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Los trastornos linfoproliferativos se caractg 

rizan por proliferación de células neoplásicas a nivel

de la médula ósea, las células anormales circulan en la 

sangre periférica e infiltran y se multiplican en el b~ 

zo, hígado , ganglios linfáticos y otros tejidos. 

La leucemia linfoblástica aguda dentro de las 

neoplasias es una de las causas más frecuentes de mortA 

lidad , en la población infantil de nuestro país. 
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G E N E R A L X D A D E S 
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La clasificación inmunológica en las enfermedades 

linfoproliferativas es de gran utilidad, ya que el pronóstico 

y tratamiento depende del grado de maduración de la célula -

afectada. 

Las leucemias agudas se caracterizan por u~a pro

ducción anormal de células blásticas, donde la maduración e~ 

tá retenida o bloqueada total o parcialmente, por lo que hay 

un predominio de células inmaduras que infiltran la médula -

ósea y a través de la sangre periférica otros tejidos. Esta 

situación dá como resultado una pérdida de la función hemat2 

poyética de la médula ósea, con la subsecuente aparición de 

anemia, trombocitopenia y granulocitopenia (3,20). 

La clasificación morfológica de las leucemias agy 

das contempla dos grandes grupos: Leucemias linfoblásticas y 

leucemias mieloblásticas, Virchow probablemente fue el primg 

ro en clasificar las leucemias desde el punto de vista anat,é 

mico en dos formas: Linfáticas y Esplénicas, esta clasifica

ción fue empleada durante mucho tiempo. Para 1930 ya se con2 

cían las formas morfológicas de la leucemia aguda, descritas 

por varios investigadores (31). En 1948 Farber y colaborado

res senalaron la importancia de una clasificación clínica, -

.que ofrecía ventaja por ser los inicios de la quimioterapia, 
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con la cual obtuvieron mejor respuesta en niños con leucemia 

linfoblástica o indiferenciada, que en aquellos con leucemia 

de origen granulocítica o monocítica. En 1950 cuando una nug 

va droga, la mercaptopurina mostró efectividad en el trata -

miento de ~sta enfermedad, se puso de manifiesto la import<l!!. · 

cia de un diagnóstico citológico ( 17,24 ) • 

En 1958 " 'l'he medical Research Council's Workinq -

P. " en Gran Bretal'la, planeó su primer esquema terapéutico, -

que consistía en la administración simultánea de mercaptopu

rina y prednisona a un grupo de pacientes leucémicos, en una 

evaluación posterior se encontró una mejor.respuesta en los 

pacientes jovenes y en los casos de morfología linfoblástica 

por lo que en lo sucesivo se han utilizado estos parámetros

en el pronóstico de la enfermedad (15,19). 

La leucemia aguda puede ser diagnosticada en muchos 

de 1os casos por observación de un frotis de sangre periféri

ca y médula ósea estableciendo morfolóqicamente y citoquími

camente la estirpe afectada, sin embargo en estudios de con

cordancia diagnóstica se encontró discrepancia en estos cri

terios• por 1o que algunos anos más tarde el grupo cooperat~ 

vo Francés-Americano-Británico (FAB) • subclasificaron a las 

leucemias agudas, en 1infob1ásticas y no linfoblásticas (l,3). 
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Dentro de las linfoblsticas se citan tres grupos : 

Las cuales son clasificadas tomando en cuenta sus caracterís-

ticas morfológicas. 

Las no linfoblásticas las clasificaron en 

mieloide sin maduración 

mieloide con maduración 

promielocítica hipergranular 

mielomonocítica 

monocítica 

eritroleucemia 

Para 1980 el grupo cooperativo Francés-Americano-6r~ 

tanico (FAB) examinó cientos de muestras de médula ósea y die-

ron el pronóstico de la enfermedad, llegando a la conclusión -

que la L
3 

conocida como tipo_Burkitt era la de peor pronóstico 

encontrando que el 85% de estas correspondieron a la leucemia 

linfoblástica aguda (LLA) tipo 1 y el 14.4% a la LLA tipo 2 y 

el 0.8% a la leucemia linfoblástica aguda (LLA) tipo 3 • tam-

bién se propuso que para diferenciar mejor entre L1 y L2 se -

observaran las siguientes características 

a) relación núcleo citoplasma 

b) presencia o prominencia de nucleolos 

c) regularidad en el contorno de la membrana nuclear 
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d) tamaflo de la célula. 

Con lo que se incrementó la concordancia de criterios de un-

63 a 83'(. • Además se encontró que el 74% de los pacientes con 

Ll eran niftos. mientras que el 66% de L2 eran adultos y no -

observaron diferencias significativas para la incidencia de

L3 • observandose un mejor pron6stisco para la L1 • que para 

la L2 y a su vez para la L3 (4,11) 

Mathé y colaboradores subclasificaron a las leuc~ 

mias linfoblásticas en 

1) Prolinfoblásticas : Los blastos estan más indiferenciados 

que los blastos típicos (nucleolos más prominentes, más cro

matina reticu~ar. más citoplasma_bas6filo, menos relación nJ! 

cleo citoplasma) • 

2) Macrolinfoblásticas 

12 micras de diámetro • 

3) Microlinfoblásticas 

micras de diámetro. 

Los linfoblástos mi.den más o menos-

Los linfoblástos miden menos de 12-

4) Prolinfoc!tica : Las células leucamicas estan menos indi-

ferenciadas que las linfoblásticas ( nucleolo menos visible. 

menos cromatina reticular, menos relación núcleo citoplasma-

(18,19). 

Las células leuceniicas en la leucemia linfoblásti-
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ca aguda (LLA), pueden diferenciarse por marcadores de célu

las B y T y por los resu1tados de las pruebas con antisueros 

heterólogos o monoclonales contra células B,T y células nulas 

Las células T humanas son reconocidas por su capacidad de fOJ;; 

mar rosetas con eritrocitos de carnero (EAC) y reaccionan con 

los antisueros contra los determinantes tempranos de las cé

lulas T • Las células B humanas son reconocidas por la presei! 

cia de inmunoglobulinas sobre la membrana y receptores en la 

fracción e 3 del complemento. Las células pre-B tienen inmun,a 

9lobulinas unidas a la membrana y reaccionan con antiaueros

contra detezminantes tempranos de las células B. Las células 

nulas carecen de todos loa marcadores anteriores de las cél~ 

1.as T y B y no reaccionan con los antisueroa (5,6, 7) ._ 

Los anticuerpos para estos antígenos pueden ser -

preparados mediante inmunizaciones en animal.ea del. laborato

rio. Los antígenos séricos asociados con las leucemias y 1os 

antígenos en general pueden ser detlectados por raclioinnnmo -

ani1isia, por fl.uido citométrico, utilizando anticuerpos mo

noc1ona1es (para identi~icar la presencia de antígenos partj. 

culares. técnicas de inmunofluorescencia) con anticuerpos pr,e 

parados en animales del laboratorio (8). 

