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APLICACIÓN
Los kits de enzimas linfocíticas de Sigma-Aldrich se utilizan

para la detección de fosfatasa ácida (kit n° 181-A), α-naftil
butirato esterasa (kit n° 181-B) o ß-glucuronidasa (kit n° 181-C)
en frotis de sangre o médula ósea, y en improntas de tejidos.
Los kits de enzimas linfocíticas son para uso diagnóstico in vitro.

La disección de la maduración de células T normales en
etapas discretas mediante citoquímica enzimática y anticuerpos
monoclonales, ha demostrado que la malignidad de las células
T reproduce la misma diversidad ontogenética1–14. Estos
informes, en su mayor parte, apoyan la conclusión de que las
neoplasias de las células T reflejan una interrupción de la
maduración durante el desarrollo normal.

Las series OKT® de anticuerpos monoclonales
reconocedores de los antígenos de superficie de las células T,
diferencian los protimocitos y timocitos de las células T maduras.
De forma parecida, la mayoría de células T de la sangre
periférica y tejido linfático, cuando se tiñen para enzimas tales
como fosfatasa ácida (AcP), ß-glucuronidasa (BG) y α-naftil
butirato esterasa (α-NB), muestran perfiles citoquímicos
característicos, relacionados con la edad. La AcP se adquiere
mediante timocitos fetales precoces y se retiene durante toda la
diferenciación de las células T15–16. La BG, que aparece más
tarde en el desarrollo, se encuentra en timocitos postgestación
y células T maduras circulantes17, y puede ser una auténtica
enzima Pan T18–20. Las células T maduras y los timocitos
medulares18–20 expresan un epítopo de α-NB, reactivo en un
intervalo de pH estrecho (5,7–6,0). Basándose en sus
resultados, Basso y cols.16 han propuesto un esquema de
maduración en el que se diferencia el progreso de las células T,
de AcP+, BG-, α-NB- a AcP+, BG+, α-NB-, y finalmente, AcP+,
BG+, α-NB+.

La mayoría de células T maduras, definidas mediante
rosetas de hematíes de oveja, muestran un patrón focal claro
(de puntos) cuando se tiñen para AcP, BG y α-NB21,22, y expresan
receptores de superficie para IgM (TM, Tµ, Fcr)23. Aquéllas que
se caracterizan por una tinción difusa/granular, expresan
receptores Fc para IgG (Tg, gFcr)9,23. Existe evidencia de que los
subconjuntos TM/TG pueden solaparse con los subconjuntos
OKT-4/OKT-8 (auxiliar-supresor)17–20. Se ha informado de datos
discordantes referentes a esta relación9,23,24. Actualmente, parece
ser que los fenotipos enzimáticos contribuyen principalmente a
la determinación del estadio de interrupción de la maduración
en malignidades de las células T, permitiendo la diferenciación
entre trastornos linfoproliferativos T-, B- y no T/no B.

Los procedimientos descritos permiten la disección del
compartimiento de las células T en tres discretas fases de
desarrollo. Estas técnicas no evitan el uso de anticuerpos
monoclonales para un análisis fenotípico, sino que, usadas
adecuadamente, pueden proporcionar información adicional en
relación con la naturaleza de los trastornos linfoproliferativos de
las células T.

La reacción enumerada más abajo para α-naftil butirato
esterasa también demostrará una actividad de esterasa
inespecífica en monocitos y macrófagos. Existen varios métodos
para este fin. El método indicado más abajo no es específico de los
monocitos y macrófagos, dado que el pH del medio de incubación
ha sido ajustado para demostrar un patrón de tinción focal (de
puntos) en algunos linfocitos. El procedimiento de α-naftil butirato
esterasa es menos sensible que el de α-naftil acetato esterasa.
Para procedimientos más sensibles a los monocitos, Sigma ofrece
dos kits de esterasa, números de catálogo 90-A1 y 91-A. Estos kits
también incluyen instrucciones para la demostración de α-naftil
acetato esterasa con inhibición de fluoruro.

