COLORACAO DE
WRIGHT ACCUSTAIN®
(Procedimento N.° WS)

SIGMA-ALDRICH®

UTILIZAGAO PREVISTA

O corante de Wright destina-se a ser utilizado na coloragéo de esfregagos do sangue
ou da medula éssea. As solugdes destinam-se a “utilizagdo em diagndstico in vitro.”

A coloragdo de Wright consiste numa modificagdo da coloragdo de Romanowsky
utilizada para a diferenciagdo através da coloragdo dos elementos celulares do sangue.
Quando os esfregagos sanguineos s&o tratados conforme descrito no procedimento, o
nlcleo dos glébulos brancos e o citoplasma assumem uma coloragédo caracteristica azul
ou cor-de-rosa. Os corantes purificados nas formulagbes ACCUSTAIN da coloragao de
Wright eliminam a coloragdo inconsistente e resultam em respostas cromogénicas
reproduziveis de lote para lote.

Os procedimentos apresentados neste folheto informativo descrevem a utilizagdo do
corante de Wright como um corante de imersao normal ou para utilizagdo nos corantes em
lotes como, por exemplo, o Hemastainer fornecido pela Geometric Data, o Midas Il fornecido
pela EM Diagnostic Systems, Inc. e o Fisher Stainmaster fornecido pela Fisher Scientific.

REAGENTES

CORANTE DE WRIGHT, MODIFICADO, N.° de Catalogo WS
Corante de Wright, modificado 0,3 % p/v, tamponado em metanol, pH 6,8.

MATERIAIS ESPECIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS:
TAMPAO FOSFATO, N.° de Catalogo P 3288
Uma mistura de fosfato de sddio e fosfato de potéssio, 0,0083 M/L, pH 7,2.

SOLUGAO DE LAVAGEM 2, N.° de Catalogo RS 2
Solugéo de etanol, 18 %, de agente humedecedor. Contém azida de sédio a 0,02 %
como conservante.

METANOL, SEM ACETONA, N.° de Catalogo M 1775
Microscépio / Laminas / Solugdes de proteccao

ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE:

Armazenar as solugdes de Wright a temperatura ambiente (18-26 °C). O prazo de
validade estd indicado no rétulo do reagente.

Armazenar o tampao fosfato, solugdo de lavagem 2 e o metanol & temperatura
ambiente (18-26 °C).

Armazenar a solugao de trabalho de tampé&o fosfato a 2-8 °C. Aquecer antes de utilizar.

DETERIORAGAO:

Eliminar as solugdes de coloracdo de Wright se se verificar a formagdo de um
precipitado. Eliminar a solugdo de trabalho de tampao fosfato se se verificarem indicios de
turvagao ou crescimento bacteriano visivel.

PREPARAGAO:

A solugdo de coloragé@o de Wright esté pronta para ser utilizada, embora o corante de
Wright possa ser diluido, caso seja colocado num instrumento automatizado. Consultar as
instrucdes seguintes.

Preparar o tampao fosfato (P3288) diluindo 1 frasco de tampéao com 3,8 litros de agua
desionizada. Misturar bem para dissolver.

O metanol esta pronto para ser utilizado.

PRECAUGOES:

Deveréo ser aplicadas as precaugdes normais relativamente ao manuseamento de
reagentes laboratoriais. 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 informagdes mais actualizadas sobre os riscos, perigos ou seguranga.

Declaragdes de risco e seguranca dos EUA

O corante de Wright é INFLAMAVEL e TOXICO. Téxico por inalagéo, em contacto com
a pele e em caso de ingestdo. Irritante para os olhos e pele. Manter o recipiente
adequadamente fechado. Conservar longe de qualquer fonte de ignigdo — nao fumar. Usar
vestudrio de proteccao e luvas adequadas. Em caso de acidente ou de indisposigao,
consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

A solugao de lavagem 2 ¢ COMBUSTIVEL e NOCIVA. Inflamével. Nociva em caso de
ingestdo. Irritante para os olhos, vias respiratérias e pele. Conservar longe de qualquer
fonte de ignicdo — nado fumar. Em caso de contacto com os olhos, lavar imediata e
abundantemente com &gua e consultar um médico. Usar luvas apropriadas. A azida de
sodio podera reagir com o chumbo e cobre formando compostos altamente explosivos.
Orgaos alvo: Nervos e figado.

Tamp&o fosfato. Atencdo: Ainda ndo foram realizados todos os testes para esta
substancia. ’ ]

O metanol é INFLAMAVEL e TOXICO. Téxico por inalagdo, em contacto com a pele e
em caso de ingestdo. Toxico: Possibilidade de efeitos irreversiveis bastante graves por
inalagcéo, em contacto com a pele e em caso de ingestéo. Irritante para os olhos e pele.
Manter o recipiente adequadamente fechado. Conservar longe de qualquer fonte de
ignicao — nao fumar. Evitar acumulagéo de cargas electrostaticas. Evitar o contacto com a
pele. Usar vestuario de proteccdo e luvas adequadas. Em caso de acidente ou de
indisposigéo, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel).