Cuando se empesaron a ciasificar las leucemias 1in 
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fob1ásticas agudas (LLA) 1os frotis de médu1a 6•ea. eran te

ftidas con tinciones po1icromat6fi1as. 1o cual aie de muy po

ca ayuda puesto qu-e mostraban un bajo porcentaje de granulo• 

azur6filos o primarios, estos granulo• •e encontraban ocasi,g, 

na1mente en 1os mielobl~stos como bastonea de auer. 

Además de existir 1as diversas prueba• citoquínú.cas como son 

Peroxidasa y Sudán negro B. 1as cua1es resu1tan negativas. 

La tinci6n de PAS era positiva en a19111las ocasiones. mientras 

que 1a fosfatasa ácida muestra positividad en las célu1as de 

desordenes 1in~proliferativos de acuerdo a la naturaleza de 

las células B o T • siendo positiva para las de tipo T (9,16, 

30). 

ANTJ:CUERPOS KINOCLONALES 

A manera de definici6n se puede decir que loa anti, 

cuerpos monoclonales son aquellas moléculas sintetizadas por 

células inmunocompetentes como consecuencia de la estimula -

cidn antigénica y posee una especificidad para reaccionar o

unirse al antígeno (26). 

Los llamados anticuerpos monoclonales •urgieron CJ! 

si accidentalmente en el laboratorio de César Milstein en Cilll 

bridge %nglaterra, cuando realizaban estudios sobre la gené

tica de las :i.nmunoglobulinas, utilizando técnicas de fusión-



- 10 -

y clonaje ce1ular (12,13,26). 

Técnicas de obtención de Anticuerpos Monoclonales 

La creaci6n de técnicas para la producción de anti, 

cuerpos monóclonales por parte de Kholer y Milstein, ha revo

lucionado el criterio sero16qico para el análisis de los an

tíqenos presentes en la membrana de las células cancerosas. 

Con dicha técnica los 1infocitos de bazo pueden inmorta1iz~ 

se, por fusión con una línea de células de mieloma que son -

cé1ulas productoras de un solo tipo de anticuerpo y que seer~ 

tan por tanto un anticuerpo homogéneo de alta especificidad. 

Estas células inmorta1izadas que producen el anticuerpo· bus

cado pueden ser seqreqadas en clonas, es decir líneas selec

cionadas y así obtenerse el anticuerpo deseado en cantidades 

ilimitadas, por ejemplo de esta manera pueden obtenerse líneas 

de células híbridas con capacidad de producir anticuerpos mg, 

noc1ona1es, que reaccionan específicamente con 1in:focitos T -

de leucemias humanas (12,23). 

Se utilizan ratones que son inyectados con las c.i 

lu1as de leucemias T h\1Jl\anaa durante tres o cuatro días, de.a 

pués de 1a última inyección se sacr:U!ica al. animal, se separa 

el bazo y las célu1as esp1énicas se mezc1an con una 1ínea de 

cé1ulas de mieloma murino que muestran deficiencia de la en-
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zima hipoxantina. guanina. fosforibosil transferasa (HPGR'l') -

en un medio de polietil.englicol. De este modo ocurre una fu

sión de aml:los tipos cel.ulare•. 

Las cál.ulas de mie1oma confieren la capacidad de crecinU.ento 

in.interrumpido y las c:él.ulas esplénicas inmunizadas confieren 

la capacidad de producir una inmunoglobulina específica. Las 

células no fusionadas se eli.nU.nan por cultivo en un medio que 

contenga aminopterina. hipoxantina y tim:i.dina (HA'l'). las cé

lulas de mieloma no fUs:ionadas carecen de la enzima HPGR'I' n• 

cesaria para la ut:ilizaci6n de purinas ex6qenas. razón ·por-

la cual no sobreviven en un medio con aminopterina. Las c:él.!1 

las esplénicas no:rmal.es que no se fusionan "no son inmortales" 

desaparec:en en cultivo i.ninterrump:ido. de este modo solo sobrJl 

viviran los híbridos que han obtenido la actividad de l.a en

zima BPGR'l' de las células de mieloma de crecimiento ininte

rrumpido (22,23) figura ·1 • 

Las clonas obtenidas se puden conservar indefinidA 

mente en cul.tivos o proliEerar como un tumor de ascitis in -

v:Lvo. Zl 1!quido a.sc!tico producido por estos hibri.domas. C:O!l 

tienen anti.cuerpos en cantidades extraordinariamente 9rande• 

y el líquido de ascitis a menudo posee título• •uperiore• a

una parte por mil.l6n (12,22). 
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Xdentificar la línea celular :i.nvolucrada e.~ -

las leucemias linfoblásticas agudas, utilizando anti<="~e~ 

pos monoclonales, con el objeto de valorar el pronóstico 

y tratamiento del paciente, de resultar útil, pensamos que 

se podría implantar como método diagnóstico más, en al.9Jl 

nos centros ho~pitalarios de nuestro país. 
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B J: PO TES z· S 



- 16 -

HIPO'l'ESIS NULA (Ho) 

Los métodos tradicionales identifican con 1a 

misma precisidn 1as etapas de maduraci6n de 1a cé1u1a -

que 1os anticuerpos monoclona1es. 

HIPOTESIS ALTERNA (H1) 

La uti1izaci6n de anticuerpos monoc1ona1es -

pe:r:ndte identificar con mayor precisidn 1a etapa de ma

duraci6n de 1as 1íneas ce1u1ares que las técnicas tradj. 

c:iona1es. 
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D E S A R R O L L O 

D E L 
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PLAN'l'BAM%EN'l0 DEL P_,BLEMA 

Se sabe que en los procesos linfoproliferativos ·~ 

lignos. es de qran utilidad identificar y clasificar precoz

mente el tipo de célula afectada. 