Según las técnicas de Sigma-Aldrich, las preparaciones o
frotis citocentrifugados se fijan en una solución de citrato-
acetona-formaldehído. Seguidamente, la fosfatasa ácida, el α-
naftil butirato esterasa y la ß-glucuronidasa se visualizan
mediante los siguientes principios de captura simultánea.
Fosfatasa ácida:

Naftol AS-BI AcP Complejo de naftol AS-BI-GBC
fosfato cromogénico-InsolubleGBC (rojo-violeta)
α-naftil butirato esterasa:

α-naftil α-NB α-naftil-HPR 
butirato Pararosanilina cromogénico-Insoluble

hexazotada (rojo-marrón) 
ß-Glucuronidasa:

α-naftol AS-BI BG Complejo de naftol 
ß-D-Glucurónido Pararosanilina AS-BI-HPR cromogénico-

hexazotada Insoluble(rojo) 

ENZIMAS LINFOCÍTICAS
Procedimiento número 181

REACTIVOS
SOLUCI N DE α-NAFTIL BUTIRATO, número de catálogo 180-1
α-naftil butirato, 2,4 g/l, en solución de metanol con disolventes.
SOLUCIÓN DE NAFTOL AS-BI ÁCIDO FOSFÓRICO, número
de catálogo 180-2
Naftol AS-BI ácido fosfórico, 4 g/l, en solución de metanol con
disolventes.
SOLUCIÓN DE NAFTOL AS-BI ß-D-ÁCIDO GLUCURÓNICO,
número de catálogo 180-3
Naftol AS-BI ß-D-ácido glucurónico, 2,5 g/l, en solución de
metanol con disolventes.
SOLUCIÓN DE PARAROSANILINA, número de catálogo 180-4 
Pararosanilina, 40 g/l, en 2 mol/l de ácido clorhídrico.
SOLUCIÓN BASE DE FAST GARNET GBC, número de
catálogo 387-2
Base de Fast Garnet GBC, 7,0 mg/ml, en 0,4 mol/l de ácido
clorhídrico y estabilizador.
SOLUCIÓN DE NITRITO SÓDICO, número de catálogo 91-4
Nitrito sódico, 0,1 mol/l.
TABLETAS DE NITRITO SÓDICO, número de catálogo 180-9 
Nitrito sódico, 250 mg por tableta.
SOLUCIÓN DE CITRATO, número de catálogo 91-5
Ácido cítrico, 18 mmol/l, citrato sódico, 9 mmol/l, cloruro sódico,
12 mmol/l, y surfactante. El pH debe ser de 3,6 + 0,1.
SOLUCIÓN DE ACETATO, número de catálogo 386-3 
Tampón acetato, 2,5 mol/l, pH 5,2.
TAMPÓN FOSFATO, número de catálogo 180-5 
Fosfatos sódico y potásico.
SOLUCIÓN DE AZUL DE METILENO, número de catálogo 180-8 
Azul de metileno, 1,4 % (p/v) en etanol al 95 %.
ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD:

Almacenar las soluciones de α-naftil butirato, naftol AS-BI
ácido fosfórico y naftol AS-BI ß-D-ácido glucurónico en el
congelador, a una temperatura inferior a 0 °C. Calentar las
soluciones a 37 °C y mezclarlas bien antes de su uso. Desechar
si los reactivos se vuelven amarillos o si se forma un precipitado.

Almacenar la solución de pararosanilina, el tampón fosfato,
las tabletas de nitrito sódico y la solución de azul de metileno a
temperatura ambiente (18–26 °C), protegidos de la luz.

Almacenar las soluciones de base de Fast Garnet GBC,
nitrito sódico, tabletas de nitrito sódico, acetato y tampón fosfato
en el frigorífico (2–8 °C).

Las etiquetas de los reactivos indican la fecha de caducidad.
Las soluciones de nitrito sódico y citrato son adecuadas

para usar en ausencia de crecimiento microbiano.
DETERIORO:

Desechar las soluciones de α-naftil butirato, naftol AS-BI
ácido fosfórico y naftol AS-BI ß-D-ácido glucurónico, si el reactivo
se vuelve amarillo o se forma precipitado.

