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Los trastornos linfoproliferativos se caractg

rizan por proliferacién de células neopldsicas a nivel-
de la médula Ssea, las células anormales circulan en la
sangre periférica e infiltran y se multiplican en el ba

zo, higado , ganglios linfiticos y otros tejidos.

La leucemia linfoblastica aguda dentro de las
neoplasias es una de las causas mis frecuentes de morta

lidad , en la poblacidén infantil de nuestro pais.
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La clasificacidn inmunoldgica en las enfermedades
linfoproliferativas es de gran utilidad, ya que el prondstico
y tratamiento depende del grado de maduracidn de la célula -

afectada.

Las leucemias agudas se caracterizan por una pro-
duccidén anormal de células blasticas, donde la maduracién eg
ta retenida o bloqueada total o parcialmente, por lo gue hay
un predominio de células inmaduras que infiltran la médula -
Ssea y a través de la sangre periférica otros tejidos. Esta
situacién d3 como resultado una pérdida de la funcidn hematg
poyética de la médula Ssea, con la subsecuente aparicidén de

anemia, trombocitopenia y granulocitopenia (3,20).

La clasificacidn morfoldgica de las leucemias agu
das contempla dos grandes grupos: Leucemias linfoblasticas v
leucemias mieloblasticas, Vixrchow probaﬁlemente fue el prime
ro en clasificar las leucemias desde el punto de vista anatg
mico en dos formas: Linfiticas y Esplénicas, esta clasifica-
cién fue empleada durante mucho tiempo. Para 1930 ya se cong
cfan las formas morfoldgicas de la leucemia aguda, descritas
por varios investigadores (31). En 1948 Farber y colaborado-
resASeﬂalaron la importancia de una clasificacién clinica, -

.que ofrecia ventaja por ser los inicios de la quimioterapia,
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con la cual obtuvieron mejor respuesta en nifios con leucemia
linfoblistica o indiferenciada, que en aquellos con leucemia
de origen granulocitica o monocitica. En 1950 cuando una nue
va droga, la mercaptopurina mostrd efectividad en el trata -
miento de esta enfermedad, se puso de manifiesto la importan -

cia de un diagndéstico citoldgico ( 17,24 ).

En 1958 " The medical Research Council“s Working -
P. " en Gran Bretafia, planed su primer esgquema terapéutico,-
gque consistio en la administracién simultéinea de mercaptopu-
rina y prednigsona a un grupoc de pacientes leucémicos,en una
evaluacidén posterior se encontrd una mejor.respuesta en los
pacientes jovenes y en los casos de morfologia linfobl&stica
por 1lo que en lo sucesivo se han utilizado estos par&metros-

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

La leucemia aguda puede ser diagnosticada en muchos
de los casos por observacién de un frotis de sangre periféri-
¢ca y medula Ssea estableciendo morfoldgicamente y citoguimi-
camente la estirpe afectada, sin embargo en estudios de con-
cordancia diagnSstica se encontrd discrepancia en estos cri-
texrios, por lo que algunos afios mids tarde el grupo cooperati
‘vo Francés-Americano-Brit&nico (FAB) , subclasificaron a las

leucemias agudas,. en linfobl&sticas y no linfoblasticas (1,3).
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Dentro de las linfoblsSticas se citan tres grupos :

Ll . L2 b4 L3 .

Las cuales son clasificadas tomando en cuenta sus caracteris-
ticas morfoldégicas.

Las no linfobl&sticas las clasificaron en :

My mieloide sin maduracién

M 2 mieloide con maduracidén

My promielocitica hiperxrgranular
H4 mielomonocitica v

M s monocitica

M e eritroleucemia

Para 1980 el grupo cooperativo Francés-Americano-isri
tanico (FAB) examind cientos de muestras de médula Ssea y die-
ron el pronéstico de la enfermedad, llegando a la conclusién -
que la L3 conocida como tipo Burkitt era la de peor pronéstico
encontrando que el 85% de estas correspondieron a la leucemia
linfoblastica aguda (LLA) tipo 1 y el 14.4% a la LLA tipo 2 y
el 0.8% a la leucemia linfoblastica aguda (LLA) tipo 3 , tam~-
bién se propuso que para diferenciar mejor entre Ly ¥ I‘z se -
observaran las siguientes caracteristicas :

a) relacién nicleo citoplasma
b) presencia o prominencia de nucleolos

¢) regularidad en el contorno de la membrana nuclear
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d) tamafio de la célula.

Con lo que se incrementS la concordancia de criterios de un-
63 a 83% . Ademas se encontrdé que el 74% de 10s pacientes con
LJ. eran nifiog, mientras que el 66% de L2 eran adultos y no =

observaron diferencias significativas para la incidencia de~

Ly - observandose un mejor pronéstisco para la ly , gue para

la L, Y a su vez para la L; (4,11) .