Existen métodos morfol69icos o citoqu!micos que no 

logr!lban este objetivo pl.enamente. es necesario disponer de

un método que ofrezca mayor precisi6n para identificar y cl.J! 

sificar las cél.ulas mal.ignaa. ya que se ha observado en al.qy 

nos casos que el. pron6atico y tratanú.ento de los pacientes -

dependerá de el.lo(l.26). 
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DXSEi!:O 

Se estudieron 25 ninos de ambos sexos, cuyas edades 

fluctuaron entre 2 y 15 aftos, con diagnóstico de l.eucemia li!l 

foblástica aguda (LLA) en un lapso de 6 meses y s:i.n haber re

cibido quimioterapia. El. diaqnóstic:o se establ.eció cuando los 

propositua tuvieron 

Sindrome anéadco 

Sindrome purpllrico 

Sindrome inril.trativo 

DA'lOS DEL LABORA'l'ORXO : 

Biometria hemátic:a c:ompl.eta y el. estudio morfol.6gico de fro

tis de médul.a ósea. 

Con l.as muestrao de sangre periférica se formó un grupo y con 

el. aspirado medul.ar otro. 

En la sangre periférica se determinó la maduración celular -

por medio de l.a investigación de anticuerpos monocl.onales ma~ 

cados c:on fl.uoresc~a. 

En el. aspirado medular se real.izaron las tinciones citoquímj. 

cas tradicionales: 

PBJIOX]J)ASA 

PAS 

SUDAN NEGJIO B 
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FOSFATASA ACD>A 

Con cada uno de los pacientes se hizo la correlación de los

datos obtenidos con la deterrninaci6n de anticuerpos monoclon.l! 

les y su tinci6n citoquími.ca. 
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RESOL T.A O O S. 
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'l'ABLA 1 

Muestra los :resul.tados obtenidos por medio de anti

cuerpos monoclonales. de los 25 pac:ientes estudiados. 11 c:o

rrespondieron a la leuc:-1.a l:infoblástica aguda CLLA) de cé

lulas B inmadura. donde el anti.cuerpo monoclonal. aumentado es 

el. BMA 01201 6 casos de LLA de células pre-B, loa anticuerpos 

monoclonales aumentados son el BMA 020 y el. DMA 0120: l. c~so 

fue de c:él.ulas pre-'1', el anticuerpo monocl.onal aumentado is el. 

BMA 090 y 7 casos que no mu9stran marcador inmunol.dqico. por 

l.o que son denom:inadas LLA indiferenciada. 
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TA&LA I 

RESUMEN DE RESULTADOS 
CON ANTICUERPOS MONOCLONALES 

• BMA DMA BMA BMA BMA EDAD BMA BMA 
Paciente 

AÑ08 ºªº 040 090 080 0120 Ll.A 010 020 

' 1 s 100% 19.,,. 78"' 88% o.e-. 0.9"' 11.9% 

2 4 100% 17% ISS"' ISO% º"' S01'. 1% 

s 5 100% 1 1 ,,. ªº"' 50% º""" 1 "· 
Q5% 

4 s 'ºº"' 80% 150% 53% 1.,,. 1% 58 "· 

5 4 100% 17"' 80'llo 49 "Ye º"' 1 "' 
19% 

8 9 100"' 39"" 85% 54% º"' 1% 34.&"· 

7 • 1004'1. 24% 70% 44"' 0% .0.9% &S"llt 

• a 100% SS% 150% 43% 0.5% 
1 "· 54 "· 

9 • 100% 27% 70'llo 50% 0.5% 
1 "· 22 "º 

10 18 100% 25'11. 74 .. ti 1 "' 
Q.5.,. 1% 18% 

11 4 100'% ªª"" es-. 40% 0.5"Ye 1% 22% 

12 • IOO"JC. 92"' 73 'Ko 119% 1 •At 0.5% 70% 

1 a 13 IOO"JC. ... "' 1511"' 52% l 'lfo 0%. 0% 

14 11 100% 9% 81 "llt 54% l .. 0.5% 0% 

111 s 100% 23"" 71 .. 42% 1% 0.5% 19"' 

18 ., 100% 14 .. ea"' 42"llt 1% Q.5"' 19% 

1 7 7 100.% 14 ... 81% 48"llt 0.11% 45% 1% 

18 2 100% 9% ?5"' ..... 1 .. - º"" 0% 

19 .. IOO"Mo 12"" 75% ªª"' Q.11% 0% 35% 

20 2 100% 10.11 .. 80% 44% l'IG. º"- 22 "· 

21 IS 100% 17'% 72"" 37"' 1""' º"- 0.9% 

22 • 100% 10% .... 80% º"" º"' 41% 

23 13 100% 'o"" 78"' 37"' º"" 0.5% 1% 

24 13 100"' 51 .. TS% 111 "' 0% Q.8% 31"' 

29 7 100"" 10% 81"' 80% ' "" Q.9"" 38"' 
* ANTICUl!ltP08 MONOCJ-ONALIES, CASA 8EHRIN8 
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TABLA ·2 

Muestra los resultados obtenidos con las tinciones 

citoquímicas, se observa en el 100% de los casos negatividad 

para la tinci6n de peroxidasa, la cual es útil para diferen

ciar la LLA de la leucemia mieloblástica aguda (LMA), siendo 

positiva en esta última. La tinci6n del sudán negro B.está -

e•trechamente correlacionada con la reacción de peroxidasa , 

por lo que se observa un 100% de negatividadr 17 casos mues

tran positividad para la tinci6n del PAS, las cua1ea equiva

len al 68% • donde las leucemias de cél.ulas B en estadios tem 

pranos de maduración muestran esta positividad7 1 caso pres8!l 

t6 reacción con la tinci6n de la fosfatasa ácida correspon

diendo al 4% del total de la pobJ:aci.6n estudiada, las leuce

mias de células T son positivas para esta reacci6n1 7 casos

que equivalen al 2~ no presentan reacción con ninguna de las 

tinciones mencionadas, las cuales son clasificadas dentro de 

las LLA indiferenciada. 



PACIENTE 
LLA 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

1 1 

12 

13 

14 

115 

18 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 
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TABLA ll 

RESUMEN DE RESULTADOS 
CON ESTUDIO CITOQUIMICO. 

