas pelo método de Pappenheim (May
Grunwald-Giemsa),
ção feita no capítulo de documentação
fotográfica, onde inclusive classificamos a
linhagem, quando possível, da célula jovem.

conforme constata-

e, imediatamente, fazemos rodar o micro-
hematócrito, após o que escolhemos a am

pulheta a usar e, sem perda de tempo, faze
mos também rodar a ampulheta, a fim de
que seja o mais curto possível o tempo
entre a retirada do sangue e a obtenção do
concentrado de células. Quanto mais demo

rada for esta etapa, piores serão os resulta
dos.

Usamos para microfotografia aparelhagem e
microscópio Zeiss. Filme Ektachrome-High
Speed 160 ASA. Day Light. Microfoto de
fluorescência com filtro de excitação I
(BG 12) e de barreira 50-65; objetiva 40,
ocular KPL 8. Diafragmas abertos com
exposição, para fotos aproveitáveis de 5 se
gundos. Outras microfotografias foram
feitas com a mesma aparelhagem, filme e
exposição normalmente fotometrada.

IV - DOCUMENTÁRIO FOTOGRÁFICO

Inicialmente, colhemos sangue dos pacien
tes, usando heparina, como anticoagulante

Fig. 4 — Série de micro-hematócritos após centrifugação.
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Fig. 5 — Leitura do micro-hematócrito em aparelhagem complemen
tar ao centrifugador.

I<r >
An

9

Fig. 6 — Ampulheta após centrifugaçâfo de 30 minutos a 2.000 r.p.m.
Vemos distintamente a separaçâfo de eritrócitos no fundo e no terço

inferior da parte afilada. Concentrado de leucócitos no meio da parte
afilada e plasma sobrenadante no restante da ampola. Vemos nitida

mente o n? 43 no alto, o que indica o hematócrito previamente de
terminado.
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Fig. 7 - Estante com 6 ampulhetas todas elas mostrando nitidamen
te o concentrado de leucócitos.

V *
✓

r
Fig. 8 — Vemos células com graus diferentes de fluorescência, va
riando do vermelho ao rosa e ao verde (obj. lOx).
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Fig. 9 — Microfoto, com maior aumento, da foto anterior, onde
podemos ver o citoplasma vermelho-fogo de algumas células (Obj.
40x).

*

#

Fig. 10 — Microfoto demonstrando ainda a intensidade fluorescente

diretamente proporcional ao grau de imaturidade celular (Obj. 40x).
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I

Fig. 11 - Detalhe de uma célula com cítoplasma mostrando intensa
fluorescência vermelho-fogo, ligado diretamente ao teor de RNA e
ao grau de imaturidade da célula (Obj. 40x).

Fig. 12 - Outro detalhe como na fotografia anterior (Obj. 40x).
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Fig. 13 — Detalhe de maturaçâio de células no concentrado de leucó-

citos, onde vemos desde células jovens (vermelho-fogo) até células
maduras (verde-amarelado) (Obj. 40x).

Fig. 14 — No centro da microfotografia vemos uma célula com cito-
plasma rico em RNA, demonstrado pela fluorescência vermelha.
Talvez uma célula plasmática (Obj. 40x).
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Fig. 15 — No centro da microfotografia vemos uma célula jovem
apresentando intensa fluorescência vermelho-fogo, possivelmente
trata-se de um eritroblasto basófilo (nfo nos foi possível identificar)
(Obj. 40x).

\

Fig. 16 - Vemos um pouco desviado do centro, para baixo e para a
esquerda, um eritroblasto basófilo, porém, não pudemos identificá-lo
com a figura acima (coloração May Grunwald-Giemsa). (Obj. 40x).
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Muitas vezes, após microscopia de fluorescência, logramos descorar
a  lâmina em álcool — éter e recorá-la pelos corantes comuns de
hematologia, a fim de comprovar citologicamente o achado anterior.
Por vezes, devido à demora da feitura das lâminas, os preparados não
se prestam a uma nova coloração. As microfotografias abaixo servem

para comprovar um achado de fluorescência e, posteriormente, a mes

ma célula corada pelo May Grunwald-Giemsa.

r-

f: r #

■••4 • ♦
ê #

Fig. 17 — No centro da microfotografia vemos uma célula jovem,
com citoplasma rico em RNA e acentuada fluorescência vermelha,
correspondente â imaturidade da célula. {Obj. 40x).

Fig. 18 — No centro da microfoto vemos, em pequeno aumento, a
célula mostrada na figura anterior. Esta foto serve também para
mostrar a riqueza celular do preparado feito pelo método da am
pulheta (Obj. lOx) (Col. May Grunwald Giemsa).



