FOSFATASA ACIDA EN
LEUCOCITOS

(Procedimiento numero 387)

SIGMA-ALDRICH’

APLICACION

El kit de fosfatasa acida de Sigma-Aldrich se utiliza para la demostracion citolégica de
la fosfatasa &cida en leucocitos en improntas de sangre, médula 6sea o tejido. Los
reactivos de la fosfatasa acida son para uso diagndstico in vitro.

El uso de naftol AS fosfato sustituido junto con sales de diazonio para la deteccién de
fosfatasa dcida en leucocitos humanos fue informado por primera vez por Goldberg y
Barka'. El procedimiento de Sigma-Aldrich para la demostracion de esta enzima se basa
en el uso de naftol AS-BI fosfato y sal de Fast Garnet GBC diazotada. Este ultimo
componente fue seleccionado debido a su rapido acoplamiento al pH acido, formando
depositos de tinte altamente insolubles.

La mayoria de procedimientos, incluyendo los de Sigma-Aldrich, utilizan sales de
diazonio estables. Estas se forman haciendo reaccionar una arilamina con nitrito sédico en
un medio acido®. El cloruro de diazonio resultante (generalmente inestable) puede tratarse
con compuestos tales como el cloruro de zinc, el sulfato de zinc o el naftaleno-1,6-
disulfonato, formando sales estables. Estos estabilizadores pueden ejercer una marcada
inhibicion sobre algunos sistemas enzimaticos, mientras que los cloruros de diazonio son
menos inhibidores?. Por este motivo, ahora Sigma-Aldrich proporciona una solucion estable
para la base de Fast Garnet GBC vy nitrito sédico para la citoquimica de fosfatasa acida.
Para simplificar mas este método, se incluye una solucién acuosa estable de naftol AS-BI
fosfato. La disponibilidad de estas soluciones estables permite a los usuarios ajustar los
volumenes de los reactivos de trabajo segun sus necesidades, eliminando los residuos.

Segun el procedimiento de Sigma-Aldrich, los frotis de sangre se incuban en una
solucién de naftol AS-BI &cido fosférico y Fast Garnet GBC recién diazotada. Los frotis
duplicados se tratan con una solucién que contiene L(+)-tartrato. El naftol AS-BI, liberado
por la hidrélisis enzimética, se acopla inmediatamente con Fast Garnet GBC, formando
depositos de tinte castafo insolubles en los puntos de actividad. Las células con contenido
de &cido tartarico-fosfatasa acidosensible estdn desprovistas de actividad. Las células
mononucleares con contenido de &cido tartdrico-fosfatasa dacidorresistente no estan
afectadas por este tratamiento.

REACTIVOS

SOLUCION DE NAFTOL AS-BI ACIDO FOSFORICO, nimero de catalogo 387-1
Naftol AS-BI acido fosférico, 12,5 mg/ml
SOLUCION BASE DE FAST GARNET GBC, niimero de catalogo 387-2
Base de Fast Garnet GBC, 7,0 mg/ml, en 0,4 mol/l de &cido clorhidrico y estabilizador
SOLUCION DE ACETATO, niimero de catalogo 386-3
Tampén acetato, 2,5 mol/l, pH 5,2 + 0,1
SOLUCION DE TARTRATO, niimero de catalogo 387-3
L(+)-tampdn tartrato, 0,335 mol/l, pH 4,9 + 0,1
SOLUCION DE NITRITO SODICO, niimero de catalogo 91-4
Nitrito sodico, 0,1 mol/l
$OLUCION DE CITRATO, nimero de catélogo 91-5
Acido citrico, 18 mmol/l, citrato sédico, 9 mmol/l, cloruro sédico, 12 mmol/l, y surfactante,
pH 3,6 + 0,1
SOLUCION DE HEMATOXILINA DE GILL N° 3, nimero de catalogo GHS-3
Hematoxilina certificada, 6,0 g/l, yodato sddico, 0,6 g/l, sulfato de aluminio, 52,8 g/l, y
estabilizantes
ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD:

Almacenar la solucién de hematoxilina a temperatura ambiente (18-26 °C). Proteger
de la luz. La etiqueta del reactivo indica la fecha de caducidad.

Almacenar las soluciones base de naftol AS-BI &cido fosférico, base de Fast Garnet
GBC , acetato, tartrato, nitrito sédico y citrato a 2-8 °C.