EDAD 
PEROXIDASA 

SUDAN 

(AÑOS) 
PA s 

NEGRO B 

13 NEGATIVA Positivo Débil NEGATIVO 

4 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO 

5 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO 

3 NEGATIVA POSITIVO ++ NEGATIVO 

4 NEGATIVA POSITIVO + NEGATIVO 

5 NEGATIVA POSITIVO ++ NEGATIVO 

8 NEGATIVA POSITIVO + NEGATIVO 

3 NEGATIVA Poaitivo Débil NEGATIVO 

8 NEGATIVA POSITIVO + NEGATIVO 

1 5 NEGATIVA. POSITIVO ++ NEGATIVO 

4 NEGATIVA POSITIVO ++-t NEGATIVO 

6 NEGATIVA POSITIVO +++ NEGATIVO 

13 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO 

1 1 NE&ATIVA NEGATIVO NEGATIVO 

3 NEGATIVA POSITIVO +++ NEGATIVO 

7 NEGATIVA Poaltivo DÍbll NEGATIVO 

7 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO 

2 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO 

4 NEGATIVA Poaltl vo Debí 1 NEGATIVO 

2 NEGATIVA POSITIVO + NEGATIVO 

1 3 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO 

8 NEGATIVA POSITIVO + NEGATIVO 

13 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO 

13 NEGATIVA POSITIVO ++ NEGATIVO 

7 NEGATIVA POSITIVO + NEGATIVO 

FOSFATASA 

ACIDA 

NEGATIVA 

POSITIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATI l/A 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 

NEGATIVA 
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.ANAL:CS:CS DE RESULTADO 

y 

CON'l'RASTAC:CON DE H :C P O T E S :C S 



ANTICUERPO 
MONOCLONAL 

BMA 010 

BMA 020 

BMA ºªº 
BMA 040 

BMA 080 

BMA 090 

BMA 0120 

TABLA m 
ANALISIS DE RESULTADOS 

CON ANTICUERPOS MONOCLONALES 

VALOR DE LEUCEMIA LEUCEMIA LEUCEMIA 
REFERENCIA 8-INMADURA PRE-8 PRE-T 

100 ,,. 'ºº 100 100 

' 
1 2 ... 5% 12 80 

' 2 

70 :!: 1 º"" 70 70 70 

50 ± 15% 50 50 50 

E: , ,,. 0.5 0.5 0.5 

E: 1"' 0.5 0.5 ªº 
E: 1% 41 60 0.5 

, 

LEUCEMIA 
INDIFERENCIAll'I 

100 

1 2 

70 

50 

0.5 

o.e 

0.5 

1 
N ... 
1 
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'l'ABI.A 3 

Muestra los diferentes tipos de l.euc.aJ.a, observan 

do que en la leucemia tipo B inmadura el anticuerpo monoclo

nal que se encuentra aumentado es el. llMA Ol.20 • en la 1euce

mia pre-B loa anticuerpos monoclonal.es aumentados son el llMA 

020 y el BMA 0120 • en la leucemia pre-'l' se encuentra aumen

tado el. BMA 090 y en la leucemia indiferenciada se encuentran 

los anticuez:pós monoclonal.es. dentro ·de los val.ores de refe

rencia. 



TIPO DE 
LEUCEMIAS 

CELULAS B 

CELULAS T 

MIELOBLASTICAB 

INDIFERENCIADA 

TABLA IV 

ANALISIS DE RESULTADOS 
CON ESTUDIO CITOQUIMICO 

PEROXIDASA P AS 
SUDAN 

NEClftO-B 

NEGATIVA POSITIVA NEGATIVO 

NEGATIVA NEGATIVA NEGATIVA 

POSITIVO NEGATIVO POSITIVO 

NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO 

FOSFATASA 
· ACIDA 

NEGATtVO 

POSITIVO 

NEGATIVO 

NEGATIVO 

1 ... .. 
1 
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F'IGURA 2 

FRECUENCIA DE LAS LEUCEMIAS 
IDENTIFICADAS POR MEDIO DE 
ANTICUERPOS MONOCLONALES 

44 % 

PRE- 8 

24 % 

B INMADURO 

28 % 

INDIFERENCIADA 
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FXGURA ·2 

Muestra la frecuencia de las leucemias linfoblásti

cas clasificadas con anticuerpos monoclonales, encontrandose 

una mayor incidenci.a en la leucemi.a linfoblást.ica aguda (LLA) 

de células pre-B. con respecto a los otros tipos inmunológicos 

así mismo se observa que el qrupo menos frecuente es el de c,j 

lulas pre-T, no hay evidencias de estadios celulares más evo

lucionados (células T y células B). 

Se ha visto que las leucemias de peor pronóstico son las de -

células diferenciadas (28) • 

En el presente estudio se detectó un mayor porcentaje de leu

cemias con buen pron6stico. ya que los tipos celulares invol.!! 

erad.os presentan estac!!os muy tempranos. 



TAeLAN.9 

CORRELACION DE RE8UL'fAD08 CON MARCADORES CITOQUIMICOS Y ANTICUERPOS -
MONOCLONALES EN LAS LEUCEMIAS LINPOBLASTICA8 A8UDA9 

~ LEUCEMIA LEUCEMIA LEUCEMIA LEUCEMIA CEN 

CAS 
&•INMADURA PRE-B PRE-T INDIFERENCIADA 

,.t:¡~Cf.'t,'i.'lt? • 
. BNA* 010 + + + + 

BNA OIO - + - -
BNA OIO - - - -
BNA 040 - - - -
BNA oeo - - - -
BNA OIO - - + -
BllA 01&0 + + - -

OITOCIUIMIOA8 - - - -NROXIDMA 

IUDAN llUlllO B - - - -
"". ... + - -

P081'ATMA AQOA - - + -
• ANTIOUt:RPOI MONCICLONAL.H OASA IMllttNI 

1 

:: 
1 
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CONTRASTACJ:ON DE HJ:POTESJ:S 

De acuerdo con el pre•en~e ••~udio la hip6tesis a -

e1eq:l.r es ia h;i.p6tesis a1terna, ya que los resu1tados obteni

dos con 1os anticuerpós monoc1ona1es identifican con mayor prJl 

cisi6n la 111aduración celular. lo cua1 no es posible con las -

téaniou eitoguímicas tradicional ea. 
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O I S C. U S I O N 
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En un estudio realizado por Thiel. en 12 centros -

hospitalarios de Alemania, se estudiaron 226 niftos con diag

nóstico de leucemia linfoblástica ac;iuda (LLA), basado en el

examén morfol6gico y c.i toqu!mico • posteriormente se les re_i! 