Declaragoes de risco e seguranga da UE (Atencéo: Ainda nao foram realizados todos os

1-PT

testes para estas substancias)

O corante de Wright e o metanol sdo ALTAMENTE INFLAMAVEIS e TOXICOS.
Altamente inflamaveis. Téxicos por inalagdo, em contacto com a pele e em caso de
ingestdo. Téxicos: Possibilidade de efeitos irreversiveis bastante graves por inalagdo, em
contacto com a pele e em caso de ingestdo. Manter o recipiente adequadamente fechado.
Conservar longe de qualquer fonte de igni¢do — nao fumar. Em caso de acidente ou de
indisposigéo, consultar imediatamente um médico (mostrar-lhe o rétulo se possivel). Usar
vestudrio de protecg@o e luvas adequadas.

A Solugdo de Lavagem 2 é IRRITANTE. Inflamavel. Irritante para os olhos, vias
respiratérias e pele. Conservar longe de qualquer fonte de ignigdo — nao fumar. Em caso
de contacto com os olhos, lavar imediata e abundantemente com agua e consultar um
médico. Usar vestudrio de protecgdo e luvas adequadas.

Tampé&o fosfato. Atencdo: Ainda ndo foram realizados todos os testes para esta
substancia.

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 ndo irdo transmitir infecgdes. Por
essa razdo, todos os derivados sanguineos ou amostras de tecido deverdo ser
considerados potencialmente infecciosos.

Deverdo utilizar-se esfregagos de sangue total preparados em estado fresco ou
esfregagos sanguineos preparados em estado fresco anticoagulados com EDTA. Antes da
preparagdo dos esfregagos, o sangue devera ser devidamente misturado e devera estar a
temperatura ambiente (18-26 °C). Os esfregacos deverao ser preparados no espago de 1 hora
apos a colheita do sangue. Caso ndo se proceda a coloragdo no proprio dia, as laminas
deverdo ser fixadas em metanol absoluto e conservadas num recipiente sem poeiras.

NOTAS:

1. Para se obter um maior pormenor celular, é possivel aumentar o tempo de coloragao.
A cor (tons de azul ou vermelho) podera variar com o aumento ou redugdo do tempo
em 4gua desionizada.

2. Nao se recomenda uma coloragdo rapida (15 segundos) relativamente a medula
dssea. Para este tipo de preparagdes, 1 a 3 minutos em corante e 2 a 6 minutos em
agua desionizada € o ideal para se obter resultados satisfatérios.

3. Para a coloragdo em lote, recomenda-se a utilizagdo de suportes de l&minas e placas
como, por exemplo, os fornecidos pela Miles Scientific para Tissue-Tek®, uma vez que
este sistema permite uma colocagéo vertical das laminas.

4. A cor podera variar com o aumento ou redugdo do tempo em dgua desionizada. Os
esfregacos de medula 6ssea deverao ser colorados durante, pelo menos, 90 segundos
e tamponados durante 90 segundos a 3 minutos.

5. Os tempos de coloragdo indicados nos procedimentos anteriores produziram
resultados satisfatorios nos nossos laboratérios. As preferéncias individuais poderao
definir ajustes destes tempos.

6. Os tempos para o procedimento manual também poderdo ser utilizados com o
Hemastainer, desde que a oscilagéo esteja desligada.

7. Os tempos poderdo ser alterados de modo a se adequarem as preferéncias
individuais. (Procedimentos automatizados)

8. As lavagens deverdo ser feitas com agua desionizada. (Procedimentos automatizados)

9. Se a agua desionizada n&o tiver um pH neutro, sugerimos a utilizagdo de tampao
fosfato, pH 7,2, N.° de Catalogo P 3288.

10. Devem incluir-se Iaminas de controlo positivo em cada execugao.

11. Os dados obtidos com este procedimento servem apenas para auxiliar o diagndstico
e deverdo ser analisados em conjunto com outros testes de diagndstico ou
informagdes clinicas.

PROCEDIMENTO:

I. Método de imersao (Rapido — Manual)

1. Colocar aproximadamente 50 mL de CORANTE DE WRIGHT numa jarra de Coplin.
NOTA: MANTER O CORANTE DEVIDAMENTE TAPADO QUANTO NAO ESTIVER A
SER UTILIZADO. Substituir quando surgirem artefactos aquosos nos glébulos
vermelhos ou quando se verificar a formagao de um precipitado.

. Encher outra jarra de Coplin com agua desionizada.

. Colocar o esfregaco sanguineo completamente seco, com a &rea em bisel para BAIXO,
no CORANTE DE WRIGHT durante aproximadamente 15 segundos.

