SIGMA-ALDRICH’

SISTEMA ACCUSPIN™
-HISTOPAQUE®-1077
(Procedimento N.2 A 6929 / A 7054 / A 0561)

UTILIZACAO PREVISTA

O Sistema ACCUSPIN™ — HISTOPAQUE®-1077 da
Sigma-Aldrich destina-se a ser utilizado no isolamento de
linfécitos e de outras células mononucleares. Os reagentes
do Sistema ACCUSPIN™ — HISTOPAQUE®-1077 foram
concebidos para “utilizagdo em diagnéstico in vitro”.

A separacdo dos linfécitos e de outras células
mononucleares (MNC) do sangue total e da medula 6ssea
com o HISTOPAQUE®-1077 baseia-se num método
primeiramente descrito por Boyum'’, em 1968. O meio de
separacgéo, o HISTOPAQUE®-1077, é uma solugao aquosa
composta por polissacarideos de elevado peso molecular e
por diatrizoato de sddio, um composto de iodo nao-iénico,
ajustada a uma densidade de 1,077 + 0,001.

O Tubo ACCUSPIN™ foi especialmente concebido e
contém duas camaras separadas por uma barreira porosa
de polietileno de alta densidade (“frita”). Pode adicionar-se
sangue total anticoagulado a cadmara superior do tubo sem
que haja o risco de este se misturar com o HISTOPAQUE®-
1077, que se encontra na camara inferior, por baixo da
“frita”. Mediante centrifugacdo, o sangue total passa
através da “frita” para entrar em contacto com o
HISTOPAQUE®-1077. Os elementos de maior densidade
afastam um volume de HISTOPAQUE®-1077 acima da
“frita” fornecendo uma separagao distinta dos componentes
do sangue. O agregado de eritrécitos e os granulécitos
tornam-se ligeiramente hiperténicos, aumentando a sua
velocidade de sedimentacdo, o que resulta na sua
concentracdo no fundo do tubo ACCUSPIN™. Os linfécitos
e outras células mononucleares, por exemplo os
mondcitos, permanecem na interface plasma-
HISTOPAQUE®-1077. Esta banda densa de células
mononucleares pode ser recolhida decantando-se o
contetido da cdmara superior ou utilizando-se uma pipeta.
A contaminagao por eritrcitos é evitada devido a barreira
existente entre as cdmaras.
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ACCUSPIN™ SYSTEM-HISTOPAQUE®-1077

REAGENTE

SISTEMA ACCUSPIN™ — HISTOPAQUE®-1077, N.2 de
Catalogo A 6929, A 7054 e A 0561

Um tubo de polipropileno esterilizado por radiagdo que tem
instalada uma barreira de polietileno de alta densidade
(“frita”), cheio assepticamente com HISTOPAQUE®-1077.
O HISTOPAQUE?®-1077 contém polissacarose, 5,7 g/dL, e
diatrizoato de sddio, 9.0 g/dL. Filtrado assepticamente.
Densidade 1,077 a 25°C.

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:

Armazenar no frigorifico (2-8°C). Proteger da luz. O
prazo de validade esta indicado na caixa dos produtos.
DETERIORAGAO:

Um aspecto turvo indica a deterioragéo do produto.
PREPARACAO:

Os reagentes do Sistema ACCUSPIN™ -
HISTOPAQUE®-1077 estdo prontos a ser utilizados.
Aquecer a 18-26°C antes de utilizar.

PRECAUCOES:

Deverdo ser aplicadas as precaugdes normais
relativamente ao manuseamento de reagentes laboratoriais.
Depois de entrar em contacto com substancias de origem
humana, tratar todos os reagentes e equipamento como
sendo material bioldgico potencialmente perigoso. Eliminar
os residuos de acordo com todos os regulamentos locais,
estaduais, regionais ou nacionais. Consultar a ficha de
dados de seguranca dos materiais para obter informacoes
mais actualizadas sobre 0s riscos, perigos ou seguranca.

Declaragdes de riscos e seguranca dos EUA

As solugdes HISTOPAQUE®-1077-1 sdao NOCIVAS.
Podem provocar sensibilizacéo por inalagdo e em contacto
com a pele. Usar vestuario de protecgao adequado. Orgéo
alvo: Sangue.