1iz6 e1 examén i.nmuno169ico por medio de ant.ic:uerpos monocl2 

nales, obteniendose los siquientes reaultados 1 

38X. LLA pre-pre-B (ccmún) 

31% LLA pre-B 

13% LLA pre-T 

13% LLA T 

1% LLA B 

4% LLA .i.ndiferenciada 

Los anticuerpos monoc1on ales que utilizaron fueron 

E-R receptor para eritrocitos de carnero 

anti cALL (CALLA) 

inmunoglobuli.nas de superficie (S:rg) 

ant!geno de células T (SU'l'LA) 

En la LLA pre-pre-B Ccomdn), el anticuerpo monoclonal que se 

pone c!e manifi.esto es el CALLA 1 en la LI.A pre-B encontraron 

el CALLA y el Bt1TLA positivo• r en la LLA-B la inmunoc¡lobul.i 

na c!e auperficie (Sig) fue positiva y el CALLA ae encontró -

positivo en alguno• niftoa. 

En la LLA pre-T ••ta poaitivo el BU'l'LA r en 1a LLA-T eata P.!l 

aitivo el BU'l'IJI. y el E-R • 
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En la LLA-indiferenciada, todos los marcadores inmu.~ol6gicos 

fueron negativos. 

En otro estudio realizado por Robert, con marcadores inmunol_é 

gicos, en el centro médico de la UCLA en 12 pacientes. obtu

vieron los siguientes resultados 

66.6% LLA pre-pre-B (común) 

16.6% LLA pre-T 

16.6% LLA - T 

Los anticuerpos monoclonal.es que utilizaron fueron los siquie...:l 

tes 

O.KT 3 , Leu l panel de linfocitos T 

O.KT 4 , Leu 3 células T ayudadora/inductora 

O.KT 8 , Leu 2 células T citotóxica/supresora 

HLA-DR antígeno asociado a la respuesta inmune 

anti cALL (CALLA) común 

células formadoras de rosetas con eritrocitos de carnero (E:RFC) 

En la LLA pre-pre-B se encontró el CALLA positivo : en la LLA 

pre-T el Leu 1 está positivo, pero no forma rosetas con erit~ 

citos de carnero, el Leu 1 y el O.KT 3 estan positivos. 

En el presente estudio, se trabajó con 25 niftos con diag:l6stj. 

co de LLA y posteriormente se les realizó el examen citoquímj. 

co e inmunol6gico, obteniendose los siguie.~tes resultados : 

24 % LLA-B inmadura o común 

44 % LLA pre-B 
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4% LLA pre-T 

28% LLA-indiferenciada 

Los anticuerpos monoc1onales empleados fueron: 

BMA 010 

BMA 020 

BMA 030 

BMA 040 

BMA 060 

BMA 090 

BMA 0120 

panel de leucocitos 

1infocitos B, antígeno asociado a la respuesta inmy 

ne 

panel de linfocitos T 

linfocitos T ayudadores 

timocitos corticales 

transferrinreceptor 

linfocito B asociado al antígeno 

En la LLA-B inmadura el.anticuerpo monoclonal que se pone de 

manifiesto es el BMA 0120 ; en la LLA pre-B los anticuerpos -

monoclonales que estan positivos son, el BM.~ 020 y el BMA 0120 

en la LLA pre-Testa positivo el"BMA 090. En la LLA indiferen 

ciada no presenta marcadores inmunológicos. 

Comparando los resultados obtenidos con la revisión bibliogrA 

fica (tabla No. 6), se encontró cierta correlación. 

En la tabla No. 7 se pueden analizar los resultados obtenidos 

comparandolos con estudios similares encontrados en la liter~ 

tura. 

La mayoría de los casos son de estadios celulares tempranos -

Y de tipo celular B. No encontramos casos de LLA tipo T ni LLA 

tipo B maduro, esto pudo deberse a que la población estudiada 
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es muy pequefia, llama la atenci6n el 28"~ de las leucemias in

diferenciadas esto se debe a que no se cuenta con un equipo -

completo de diagnóstico. tanto citogu!mico como inmuno16qico 

(27.29). 
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TABLA No. 6 

TABLA COMPARATIVA DEL PRESENTE ESTUDIO CON OTROS 
GRUPOS DE TRA8A.IO 

TIPO DE E. THllEL •• ltOBEltT ... GltUPO 
LEUCEMIA 2al NIÑ09 11 NliÍOS ANALIZADO 

ll!S Nl~S 

l'llC-NE-a ••• H .. • ...... • cc-.1 

Pltll-• 70 ..... - º"" 11 

PltlE-T 19 ..... 2 ....... 1 

T u ..... 2 ....... -

• a ... - -O'lC. -.. ........,.. • 4'lC. - º"' ? 

... 
..... 
44 ... 

4•1 • 

º"" 

º"" 
..... 



TABLA No. 7 

TABLA COMPARATIVA DEL PRESENTE ESTUDIO EMPLEANDO ANTICUERPOS 

MONOCLONALES CON OTROS GRUPOS DE TRABAJO 

PRE - PRE - 8 ( Conu~•I l"AE-8 INDIF'ERENCIADA 

THIEL ROat:ltT 
81tUPO 

ROBE1tT• 
81tUPO 

ltOBERT• 
UUPO 

ANALIZADO ANAUZADD ANALIZADO : 

BMA 020 

HLA-OR NP - - + -
llMA oso 
OICT 3 NP - - - -
8MA 040 

OICT 4 NP - - - -
llllA otao 
CALLA + + + + -

N P NO PltOllADO 

• NO ESTUDIADO 

1 .. 
o 
1 
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1.- Por medio de este trabajo se demostró que los anticuerpos 

monoclonales identifican con mejor precisión la línea c~ 

lular involucrada1 diferenciandolas en LLA pre-pre-B, LLA 

pre-B , LLA-B , LLA~T • LLA pre-T y LLA indiferenciada 

en tanto que por las técnicas citoquímicas no se loqra 

hacer este tipo de diferenciación, siendo de qran ayuda

para el médico ya que de ello depende que se le de el t~~ 

tamiento adecuado al paciente. Se hizo sequimiento duran 

te el desarrollo del trabajo de la evolución clínica de

los pacientes con el objeto de valorar el pronóstico de

pendiendo del tipo celular, siendo de mejor pronóstico -

las leucemias poco diferenciadas. 