Almacenar la solucion fijadora en el frigorifico (2-8 °C). Calentar a 18-26 °C antes de
su uso. La solucién es estable hasta 2 meses si se almacena en el frigorifico, bien tapada.
Desechar la solucion fijadora si hay evidencia de evaporacion, y preparar solucion fresca.

DETERIORO:

Las soluciones de naftol AS-BI acido fosférico y tartrato deben desecharse si
presentan turbidez.

La solucion de citrato es adecuada para usar en ausencia de crecimiento microbiano.

Desechar la soluciéon de hematoxilina si se vuelve marrén (sobreoxidacion por aire) o
purpura (pérdida de acidez).

PREPARACION:

Los reactivos se suministran listos para su uso.

Preparar la solucion fijadora combinando 25 ml de solucién de citrato, 65 ml de
acetona y 8 ml de formaldehido al 37 %. Colocarlo en una botella de vidrio 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 informacion actualizada sobre riesgos, peligros o seguridad.

Declaracion de riesgos y seguridad (EE.UU.)

La solucion base de Fast Garnet GBC es TOXICA. Perjudicial en caso de ingestion.
Téxica por inhalacién. Provoca quemaduras. Puede causar cancer. En caso de contacto
con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar atenciéon médica.
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Usar ropa protectora adecuada, guantes y proteccion para los ojos y el rostro. En caso de
accidente o de malestar, buscar atenciéon médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es
posible). Organos a los que afecta: higado y rifiones.

Solucién de acetato. Precaucion: sustancia en proceso de prueba.

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

La solucién de hematoxilina de Gill N° 3 es PERJUDICIAL. Perjudicial en caso de
ingestion. Irritante para los ojos, sistema respiratorio y piel. En caso de contacto con los
ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar atenciéon médica. Usar ropa
protectora adecuada y proteccion para los ojos y el rostro. Organos a los que afecta: higado
y riflones.

La acetona es INFLAMABLE e IRRITANTE. Irritante para los ojos. Una exposicion
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 atencion médica. Organos a los que afecta: higado y rifiones.

El formaldehido es TOXICO. Téxico por inhalacién, en contacto con la piel y en caso
de ingestién. Provoca quemaduras. Evidencia escasa de efectos carcindgenos. Puede
causar sensibilizacién por contacto con la piel. Puede causar dafios genéticos hereditarios.
En caso de contacto con los ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar
atenciéon médica. Usar ropa protectora adecuada, guantes y proteccion para los ojos y el
rostro. En caso de accidente o de malestar, buscar atencion médica inmediatamente
(mostrar la etiqueta si es posible). Utilizar sélo en zonas bien ventiladas.

Declaracion de riesgos y seguridad (U.E.)

La solucién base de Fast Garnet GBC es TOXICA. Perjudicial en caso de ingestion.
Puede causar céancer. En caso de accidente o de malestar, buscar atenciéon médica
inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).

Solucion de acetato. Precaucion: sustancia en proceso de prueba.

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

La solucién de hematoxilina de Gill N° 3 es PERJUDICIAL. Perjudicial en caso de
ingestion. Irritante para los ojos, sistema respiratorio y piel. En caso de contacto con los
ojos, enjuagar inmediatamente con agua abundante y buscar atencién médica. Usar ropa
protectora adecuada, guantes y proteccién para los ojos y el rostro.

La acetona es ALTAMENTE INFLAMABLE e IRRITANTE. Altamente inflamable.
Irritante para los ojos. Una exposicion 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 atencién médica.

El formaldehido es TOXICO. Téxico por inhalacién, en contacto con la piel y en caso
de ingestion. Provoca quemaduras. Evidencia escasa de efectos carcinégenos. Puede
causar sensibilizacion por contacto con la piel. En caso de contacto con los ojos, enjuagar
inmediatamente con agua abundante y buscar atencién médica. Usar ropa protectora
adecuada, guantes y proteccién para los ojos y el rostro. En caso de accidente o de
malestar, buscar atencién médica inmediatamente (mostrar la etiqueta si es posible).
Utilizar sé6lo 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. Ningun 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.