Desechar la solución de pararosanilina si ésta no se vuelve
de color ámbar tras la adición de nitrito sódico.

Las soluciones de nitrito sódico y tampón fosfato deben
desecharse si se vuelven turbias.
PREPARACIÓN:

Calentar las soluciones de α-naftil butirato, naftol AS-BI
ácido fosfórico y naftol AS-BI ß-D-ácido glucurónico, a 37 °C.

La solución de tabletas de nitrito sódico, 4 g/dl, se prepara
disolviendo 1 tableta en 6,25 ml de agua desionizada. Almacenar
esta solución bien tapada, a 2–8 °C. Calentar a temperatura
ambiente antes de su uso. Desechar si presenta turbidez.

La solución de tampón fosfato se prepara disolviendo el
contenido del tampón fosfato, número de catálogo 180-5, en
500 ml de agua desionizada. El tampón tiene una concentración
de 0,067 mol/l, pH 7,7 a 25 °C. Almacenar en el frigorífico
(2–8 °C). Desechar si el crecimiento microbiano es evidente.

NOTA: El crecimiento microbiano puede retrasarse
mediante el filtrado con un filtro de 0,22 micras.

La contratinción con azul de metileno se prepara añadiendo
5 ml de solución de azul de metileno, número de catálogo 180-8,
a 45 ml de agua desionizada. Mezclar bien. Las preparaciones
deben ser del día.

Fijador de citrato-acetona-formaldehído: A 25 ml de
solución de citrato, número de catálogo 91-5, añadir 65 ml de
acetona y 8 ml de formaldehído al 37 %. Colocarlo en una botella
de vidrio bien tapada. Almacenar en el frigorífico (2–8 °C).
Calentar a 23–26 °C antes de su uso. La solución es estable si
se almacena en el frigorífico, bien tapada.
PRECAUCIONES:

Se deben seguir las precauciones normales ejercidas en el
manejo de reactivos de laboratorio. Deshacerse de los desechos
observando todas las normativas locales, regionales y nacionales.
Consultar la Hoja de datos de seguridad del material para obtener
cualquier información actualizada sobre riesgos, peligros o
seguridad.
Declaración de riesgos y seguridad (EE.UU.)

La soluci n de α-naftil butirato es INFLAMABLE y TÓXICA.
Tóxica por inhalación, en contacto con la piel y en caso de
ingestión. Tóxica: peligro de efectos irreversibles muy graves por

inhalación, por contacto con la piel y en caso de ingestión.
Irritante para los ojos y la piel. Mantener el envase bien cerrado.
Mantener alejada de las llamas – no fumar. Tomar medidas
cautelares contra descargas de electricidad estática. Evitar el
contacto con la piel. Usar ropa y guantes protectores adecuados.
En caso de accidente o de malestar, buscar atención médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

La solución de naftol AS-BI ácido fosfórico es
INFLAMABLE y TÓXICA. Tóxica por inhalación, en contacto con
la piel y en caso de ingestión. Tóxica: peligro de efectos
irreversibles muy graves por inhalación, por contacto con la piel
y en caso de ingestión. Irritante para los ojos y la piel. Mantener
alejada de las llamas – no fumar. En caso de contacto con los
ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar
atención médica. Usar ropa y guantes protectores adecuados.
En caso de accidente o de malestar, buscar atención médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

La solución de naftol AS-BI ß-D-ácido glucurónico es
INFLAMABLE y TÓXICA. Perjudicial en caso de inhalación e
ingestión. Irritante para los ojos y la piel. Mantener alejada de las
llamas – no fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atención médica.
Usar ropa y guantes protectores adecuados. En caso de
accidente o de malestar, buscar atención médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

La solución de pararosanilina es TÓXICA. Tóxica por
inhalación. Provoca quemaduras. Puede causar cáncer. En caso
de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua
abundante y buscar atención médica. Usar ropa protectora
adecuada, guantes y protección para los ojos y el rostro. En
caso de accidente o de malestar, buscar atención médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible). Órganos a
los que afecta: hígado y tiroides. Calif. PROP 65 (carcinógena).