2.- Este procedimiento desde el punto de vista técnico requi~ 

re cierta habilidad pero es posible efectuarlo de manera 

rutinaria en los centros hospitalarios. 



- 43 -

APENDJ:CE 
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Probeta graduada de 250 ml 

Probeta graduada de 500 ml 

Probeta graduada de 100 ml 

Probeta graduada de 50 ml 

Matraz erlenmeyer de 1000 ml 

Matraz erlenmeyer de 500 ml 

Matraz erlenmeyer de 250 ml 

Matraz aforado de 1000 ml 

Matraz aforado de 500 ml 

vaso de precipitado de 50 ml 

Vaso de precipitado de 10· ml 

Tubos de vidrio de 16 X 150 mm 

Tubos de vidrio de 13 X 100 mm 

Tubos de vidrio de 10 X 25 mm 

Tubos de ensayo (EPPENDORF) 

Pipetas graduadas de 

Pipetas graduadas de 

Pipetas graduadas de 

Pipeta• graduada• de 

Pipeta• pasteur larga 

C~mara hdmeda 

Re:frigerador 

Balanza analítica 

10 mi 

5 mi 

1 m.l 

0.2 ml 



- 45 -

=alanza granataria 

~..i.croscopio de luz visible 

~..i.croscopio de inmunofluorescencia 

Potenciómetro 

Portaobjetos 

CUbreobjetos 

Centr:[fuga 

Vidrio de reloj 

cajas petri 

Vaso coplin 

Reloj ··ese intervalo 

Varilla de vidrio 

Bul.bo 

Estufa a 37° 

Lápiz diamante 

Aqitador con barra magnética 

Termómetro de -lOºc a lOOºc 

Embudos 

Frascos ámbar de 100 ml a 1 litro 

Piano counter de dos.teclas 

?ipeta automática de 500 microlitros 

Pipeta automática de 100 microlitros 

?ipeta automática de 50 microlitros 

?ipeta automática de 5 microlitros 



S E P A R A C :C O N DE 

REACTJ:VOS : 

Fycol.l. - Bypaque (Ml:CROLAF) 

AM:>RTJ:GUADOR PBS (pB 7 .2 - 7 .4) 

1.- 500 ml de agua desionizada 

46 

L :C N F O C :C T O S 

2.- Poner al matraz o recipiente la barra magnética y agitar 

3 .- Agregar 4 g de Nacl a1 agua en el. recipiente 

4.- Agregar 0.10 g de KCl a la solución en el recipiente 

~-- Agregar 0.10 g de K2BP0
4 

(fosfato de potasio monobásico) 

6.- Agregar 1.08 g de Na2HP04 • 7 a 2o (fosfato de sodio dib_! 

sico heptahidratado) a la solución en el recipiente 

7.- Mezclar hasta disolver 

a.- Quitar l.a barra magnética de la solución. el pB debe ser 

de 7.2 - 7.4 

9 .- Guardar l.a solución de 2 - 8°C • etiquetando el recipiente 

PROCED:CMJ:EN'l'O : 

1.- Tomar una muestra de 5 a 10 m1 de sangre periférica con 

3 o 4 gotas de heparina ( l.00 u.:c por ml. 

2.- Dil.uir al doble con amortiguador de PBS pB 7.2 - 7.4 

3 .- Estrati.ficar 3 partes de la san9re diluida sobre 2 par

tea de Fycoll - Bypaque en un tubo de ensaye de 13 x 100 

111111 
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4.- centrifugar de 3000 a 3500 rpna durante 17 miltutos 

s.- Separar la fracci6n de l.infoc.:i.tos (separado• eomo una 

capa de células en la interf-e), con la ayuda de una 

pipeta pasteur. 

6.- Transferir la capa de cé!ulas a un tubo de ensaye de 13 

x 100 mm y lavar las células con amortiguador de PBS pB 

7.2 - 7.4 por centrij!ugaci6n-a 3000 o 3500 rpm durante 

5 minutos en tres ocasiones 

7 .- Decantar el sobrenadanta y resuspender en un 111!nimo de 

volumén, ajustando a la concentracidn de rilu.lu ade<:UA 

das, pudiendo ser de l. a 3 millones de cél.ulaa por am3. 
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IDENTIFICACION DE LA ESTIRPE LINFOCITARIA POR MEDIO DE ANTICUEB 

P<JS MONOCLONALES 

REACTIVOS : 

.AMORTJ:GUA'OOR TRIS pB 7 .6 

Tr:Ls-Hidro~imetil Amino-Metano ------------------ 6.05 g 

NaCl ----------------------------------------- 5.e g 

ª2º destilada ---------.-------------------------- aso ml 

Ajustar a pH 7.6 con HCl al 25% 

Aforar a 
-------------------------------------- 1000 ml 

Guardar en refriqerac:L6n en fraac:o ámbar. 

TRIS-+ SUERO FETAL DE TERNERA (SFT) 5% 

Tris pH 7.6 95 m1 

Suero fetal de ternera ------------------------- 5 ml 

ANTICUERPOS M)NOCLONALES 

AnticueEJ>O monoclonal -------------------------- 5 m:i.croli tros 

245 m:i.crolitros Tris pH 7.6 

BMA 010 

BMA 020 

Pan-Leucocytes (panel de leuc:ocitoa) 

B-Lymphocytea. Ia DR (Ia • antigeno asoc:Lac!o a 

la reapue8ta inmune) 

(DR • re9i6n DR HLA(histg 

compatibilidad). 