NOTA: Uma imersdo rapida durante 5 a 10 segundos podera reduzir os artefactos
aquosos nos esfregacos que ndo estiverem completamente secos.

4. Retirar as laminas do corante e colocar em &gua desionizada, com a area em bisel
virada para BAIXO, durante aproximadamente 30 segundos. NAO AGITAR A LAMINA
QUANDO ESTA ESTIVER EM AGUA DESIONIZADA.

5. Passar brevemente por agua desionizada corrente e deixar secar bem ao ar antes se
proceder a avaliag&o.

. Método de coloracao horizontal (Manual)

. Colocar o esfregago sanguineo completamente seco num suporte de coloragao
apropriado.

. Imergir a lamina em 1 a 2 mL de CORANTE DE WRIGHT.

. Apds decorridos 30 segundos, sem lavar o corante de Wright do Passo 2, adicionar um
volume igual de dgua desionizada e misturar, soprando suavemente sobre a lamina.

4. Ap6s 1 minuto, lavar completamente com agua desionizada e deixar secar ao ar.
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Coloracao em lote com Hemastainer
1. Definir os temporizadores de modo a que sejam obtidos os tempos seguintes para
cada estacao:
Estac&o 1 — 30 segundos
Estacdo 2 — 2 minutos
Estacéo 3 — 3,5 minutos
Estacao 4 — 30 segundos
Estacéo 5 — Ignorar e passar para a “secagem ao ar’
2. Preparar as estagoes da seguinte forma para o procedimento de coloragéo:
Estacdo 1 — Metanol absoluto, 500 mL
Estacéo 2 — Corante de Wright ACCUSTAIN, 350 mL e 150 mL de metanol absoluto
Estacao 3 — 500 mL de tampao fosfato, pH 7,2
Estacéo 4 — 3,8 L de agua desionizada e 100 mL de tampé&o fosfato
Estag&o 5 — Deixar vazia
. Ligar o interruptor de alimentagao (ON).
. Colocar o interruptor Auto-Manual em MANUAL.
. Colocar o interruptor Right/Left (direita/esquerda) para LEFT (ESQUERDA).
. Colocar o interruptor de oscilagdo em ON.
. Colocar o interruptor da bomba em AUTO.
. Encher o cesto com esfregacos sanguineos, que tenham secado completamente ao ar.
. Colocar o cesto no gancho e prender.
. Iniciar o processo, colocando o interruptor Auto/Manual em AUTO.
. Quando o ciclo estiver completo e a laminas estiverem completamente secas, colocar o
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Coloracao em lote com Stainmaster
Definir o programa da seguinte forma:

Tempo
Evento Estacédo Reagente (Minutos)
1 1 Metanol absoluto 0,5
2 2 Corante de Wright, modificado, 1,5
N.° de Catélogo WS-128
3 3 Tampéo fosfato, 1,0
N.° de Catalogo P 3288
4 6 Agua desionizada 0,3
5 5 Solugéo de lavagem 2, 0,7
N.° de Catdlogo RS 2
6 4 Agua desionizada 0,3
7 Seco Ar 5,0
Coloracao em lote com Midas Il
Definir o programa da seguinte forma:
Tempo
Passo Banho Reagente (Segundos)
1 1 Metanol absoluto 30
2 2 Corante de Wright, modificado, 60-90
N.° de Catdlogo WS-128
3 3 Tampao fosfato, 60
N.° de Catélogo P 3288
4 4 Agua desionizada corrente 10
5 Seco Ar 3 minutos

ou até secar
Os banhos nao utilizados poderdo ser omitidos.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

Os nucleos apresentardo diversos tons de purpura. A coloragdo citopldsmica
apresentara diversos tons de azul a cor-de-rosa claro. Poderdo verificar-se granulos
avermelhados nitidos a lilases no citoplasma de determinados tipos de células. Os
basdfilos irao demonstrar granulos azuis-escuros a pretos no citoplasma. Os eosinéfilos
irdao demonstrar granulos cor-de-laranja claros no citoplasma. Os glébulos vermelhos
deverao ser cor-de-rosa a cor-de-laranja.’

Se os resultados observados forem diferentes dos esperados, contactar a Assisténcia
Técnica da Sigma-Aldrich para mais informagoes.

SIGMA-ALDRICH, INC.

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 EUA +1 314 771 5765
Assisténcia Técnica: chamada paga no destino +1 314 771 3122
ou enderecgo de correio electronico: clintech@sial.com
Para encomendar: chamada paga no destino +1 314 771 5750
www.sigma-aldrich.com
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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 adequagdo do(s) produto(s) ao fim particular a que se destinam.
Poderéo aplicar-se termos e condigdes adicionais. Consultar o verso da factura ou carta de
porte para mais informagdes sobre os termos e condi¢bes de venda adicionais.
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