Evitar el contacto y la inhalación del tampón fosfato.
La solución de azul de metileno es INFLAMABLE e

IRRITANTE. Irritante para los ojos, sistema respiratorio y piel.
Mantener el envase bien cerrado. Mantener alejada de las
llamas – no fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atención médica.
Llevar ropa protectora adecuada.

Las tabletas de nitrito sódico son TÓXICAS, OXIDANTES y
peligrosas para el medio ambiente. En contacto con combustible
pueden provocar incendio. Tóxicas en caso de ingestión. Muy
tóxicas para los organismos acuáticos. Mantener alejadas de
material combustible. Usar ropa protectora adecuada, guantes y
protección para los ojos y el rostro. En caso de accidente o de
malestar, buscar atención médica inmediatamente (mostrar la
etiqueta si es posible). Evitar su liberación en el medio ambiente.
Consultar las hojas de instrucciones y de datos de seguridad.

La solución de base de Fast Garnet GBC es TÓXICA.
Perjudicial en caso de ingestión. Tóxica por inhalación. Provoca
quemaduras. Puede causar cáncer. En caso de contacto con los
ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar
atención médica. Usar ropa protectora adecuada, guantes y
protección para los ojos y el rostro. En caso de accidente o de
malestar, buscar atención médica inmediatamente (mostrar la
etiqueta si es posible). Órganos a los que afecta: hígado y riñones.

Solución de acetato – Precaución: sustancia en proceso de
prueba.

La acetona es INFLAMABLE e IRRITANTE. Irritante para
los ojos. Una exposición reiterada puede causar sequedad o
grietas en la piel. Los vapores pueden causar somnolencia o
mareo. Mantener el envase en un lugar bien ventilado. Mantener
alejada de las llamas – no fumar. En caso de contacto con los
ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar
atención médica. Órganos a los que afecta: hígado y riñones.

La solución de formaldehído es TÓXICA. Tóxica por
inhalación, en contacto con la piel y en caso de ingestión.
Provoca quemaduras. Evidencia escasa de efectos
carcinógenos. Puede causar sensibilización por contacto con la
piel. Puede causar daños genéticos hereditarios. En caso de
contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua
abundante y buscar atención médica. Usar ropa protectora
adecuada, guantes y protección para los ojos y el rostro. En
caso de accidente o de malestar, buscar atención médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible). Utilizar sólo
en zonas bien ventiladas.
Declaración de riesgos y seguridad (U.E.) (Precaución:
sustancias en proceso de prueba)

La soluci n de α-naftil butirato es TÓXICA. Tóxica por
inhalación, en contacto con la piel y en caso de ingestión.
Tóxica: peligro de efectos irreversibles muy graves por
inhalación, por contacto con la piel y en caso de ingestión. Usar
ropa y guantes protectores adecuados. En caso de accidente o
de malestar, buscar atención médica inmediatamente (mostrar
la etiqueta si es posible).

La solución de naftol AS-BI ácido fosfórico es TÓXICA.
Inflamable. Tóxica por inhalación, por contacto con la piel y en
caso de ingestión. Tóxica: peligro de efectos irreversibles muy
graves por inhalación, por contacto con la piel y en caso de
ingestión. Irritante para los ojos y la piel. Mantener alejada de las
llamas – no fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atención médica.
Usar ropa y guantes protectores adecuados. En caso de



accidente o de malestar, buscar atención médica inmediatamente
(mostrar la etiqueta si es posible).

La solución de naftol AS-BI ß-D-ácido glucurónico es
TÓXICA. Inflamable. Perjudicial por inhalación, por contacto con
la piel y en caso de ingestión. Irritante para los ojos y la piel. En
caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con
agua abundante y buscar atención médica. Usar ropa protectora
adecuada, guantes y protección para los ojos y el rostro. En caso
de accidente o de malestar, buscar atención médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

La solución de pararosanilina es IRRITANTE. Irritante para
los ojos, sistema respiratorio y piel. En caso de contacto con los
ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar
atención médica. Usar ropa y guantes protectores adecuados.

Tampón fosfato: Precaución: sustancia en proceso de
prueba.