BMA 030 

BMA 040 

BMA 060 

BMA 090 

BMA 0120 
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Pan T-Lymphocytes (panel de linfocitos T) 

Belper T - Lymphocytes (linfocitos T de ayuha) 

Thymocytes (timocitos) 

Transferrinreceptor (receptor par~ transferri 

nas) 

cALL (linfocitos-B asociado a1 antígeno) 

ANTJ:-J:gG de rat6n conjugado con fluoresceína (conjugado) 

conjugado -------------------------------- 5 microlitros 

Tris pH 7.6 -------------------------------- 95 microlitros 

GLJ:CER>L AL 10% 

Glicerol Q.P ------------------------------- l ml 

Tris pH 7.6 ------------------------------- 9 ml 

l.- Colocar 50 microlitros de cada uno de los anticuerpos -

monoclonales en tubos de ensaye de 10 x 25 mm y agregar 

50 mic:rolitros de la suspensi6n de· 1i.nfoc:itos 

2.- :Incubar 30 minutos a 4°C 

3.- Hacer tres lavados a 3000 revoluciones por minuto (rpm) 

cada uno, con 500 microlitros de tris pH 7 .6 + SFT 5% 

4.- Después de la última c:entri~gaci6n, tirar el sobrena-

dante, resuspender en un mínimo de volumen y adicionar 

50 micro1itros de conjugado con fl.uoresc:eina 

s.- :Incubar 30 minutos a 4°C 
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6.- Hacer tres lavados a 3000 rpm cada uno, con 500 microli

tros de tris pB 7.6 + SFT 5% 

7 .- Después de la última centr.i.fugación, tirar el sobrenac!an

te. resuspender en un mínimo de volumen y adicionar una -

gota de glicerol al l~ 

s.- Montar las laminillas, colocar una gota de cada uno de -

los tubos en un portaobjeto limpio. previamente marcado 

con cada anticuerpo monoclonal y colocar el cubreabjeto 

9.- Leer en el microscopio de fluorescencia. 

1 
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P E R O X Y O A S A 

FUNDAMEN'l'O DE LA PRUEBA : 

La enzima mieloperoxidasa de las célula• ~ieloidea -

actúa sobre e~ per6xido de hidr6geno descomponiéndolo en agua 

y un super6xido. contando con un si•tema indicador el cual se 

oxida (Bencidina, amino carbazoles y 0-tolidina) •e puede va-

lorar este efecto. 

RBACTJ:V'OS : 

FOJM:>L - E'm\NOL 

Formol -------------------------------------- 10. ml 

Etanol -------------------------------------- 90 ml· 

MEZCLA OE TINCZON 

Etanol al 30% (vol/vol) ------------------------ 100 ml 

Dicloruro de bencidina ------------------------ 0.3 ml 

------------------------ 1.0 ml 
Acetato de •odio trihidro (Nae2e 3o

2
• 3e2o>------- 1.0 ml 

Per6xido de hidrógeno al 3" (Hi02) ------------ 0.9 ml 

NaOH 1.0 N 
--------------------------------- 1.5 ml 

Sa:franina 
--------------------------------- 0.2 ml 

NOTA: znso4 .7H2o con P.M de 287.54 para una soluci6n 0.132M 

se pesa 3.8 gramos. 
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Los reactivos deben adicionarse según el orden dado. El dic12 

ruro de bencidina puede contener a1gún materia1 inso1ub1e y -

por 1a adición de1 znso4 se fo.rma un precipitado, e1 cual se

disue1ve con 1a adición de 1os reactivos restantes. 

El pH debe ser 6 .o :t O.OS • se fi1tra 1a sa1 y se conserva en 

frasco ámbar a temperatura ambiente. varios meses. 

PllOCEOIM:tEN'l'O : 

1.- Los frotis de sangre periférica o médu1a ósea. se secan 

al aire y se fijan sumergiendo las lamini11as durante -

60 segundos en la solución fijadora (alcohol-formol) a 

temperatura ambiente 

2.- Lavar las lamini1las por 30 segundos con agua destilada 

3.- sumergir las lamini11as en 1a solución de tincidn duran 

te 30 segundos y secar tota1mente 

4.- ·contratenir con safranina un minuto, lavar con agua de~ 

ti1ada 

s.- Observar a1 microscopio con objetivo de inmersión. 

INTERPRETACION : 

Cuando existe la enzima mie1operoxidaaa en los b1aatos, se oa 

servan como granu1o• co1or negro, tomando .:amo· referencia al 

neutr6fi1o (25). 
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TZNC:tON DEL ACXDO PERYODrCO DE scarn (PAS) 

FUNDAMEN'lO DE LA PRUEBA 1 

El 6cido pery6dico oxida lo• glicol•• a a14ebído•. 

lo• cuales reaccionan con •l •chiff. 1:1..bersndo fUc•in• y tillen 

dose los c:ompue•tos celulares que eontienen compue•to• oxida

bles. En la• células de la sangre y de la midula 6•.-a. el glJa 

c6geno parece ser el compuesto principalmente respon•able ya 

que la tinci6n puede ser bloqueada por di9e•ti6n eon mni.1-a • 

. RBAC!l'ZVOS : 

PORK>L 

AC:a>O PERlroD:tCO 

Acido pery6dico 

.Agua destilada 

REAC'l'XYD DE SCHUT 

Fucsina búica 

--------------------------------- 2.5 q 

--------------------------------- 500 m1 

-~--------------------------- 1 9 

Agua de•tilada hirv:l.endo ---------------------------- 200 1111 

enfriar a so•c y agregar : 

sel lB --~-------------------------- so ml 
enfriar a 2s•c y agregar : 

Metabi•ulfito de sodio ---~------------------------ 2.5 g 

Conservar en la oscuridad. después adicionar o.s g de carb6n 

activado. agitar por un minuto. filtrar y c¡uardar en un fr .. -

co 4mbar en refri9eraci6n. 
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METABrSULFI:TO DE SODXO AL O .S'J{. 

Metal:>isul.fito de sodio 

Agua destil.ada 

--------------------------- l. 9 

--------------------------- 200 m1 

PROCEDI:MJ:EN'lt) r 

l..- Los frotis·de médul.a dsea se secan al. aire y se fijan

c:on vapores de formol., durante 5 minutos 

2 .- Lavar con agua corriente durante 15 minutos 

3.- Lavar con agua destil.ada dos veces. dejar secar total.

menté 

4.- Col.ocar 1os frotis en un vaso copl.in con ácido pe:ryodj. 

co durante 10 ndnutos 

5 ·-' 

6.-

Lavar con agua destilada y secar 

Colocar los frotis en un vaso copl.in con reactivo de -

Schiff durante 40 minutos en l.a oscuridad 

7.- Colocar l.os frotis en un vaso coplin con metabisulfito 

de sodio al. 0.5% tres minutos. en tres ocasiones, el.i

minando el metal>i.sulfitO cada V•Z 

a.- Lavar con agua d•stil.ada tres veces, tres minutos, de

jar secar 

9.- Contrateftir con hamatoxi.1ina de Mayer durante 10 minu

tos 

10.- Lavar con aqua dest11ada y secar 

11.- Observar al. microscopio con objetivo de i.nmersi6n 
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INTERPRETACXON : 

E1 tejido linfoide tiene gran cantidad de 9luc69eno. loa bla.§. 

tos pueden presentar una poaitividad y ea proporcional a la -

cantidad de 9luc69eno que contiene la célula (13,14). 
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SUD A N 

FUNDAMENTO DE LA PRUEBA 

NE GR O B 

El sudán negro 8 tifte gran variedad de lípidos in-

cluyendo las grasas neutras, fosfolípidos y esteroles, tambien 

:colorea algunos componentes celulares que no son lípidos, co

mo se demuestra por la i.mposibilidad de e:liminar completamen

te el colorante, en los disolventes de los lípidos como la -

acetona. 