Declaragdes de riscos e seguranca da UE

As solugées HISTOPAQUE®-1077-1 sdo NOCIVAS.
Podem provocar sensibilizagao por inalagdo e em contacto
com a pele. Nao respirar os vapores. Usar vestudrio de
proteccdo e luvas adequadas. Em caso de acidente ou de
indisposicao, consultar imediatamente um médico (mostrar-
Ihe o rétulo se possivel).

PROCEDIMENTO

COLHEITA DE AMOSTRAS:

Recomenda-se que a colheita de amostras seja
realizada de acordo com o documento M29-A2 da NCCLS.
Nenhum método de teste conhecido poderd garantir
totalmente que as amostras sanguineas ou de tecido nao
irdo transmitir infecgdes. Por essa razéo, todos os derivados
sanguineos ou amostras de tecido deverdo ser
considerados potencialmente infecciosos.

Pode ser utilizado sangue total desfibrinado ou
anticoagulado (EDTA ou heparina sem conservantes). Para
obtencdo de melhores resultados, o sangue deve ser
processado no maximo ao fim de 2 horas.

MATERIAIS ESPECIAIS NECESSARIOS MAS NAO

FORNECIDOS:

Tubos de centrifuga para lavar células mononucleares

Solucao Salina de Tampéo Fosfato (PBS) ou solugao salina
equilibrada

Centrifuga (rotor de cesto oscilante) com capacidade para
gerar de 100 x g a 1000 x g, mantendo uma temperatura
de 18-26°C

NOTAS:

1. Pode utilizar-se entre 3 e 6 mL de sangue pré-diluido
com o N.2 de Catalogo A 6929 ou entre 15 e 30 mL de
sangue pré-diluido com os Nos de Catalogo A 7054 e A
0561. O sangue pode ser diluido directamente na
camara superior do tubo do Sistema ACCUSPIN™ —
HISTOPAQUE®-1077. Este é apropriado para amostras
com niveis de hematécritos acima do normal.

2. A remocao das quantidades de HISTOPAQUE®-1077
em excesso com a banda mononuclear aumenta a
contaminag&o por granulécitos através dos granulécitos
residuais que possam ficar na interface mononuclear
(Tabela 1).

3. A remocao das quantidades de sobrenadante em
excesso com a banda mononuclear pode promover a
contaminagdo por meio das proteinas do plasma.

A utilizagéo de volumes de sangue total ou pré-diluido
diferentes dos recomendados podem resultar numa
diminuic&o da recuperagao.

5. Para remover todas as plaquetas contaminadas, pode
realizar-se uma segunda centrifugacdo num gradiente
de 4 a 20% de sacarose colocado em camadas sobre o
HISTOPAQUE®-1077. O gradiente de sacarose ird isolar
eficazmente as plaquetas enquanto as células
mononucleares irdo penetrar na camada de
HISTOPAQUE®-1077.

6. Se o sistema HISTOPAQUE®-1077 ACCUSPIN nao
atingir a temperatura ambiente, a recuperagdo das
células mononucleares pode ser limitada.
Ocasionalmente, uma “frita” pode ser desalojada
durante a centrifugagao. Se isto ocorrer, ndo tentar
decantar o conteido do tubo para recolher as células
mononucleares. Em vez disso, retirar suavemente a
“frita” com uma pinga esterilizada ou inclinar a “frita”
com uma pipeta e colher as células mononucleares.
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8. A seccao do procedimento deste folheto informativo
descreve a separagdo de células mononucleares
utilizando solugao salina de tampao fosfato como
diluente e fluido de lavagem. Em diversas situacdes
sao preferiveis as solugdes salinas equilibradas ou o
meio de cultura celular, como o RPMI -1640,
suplementados com soro bovino fetal.

9. Para cada execugdo, como controlo, recomendamos a
utilizagdo de um doente “normal”.

NOMOGRAMA PARA DETERMINAGAO DAS FORCAS
CENTRIFUGAS RELATIVAS:
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Pode utilizar-se um nomograma para derivar a
definicdo de r.p.m. para a centrifuga.

Como estabelecer as r.p.m. necessarias a fim de se
obterem 1000 ou 800 x g para o Procedimento N.° A 6929 /
A 7054 / A 0561.

1. Medir o raio (cm) desde o centro do eixo da centrifuga
até a extremidade do suporte dos tubos de ensaio.
Marcar este valor na escala A.