La solución de azul de metileno es ALTAMENTE
INFLAMABLE. Altamente inflamable. Mantener el envase bien
cerrado. Mantener alejada de las llamas – no fumar.

Las tabletas de nitrito sódico son OXIDANTES, TÓXICAS y
peligrosas para el medio ambiente. En contacto con combustible
pueden provocar incendio. Tóxicas en caso de ingestión. Muy
tóxicas para los organismos acuáticos. En caso de accidente o
de malestar, buscar atención médica inmediatamente (mostrar la
etiqueta si es posible). Evitar su liberación en el medio ambiente.
Consultar las hojas de instrucciones y de datos de seguridad.

La solución de base de Fast Garnet GBC es TÓXICA.
Perjudicial en caso de ingestión. Puede causar cáncer. En caso
de accidente o de malestar, buscar atención médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

Solución de acetato – Precaución: sustancia en proceso de
prueba.

La acetona es ALTAMENTE INFLAMABLE e IRRITANTE.
Altamente inflamable. Irritante para los ojos. Una exposición
reiterada puede causar sequedad o grietas en la piel. Los
vapores pueden causar somnolencia o mareo. Mantener el
envase en un lugar bien ventilado. Mantener alejada de las
llamas – no fumar. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atención médica.

La solución de formaldehído es TÓXICA. Tóxica por
inhalación, en contacto con la piel y en caso de ingestión.
Provoca quemaduras. Evidencia escasa de efectos
carcinógenos. Puede causar sensibilización por contacto con la
piel. En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente
con agua abundante y buscar atención médica. Usar ropa
protectora adecuada, guantes y protección para los ojos y el
rostro. En caso de accidente o de malestar, buscar atención
médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).
Utilizar sólo en zonas bien ventiladas.

PROCEDIMIENTO
RECOGIDA DE LA MUESTRA:

Se recomienda que la recogida de la muestra se lleve a
cabo de acuerdo con las directrices del documento M29-A2 de la
NCCLS. Ningún método de prueba puede garantizar la completa
seguridad de que las muestras de sangre o tejido no transmitan
infecciones. Por lo tanto, todos los derivados de la sangre o
muestras de tejido deben considerarse potencialmente
infecciosos.

Las muestras pueden recogerse en EDTA o heparina.
Después de su fijación, los portaobjetos pueden almacenarse a
temperatura ambiente durante al menos 2 semanas. Si las
células mononucleares deben aislarse utilizando
HISTOPAQUE®-1077, la separación deberá realizarse dentro de
las 4 horas, aunque también se ha experimentado una buena
recuperación tras 24 horas25. Los frotis de sangre,
particularmente los procedentes de individuos leucopénicos, no
están recomendados para estos procedimientos ya que la
evaluación de este material lleva bastante tiempo. Deben
utilizarse preparaciones citocentrifugadas o de capa leucocitaria.
Los frotis de médula ósea y las improntas de tejidos no
representan ningún problema para una evaluación microscópica.
MATERIAL ESPECIAL NECESARIO PERO NO
SUMINISTRADO:
Acetona, reactivo ACS
Formaldehído
Formaldehído, 37 %
Baño de agua capaz de mantener 37 °C protegido de la luz
NOTAS:

Las células procedentes de donantes sanos se deben
incluir en cada prueba.

Las células aisladas en gradientes de polisucrosa-
diatrizoato sódico pueden almacenarse en nitrógeno líquido
(LN2) para fines de control. Para ello, 1 x 107 - 108 células se
congelan a 1 ± 0,3 °C por minuto, en un medio con suero fetal de
ternera al 50 %, RPMI-1640 al 40 % (u otros líquidos de cultivo
de tejidos adecuados) y dimetilsulfóxido (DMSO) al 10 %.
Pueden almacenarse en la fase líquida o de vapor de LN2.

Los portaobjetos deben evaluarse utilizando un aumento de
1000X. Los filtros de dimidio pueden realzar el color,
particularmente el de la tinción difusa de α-NB.