MAIO/JUNHO, 1977REVISTA BRASILEIRA DE CANCEROLOGIA 19

Fig. 19 — No centro da microfotografia vemos a mesma célula das
figuras 17 e 18. Podemos perfeitamente identificá-la pelas células
que a circundam (ver posição de células idênticas nas 3 fotografias.)
(Obj. 40x) (Col. May Grunwald - Giemsa).

f

Fig. 20 — A mesma célula das figuras 17, 18 e 19 em grande
aumento (imersão) (Obj. lOOx), onde podemos identificar tratar-se
de um mielócito. A comparação das 4 microfotografias com a dis
posição das outras células servirá perfeitamente para comparar a afir
mação aqui feita (Col. May Grunwald-Giemsa).
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V-COMENTARIOS

A identificação morfológica da célula jo
vem é às vezes difícil, por intervenção de
vários fatores, que serão descritos em segui
da. Nós acreditamos que a identificação das
células depende, em grande parte, da execu
ção da técnica em todos os seus detalhes,
podendo, portanto, este trabalho ser repeti
do por outros Autores para efeito de confir
mação.

possível, pois não se encontram nos me
lhores Atlas de Hematologia e Citologia,
citados por Alexandre e Kuper (1).

O critério para diferençar uma célula jovem
de uma célula cancerosa no sangue circulan
te é difícil de estabelecer, tanto com Acri-
dine Orange, como com os corantes de Ro-
manowisky, pois a relação núcleo-citoplas-
ma e a presença de nucléolos são caracterís
ticas de ambas.

As células neoplásicas que se destacam dos
tumores de origem penetram na corrente
sanguínea, tomando a forma esférica (idên
tica a todas as outras células do sangue) de
vido à pressão que é exercida igualmente
em todos os sentidos na corrente sanguí
nea. Outro fato que contribui para a seme
lhança de tamanhos destes dois tipos de cé
lulas é a passagem das mesmas nas redes
capilares, o que determina um menor
volume da célula neoplásica.

A diferenciação da célula hematológica jo
vem das células cancerosas e de outras cé

lulas desconhecidas, difíceis de classificar,
depende unicamente de critérios pessoais
do pesquisador.

Os métodos de concentração celular, cada
dia mais aperfeiçoados (como o que apre
sentamos), revelam não somente células
hematológicas e neoplásicas, como tam
bém outras de origem desconhecida, don
de uma perfeita identificação ainda não é

VI - RESUMO

— Trata-se de um método simples de fácil
execução, ideal para os estudos hematológi-
cos.

— A presença de células jovens foi detec
tada pela microscopia de fluorescência e
confirmada pela microscopia com os coran
tes da rotina hematológica.

— Foram achados indiferentemente linfo-

blastos e mieloblastos en) indivíduos clini
camente sadios, de acordo com a caracte
rística morfológica admitida.

— A presença de eritroblastos foi evidencia
da em indivíduos sãos e com série vermelha

normal.

— A presença de pasmócitos foi registrada
em indivíduos sãos, na ausência de mielo-

ma e de doença por vírus.

— A diferença entre hematopoese normal e
extra medular é questão puramente quanti
tativa e não qualitativa, como se acreditava
anteriormente.

— O método de concentração de leucóci-
tos por nós usado, ou seja, o método da
ampulheta, tem várias outras aplicações, co
mo sejam: concentração para células L.E.;
eritrócitos parasitados, concentração de
medula óssea, etc.

— Com a utilização do método de concen
tração da ampulheta, usando 10 ml de san
gue, conseguimos demonstrar o nosso obje
tivo, que consiste em provar a presença de
células jovens no sangue circulante de indi
víduos normais.
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Vl-SUMMARY

This is a simple method, easy to appiy,
which is an ideal one for hematologic stu-
dies.

The presence of young cells was detected
by fluorescence microscopy, with the dies
of the hematologic routine.

Both lymphoblasts and mieloblasts have
been found, indiscriminately, in clinically
sound individuais, according to the adopted
morphologic characteristic.

The presence of eritroblasts has been evi-
denced in sound individuais having a nor
mal red series.

The presence of plasmocites was recorded
in sound individuais, in the absence of mie-

lome and of virus diseases.

The difference between normal and extra

marrowy hematopoiesis is a purely quanti
tativa matter, and not qualitative, as it was
believed previousiy.

The method of leucocite concentration

used by us, that is the "sand-clock" me
thod, has many other appiications, such as:
concentration for L. E. cells, eritrocites
attacked by parasites, concentration of
bone marrow, etc.

By using the “sand-clock” method, with 10
ml of blood, we succeeded in demons-
trating our objective, which is that of pro-
ving the presence of young cells in the cir-
culating blood of normal individuais.
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