2. Marcar a forga centrifuga relativa (por exemplo, 1000
ou 800) na escala B.

3. Com uma régua, desenhar uma linha recta entre os
pontos nas colunas A e B, aumentando-a até se cruzar
com a coluna C. A leitura na coluna C ¢ a definicao das
r.p.m. para a centrifuga.

PROCEDIMENTO:

1. Deixar o numero desejado de tubos atingir a
temperatura ambiente. Proteger da luz. Se o
HISTOPAQUE®-1077 estiver acima da “frita” antes de
utilizar, centrifugar a 1000 x g durante 30 segundos a
temperatura ambiente.

2. Rotular o(s) tubo(s).

3. Decantar livremente 3,0 a 6,0 mL de sangue total fresco
desfibrinado ou anticoagulado que se encontra na camara
superior de cada tubo pré-cheio do Sistema ACCUSPIN™
—HISTOPAQUE®-1077, N.2 de Catalogo A 6929.
ou
Decantar livremente 15,0 a 30,0 mL de sangue total
fresco desfibrinado ou anticoagulado que se encontra
na camara superior de cada tubo pré-cheio do Sistema
ACCUSPIN™ — HISTOPAQUE®-1077, N.© de Catalogo
A 7054 ou A 561.

4. Centrifugar a 1000 x g mantendo uma temperatura de
18-26°C durante 10 minutos.
ou
Centrifugar a 800 x g mantendo uma temperatura de
18-26°C durante 15 minutos.

5. Apds a centrifugacao, aspirar cuidadosamente a camada
de plasma com uma pipeta de Pasteur até 0,5 cm da
interface opaca contendo as células mononucleares.
Eliminar adequadamente a camada de plasma.



6. Transferir cuidadosamente a banda mononuclear com
uma pipeta de Pasteur, para dentro de um tubo de
centrifuga limpo.

7. Lavar a banda mononuclear adicionando 10 mL de PBS
isoténico ou uma solugdo salina equilibrada e
ressuspender as células através de aspiragdo suave
com uma pipeta de Pasteur. Centrifugar a 250 x g
mantendo uma temperatura de 18-26°C durante
10 minutos.

8. Repetir duas vezes o Passo 7, ressuspender o
concentrado em 5 mL de PBS isoténico.

9. Ressuspender o concentrado mononuclear em meio
apropriado com base na aplicagéo para estas células.

CARACTERISTICAS DE
DESEMPENHO

Os eritrécitos e os granuldcitos devem concentrar-se no
fundo do tubo ACCUSPIN™. As células mononucleares
devem ficar em banda na interface entre o HISTOPAQUE®-
1077 e o plasma.

A tabela abaixo representa os resultados da andlise da
banda de células mononucleares a partir de amostras de
sangue humano saudavel separado em paralelo pelo Sistema
ACCUSPIN™ — HISTOPAQUE®-1077 e HISTOPAQUE®-1077.

TABELA |
SISTEMA
ACCUSPIN™ -
HISTOPAQUE®-1077 HISTOPAQUE®-1077
Média  +SD Média  +SD
% de recuperacao’ 70,0 13,3 53,6 8,9
% de viabilidade? 98,0 1,1 95,0 2,7
% de linfécitos® 87,6 43 89,8 35
% de mondcitos® 9,1 3,8 8,3 3,0
% de granulécitos® 3,0 2,7 2,3 1,8
% de eritrécitos® 5,0 2,0 5,0 2,0
% de plaquetas® <5,0 2,0 <5,0 2,0

1. Determinado através da contagem diferencial por
hematimetria e da coloragdo de Wright.

2. Determinado através do teste de exclus@o de corante
azul trypan.

3. Determinado através da contagem diferencial com
coloragéo de Wright da fracgdo mononuclear.

Se os resultados observados forem diferentes dos
esperados, contactar a Assisténcia Técnica da Sigma-
Aldrich para mais informagdes.
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HISTOPAQUE é uma marca registada da Sigma-Aldrich Inc.,
St. Louis, MO EUA

A Sigma-Aldrich, Inc. garante que os seus produtos estdo
em conformidade com as informagdes contidas nesta e em
outras publicagdes da Sigma-Aldrich. O comprador devera
determinar a adequagéo do(s) produto(s) ao fim particular a
que se destinam. Poderdo aplicar-se termos e condicdes
adicionais. Consultar o verso da factura ou carta de porte
para mais informagdes sobre os termos e condigdes de
venda adicionais.
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