1. Precalentar a 37 °C una cantidad suficiente de agua
desionizada para todo un día.

2. Inmediatamente antes de la fijación, añadir 0,5 ml de
solución de tabletas de nitrito sódico a 0,5 ml de solución de
pararosanilina, número de catálogo 180-4. Mezclar con
cuidado mediante inversión, dejar reposar durante al menos
5 minutos y luego añadir 38 ml del agua desionizada
precalentada.

3. Añadir 5 ml de solución de acetato, número de
catálogo 386-3.

4. Añadir 5 ml de solución de naftol AS-BI ß-D-ácido
glucurónico, número de catálogo 180-3.

5. Mezclar bien y decantar en un vaso de Coplin. La solución
será ámbar. La formación de un precipitado indica el
deterioro del reactivo.

6. Fijar los portaobjetos durante 30 segundos en fijador
citrato-acetona-formaldehído, a temperatura ambiente
(23–26 °C). Aclararlos con agua desionizada durante
45 segundos. No dejar que los portaobjetos se sequen.

7. Inmediatamente después del aclarado, colocar los
portaobjetos en la solución del paso 5 e incubar durante
90 minutos a 37 °C, protegidos de la luz.
NOTA: Si los portaobjetos no se colocan en una solución de
incubación tras la fijación, deberán dejarse secar al aire
durante al menos 45 minutos.

8. Después de 90 minutos, extraer los portaobjetos del vaso
de Coplin y aclararlos con agua corriente del grifo durante
2–3 minutos. Desechar la solución de tinción.

9. Los portaobjetos deben dejarse secar al aire durante al
menos 15 minutos antes de la contratinción.

10. Contrateñir durante 3 minutos en azul de metileno.
11. Aclarar con agua desionizada.

CARACTERÍSTICAS DE
FUNCIONAMIENTO

FOSFATASA ÁCIDA: La tinción focal (de puntos) de los linfocitos
sugiere un linaje tímico (células T).
α-NAFTIL BUTIRATO ESTERASA: El patrón de tinción focal (de
puntos) observado en algunos linfocitos está asociado con
células T maduras portadoras de receptores Fc para IgM. Este
subconjunto se solapa con la población de células T auxiliares
hasta cierto punto, pero no es una medición precisa de la función
auxiliar. La tinción difusa o granular de los linfocitos porta
receptores a la parte Fc de IgG y se solapa hasta cierto punto
con la población de células T supresoras.
ß-GLUCURONIDASA: La tinción positiva aparece asociada con
los timocitos maduros, las células T circulantes y una subpoblación
de células B inmaduras. Los patrones focales (de puntos) y
difusos-granulares marcan de forma parecida a α-naftil butirato
esterasa. Los monocitos y granulocitos generalmente son
negativos.

Si los resultados observados varían de los esperados,
póngase en contacto con el Servicio Técnico de Sigma-Aldrich.
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Los datos obtenidos mediante este procedimiento sólo
sirven como ayuda en el diagnóstico y deben ser revisados junto
con otras pruebas clínicas o información de diagnóstico.
PROCEDIMIENTOS:
PROCEDIMIENTO CON FOSFATASA ÁCIDA:
Reactivos
Solución de naftol AS-BI ácido fosfórico, número de catálogo 180-2
Solución de base de Fast Garnet GBC, número de catálogo 387-2
Solución de nitrito sódico, número de catálogo 91-4
Solución de citrato, número de catálogo 91-5
Solución de acetato, número de catálogo 386-3
Solución de azul de metileno, número de catálogo 180-8 

1. Precalentar a 37 °C una cantidad suficiente de agua
desionizada para todo un día.

2. Inmediatamente antes de la fijación, añadir 1 ml de solución
de nitrito sódico, número de catálogo 91-4, a 1 ml de
solución de base de Fast Garnet GBC, número de
catálogo 387-2. Mezclar con cuidado mediante inversión y
dejar reposar durante 2–5 minutos.

3. Añadir la solución del paso 2 a 38 ml del agua desionizada
precalentada.

4. Añadir 5 ml de solución de acetato, número de
catálogo 386-3.

5. Añadir 5 ml de solución de naftol AS-BI ácido fosfórico,
número de catálogo 180-2. Mezclar bien y decantar en un
vaso de Coplin. La solución será ámbar. La formación de un
precipitado indica el deterioro del reactivo.