En los leucocitos la sudanofilía corre paralela con la reac

ci6n de la peroxidasa, los linfocitos y los linfoblastos no -

se tillen con el sudán negro B. mientras que los precusores de 

los eritrocitos y los monocitos inmaduros muestran caracterí~ 

ti.cas patrones de tinc1.6n. 

REAC'l'IVOS 

FORMALDIA 

SOLUC%0N AK>RT:tGUADORA 

Fenol 

Etanol 

NaHP04 

-------------------------------- 80 9 

----------------------------------- 150 ml 

------------------------------------ 1.5 q 

Agua desti.lada aforar a --~---------------------- 500 ml 

SOLUCZON S'lOCJC DE SUDAN NEGR:> B 

Alcohol etílico absoluto ------------------------ 100 ml 

Sudán negro B 
------------------------------ 0.3 q 
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SOLUCXON DE TRABAJO 

Sudán negro B ----------------------------------30 ml 

Solución amortiguadora ---------------------------20 ml 

GXEMSA 

PROCEDXMJ:ENTO : 

1.- Los frotis de médula ósea se secan al aire y se fijan -

con vapores de formal.ina durante 15 minutos 

2.- Sumergir las laminillas en la solución de trabajo en un 

vaso coplin durante 45 minutos· 

3.- Lavar con etanol absoluto y dejar secar al aire 

4.- contrateftir con giemsa por 10 minutos, lavar con aqua -

destilada y dejar secar 

5.- Observar al microscopio con el objetivo de inmersión. 

XNTE:RPRETAC:tON 

La reacción se observa positiva, con granulo& de color azul -

intenso en los mieloblastos (21). 
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F O S F A T A S A 

FUNDAMEN'.ro DE LA PRUEBA 

ACl:DA 

La fosfatasa ácida es una enzima que se encuentra -

presente en los linfocitos, células plasmáticas, monocitos y 

plaquetas. En es.ta tinción el citopl.asma de las célul.as se tj, 

.ften de color rojo, cuando se encuentra l.a presencia de la en

zima. 

REACTJ:VOS : 

AMORTl:GUAOOR FORMALINA-ACB'.roNA DE Fl:JACl:ON pH 6.6-6.8 

Fosfato de sodio dibásico (Na2HP04 ) ---------------- 0.2 g 

Fosfato de potasio monobásico CKH2P04 ) ------------- 1.0 g 

Agua destil.ada ------------------------------ 300 ml 

Acetona 

Formal.in a 

------------------------------ 450 ml 

------------------------------ 250 ml 

·Guardar en refrigeración. 

Nl:Tll'.ro DE SODl:O AL 4% 

Nitrito de sodio (Q.P) 

Agua destil.ada 

--------------------------- 4 g 

--------------------------- l.00 ml 

SOLOCl:ON DE PARAR:>SANXLJ:NA (preferencia qu!mica sigma) 

Pararosanilina hidroclorada ------------------------ l.O q 

Agua destilada ------------------------ 20 ml 

HCl (Q.P) ------------------------ 5.0 ml. 
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Mezc1ar de 10 a 15 minutos hasta que la pararosanili.na se di

suel.va y almacenar en un cuarto oscuro. 

ACIDO ACE'l'XCO l.N 

Acido acético qlacial ------------------------------ 6.0 ml 

Agua destilada -------------~---------- 1 lt 

AMORTrGUADOR DE ACETA'lt> O.l N pB S.O 

Acetato de sodio (CH3COONa. 3H2o) -~----------- 4.797 g 

Acido acético 1 N --------------------------- 14.75 ml. 

Agua destilada aforar a --------------------------- 1 1t 

Guardar en refrigeración. 

SOLUCION A 

Nitrito de sodio al. 4% -------------------------- 1.2 ml. 

Soluci6n de pararosanilina ---------------- 1.2 ml. 

SOLUC:tON B 

Na:ttol AS-B:t (7-bromo-3 hidroxi-2-naphto-O anis;i.dide)-- 20 mg 

N,N- dimetil :to:rmamida ---------------- 2.0 m1 

Bu:t'fer de acetato 0.1 N • pH s.o ----------- 35.6 ml 

En este orden mezclar y usar 

MEZCI.A DE XNCUBACl:ON 

Mezclar la so1ución B + 11oluci6n A • ajustar el. pH 5.1 con 

NaOH saturada. filtrar en un vaso coplin y usar. 



VERDE DE METILO AL 1% 

Verde de metilo 
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---------------------- 1 g 

Amortiquador de acetato 0.1 N , pB s.o -------------- 100 ml 

PROCEDIMI:EN'l'O : 

l.- Colocar los frotis de médula ósea en un vaso coplúi con 

amortiguador formal.ina - acetona de 4°C.a lOºC durante -

30 seq. 

2.- Lavar los frotis c:on tres cambios de agua destilada 

3.- Pasar los frotis a la mezcla de incubación, durante 60 -

minutos a 37 •e 

4.- Lavar los frotis con dos cambios de agua destilada y se

car 

5 .- Pasar los frotis al vaso coplin con verde c!e metilo al 1% 

durante dos 1.ú.nutos 

6 .- Lavar al chorro de agua y secar totalmente al aire 

7.- Observar al microscopio con el objetivo de inmersi6n. 

ZN'l'ERPRETACJ:ON : 

Los blastos que poseen la enzima. presentan una coloraci6n r.e 
.jiza peri.nuclear (2, 10) • 
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