Pueden utilizarse frotis de sangre y médula dsea, improntas de tejidos y
preparaciones citocentrifugadas. Puede utilizarse EDTA o heparina como anticoagulante.
Los frotis de sangre o médula 6sea pueden almacenarse fijados a temperatura ambiente
(18-26 °C) durante varias semanas, y sin fijar durante varios dias, sin que se aprecien
cambios de actividad®. No enviar sangre total para ensayos a otros laboratorios. Enviar los
portaobjetos fijados o sin fijar. Los portaobjetos deben mantenerse frescos durante el
traslado. Los frotis deben dejarse secar al menos 1 hora antes de su fijacién.

MATERIAL ESPECIAL NECESARIO PERO NO SUMINISTRADO:
Acetona, reactivo ACS
Formaldehido, 37 %

NOTAS:

El funcionamiento de la prueba puede ser controlado mediante la inclusién de frotis
de sangre procedentes de individuos sanos.

Los datos obtenidos mediante este procedimiento sélo sirven como ayuda en el
diagndstico y deben ser revisados junto con otras pruebas clinicas o informacién de
diagndstico.

PROCEDIMIENTO:

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA:

1. Precalentar a 37 °C una cantidad suficiente de agua desionizada para todo un dia.
Comprobar la temperatura antes del uso.

2. Estabilizar la solucién fijadora a temperatura ambiente (18-26 °C). Fijar los
portaobjetos sumergiéndolos en solucion fijadora durante 30 segundos. Aclarar bien
con agua desionizada. No dejar que los portaobjetos se sequen.

3. Dispensar en 2 tubos de ensayo 0,5 ml de solucion base de Fast Garnet GBC y 0,5 ml de
solucién de nitrito sédico, cada uno. Mezclar con cuidado mediante inversién durante
30 segundos. Dejar reposar durante 2 minutos.




4.  Etiquetar como Ay B dos cubetas de 100 mly afadir lo siguiente, mezclando al mismo

tiempo:

Cubeta A Cubeta B
Agua desionizada precalentada a 37 °C 45 ml 45 ml
Solucién de Fast Garnet GBC diazotada del paso 3 1,0 ml 1,0 ml
Solucién de naftol AS-BI fosfato 0,5 ml 0,5 ml
Solucién de acetato 2,0 ml 2,0 ml
Solucién de tartrato — 1,0 ml

5. Etiquetar como A y B dos vasos de Coplin y transferir a ellos las soluciones de las
cubetas correspondientes. Calentar las soluciones de los vasos a 37 °C en un bafio
de agua. Comprobar que la temperatura sea de al menos 37 °C antes de afadir los
portaobjetos.

6. Introducir los portaobjetos en los vasos de Coplin e incubar durante 1 hora en un bafio
de agua a 37 °C, protegidos de la luz.

7. Después de 1 hora, aclarar bien los portaobjetos con agua desionizada y contratefiir
durante 2 minutos en solucién de hematoxilina de Gill N° 3.

8. Aclarar los portaobjetos con agua alcalina del grifo durante varios minutos para azular
los nucleos.

9. Secar los portaobjetos al aire y examinarlos con el microscopio. No es recomendable
cubrirlos ya que el tinte se decolora con el tiempo.

CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

RESULTADOS:

Los frotis de sangre tefiidos generalmente se evallan subjetivamente para detectar la
presencia 0 ausencia de enzimas tartratorresistentes. En ausencia de acido tartarico, la
mayoria de los leucocitos muestran granulacién en los puntos de actividad. Cuando se
incuban con tartrato, puede observarse una granulacién ocasional en los linfocitos y en
algunos macréfagos especializados, tales como la célula de Gaucher, las células
epiteliales y las células pilosas’. En extensiones de sangre se observa una reaccion
positiva debido a la presencia de mas de dos células con actividad difusa e intensa, es
decir, mas de 40 granulos®. Para evaluar la tincién de Golgi, caracteristica de los linfocitos
derivados del timo (células T), se recomienda el procedimiento N° 181 de Sigma-Aldrich®.

La actividad de la fosfatasa acida se manifiesta como granulos de color apurpurado o
rojo oscuro en el citoplasma de la mayoria de leucocitos.

Si los resultados observados varian de los esperados, péngase en contacto con el
Servicio Técnico de Sigma-Aldrich.
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Sigma-Aldrich, Inc. garantiza que sus productos concuerdan con la informacién 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 albaran se incluyen los términos
adicionales y las condiciones de venta.
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