6. Fijar los portaobjetos durante 30 segundos en fijador
citrato-acetona-formaldehído, a temperatura ambiente
(23–26 °C). Aclarar los portaobjetos con agua desionizada
durante 45-60 segundos. No dejar que los portaobjetos se
sequen.

7. Inmediatamente después del aclarado, colocar los
portaobjetos en la solución del paso 5 e incubar durante
1 hora a 37 °C.
NOTA: Si los portaobjetos no se colocan en una solución de
incubación tras la fijación, deberán dejarse secar al aire
durante al menos 45 minutos.

8. Después de 1 hora, extraer los portaobjetos del vaso de
Coplin y aclararlos con agua corriente del grifo durante al
menos 2 minutos. Desechar la solución de tinción.

9. Los portaobjetos deben dejarse secar al aire durante al
menos 15 minutos antes de la contratinción.

10. Contrateñir durante 2 minutos en contratinción de azul
de metileno.

11. Aclarar con agua desionizada.
PROCEDIMIENTO CON α -NAFTIL BUTIRATO ESTERASA:
Reactivos
Soluci n de α-naftil butirato, número de catálogo 180-1
Solución de pararosanilina, número de catálogo 180-4 
Tabletas de nitrito sódico, número de catálogo 180-9
Tampón fosfato, número de catálogo 180-5 
Solución de azul de metileno, número de catálogo 180-8 
Solución de citrato, número de catálogo 91-5

1. Precalentar la solución de tampón fosfato a 37 °C.
2. Inmediatamente antes de la fijación, añadir 1,5 ml de

solución de tabletas de nitrito sódico a 1,5 ml de solución de
pararosanilina, número de catálogo 180-4. Mezclar con
cuidado mediante inversión, dejar reposar durante al menos
5 minutos y luego añadir 40 ml de la solución de tampón
fosfato precalentada.

3. Añadir 5 ml de solución de α-naftil butirato, número de
catálogo 180-1.

4. Mezclar bien y decantar en un vaso de Coplin. La solución
será ámbar. La formación de un precipitado indica el
deterioro del reactivo.

5. Fijar los portaobjetos durante 10 segundos en fijador
citrato-acetona-formaldehído, a temperatura ambiente
(23–26 °C). Aclararlos con agua desionizada durante
45 segundos. No dejar que los portaobjetos se sequen.

6. Inmediatamente después del aclarado, colocar los
portaobjetos en la solución del paso 4 e incubar durante 1
hora a 37 °C.
NOTA: Si los portaobjetos no se colocan en una solución de
incubación tras la fijación, deberán dejarse secar al aire
durante al menos 45 minutos.

7. Después de 1 hora, extraer los portaobjetos del vaso de
Coplin y aclararlos con agua corriente del grifo durante
2–3 minutos. Desechar la solución de tinción.

8. Los portaobjetos deben dejarse secar al aire durante al
menos 15 minutos antes de la contratinción.

9. Contrateñir durante 5 minutos en contratinción de azul
de metileno.

10. Aclarar con agua desionizada.
PROCEDIMIENTO CON ß-GLUCURONIDASA:
Reactivos
Naftol AS-Bl ß-D-ácido glucurónico, número de catálogo 180-3
Solución de pararosanilina, número de catálogo 180-4 
Tabletas de nitrito sódico, número de catálogo 180-9
Solución de acetato, número de catálogo 386-3
Solución de azul de metileno, número de catálogo 180-8 
Solución de citrato, número de catálogo 91-5
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OKT es marca registrada de Ortho Diagnostic Systems, Inc.,
Raritan, NJ, EE.UU.
Sigma-Aldrich, Inc. garantiza que sus productos concuerdan con
la información contenida en ésta y otras publicaciones de Sigma-
Aldrich. El comprador debe determinar la idoneidad de los
productos para su uso particular. Es posible que deban aplicarse
términos y condiciones adicionales. En el reverso de la factura o
del albarán se incluyen los términos adicionales y las
condiciones de venta.
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