Mathé y colaboradores subclasificaron a las leucg
mias linfoblasticas en ;
1) Prolinfoblasticas : Los blastos estan mas indiferenciados
que los blastos tipicos (nucleolos mis prominentes, mids cro-
matina reticular, mds citoplasma baséfilo, menos relacién nd
cleo citoplasma).
2) Macrolinfoblasticas : Los linfobléistos miden mas o menos-
12 micras de di&smetro .
3) Microlinfobldsticas : Los linfobl&stos miden menos de 12~
micras de diametrs.
4) Prolinfocitica : Las células leucemicas estan menos indi-
ferenciadas que las linfoblasticas ( nucleclo maenos visible,
menos cromatina reticular, menos relacidén nicleo citoplasma-

(18,19) .

Las cé&lulas leucemicas en la leucemia linfoblasti-



ca aguda (LLA), pueden diferenciarse por marcadores de célu-

las B y T y por los rasul_tados de las pruebas con antisueros
heterSlogos ¢ monoclonales contra células B,T y células nulas
Las células T humanas son reconocidas por su capacidad de for
mar rosetas con erj.trocitos de carnero (EAC) y reaccionan con
los antisueros contra 1los determinantes tempranos de las cé-
lulas T . Las células B humanas son reconocidas por la presen
cia de inmunoglobulinas sobre la membrana y receptores en la
fraccién C, del complemento. Las células pre-B tienen inmung
globulinas unidas a la membrana y reaccionan con antisueros-
contra determinantes tempranos de las células B. Las células
nulas carecen de todos los marcadores anteriores de las célu

las T y B y no reaccionan con los antisueros (5,6,7).

Los anticuerpos para estos antigenos pueden ser -
preparados mediante inmunizaciones en animales del laborato-
rio. Los antigenos séricos asociados con las leucemias y los
antigenos en general pueden ser detectados por rﬁioMo -
an8lisis, por fluido citométrico, utilizando anticuerpos mo-
noclonales (para identificar la presencia de antigenos partji
culares, t&cnicas de inmunofluorescencia) con anticuerpos pre

parados en animales del laboratorio (8).

Cuando se empezaron a clasificar las leucemias 1lin
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foblasticas agudas (LLA) los frotis de médula Ssea, eran te-—
fiidas con tinciones policromatéfilas, lo cual fue de muy po-
¢ca ayuda puesto gue mostraban un bajo porcentaje de granulos
azurdfilos o primarios, estos granulos se ancontraban ocasio
nalmente en los mielobl&stos como bastones de auer.

Ademés de existir las diversas pruebas citoquimicas como son
Peroxidasa y Sudin negro B, las cuales resultan negativas.
La tincién de PAS era positiva en algunas ocasiones, mientras
que la fosfatasa 8cida muestra positividad en las células de
deéordenes linfoproliferativos de acuerdo a la naturaleza de
las células B o T , siendo positiva para las de tipo T (9,16,

30).

ANTICUERPOS MONOCLONALES

A manera de definicién se puede decir gque los anti
cuerpos monoclonalés son agquellas mol&culas sintetizadas por
células inmunocompetentes como consecuencia de la estimula -
cién antigénica y posee una especificidad para Areacciona: o=

unirse al antigeno (26).

Los llamados anticuerpos monoclonales surgieron ca
si accidentalmente en el laboratorio de César Milstein en Cag
bridge Inglaterra, cuando realizaban estudios sobre la gené~

tica de las inmunoglobulinas, utilizando tecnicas de fusién-
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v clonaje celular (12,13,26).

Técnica_s de obtencién de Anticuexrpos Monoclonales

La creacién de técnicas para la produccién de anti
cuerpos mono’clonalgs por parte de Kholer y Milstein, ha revo-
lucionado el criterio serolégico para el anilisis de llos an-
tigenos presentes en la membrana de las células cancerosas.
Con dicha técnica los linfocitos de bazo pueden inmortalizar
se, por fusidn con una linea de células de mieloma que son -
células productoras de un so0lo tipo de anticuerpo y que secre
tan por tanto un anticuerpo homogéneo de alta especificidad.
Estas ¢é€lulas inmortalizadas gue producen el anticuerpo. bus—
cado puedan ser segregadas en clonas, es decir lineas selec-
cionadas y asi obtenerse el anticuerpo deseado en cantidades
ilimitadas, por ejemplo de esta manera pueden obtenerse lineas
de células hibridas con capacidad de producir anticuerpos mo
noclonales, que reaccionan especificamente con linfocitos T -

de leucemias humanas (12,23).

Se utilizan ratones que son inyectados con las cé&
lulas de leucemias T humanas durante tres o cuatro dfas, des
pués de la dltima inyeccidn se ;acrifica al animal, se separa
el bazo y las células esplénicas se mezclan con una linea de

células de mieloma murino que muestran deficiencia de la en=-
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zima hipoxantina, guanina, fosforibosil transferasa (HPGRT)-

en un medic de polietilenglicol. De este modo ocuxre una fu-
sidn. de ambos tipos celulares.

Las células de mieloma confieren la capacidad de crecimiento
ininterrumpido y las células esplanicas inmunizadas confieren
la capacidad de producir una inmunoglobulina especifica. Las

células no fusionadas se elun:.nan por cultivo en un medic que

contenga aminopterina, hipoxantina y timidina (HAT), las cé-

lulas de mieloma no fusionadas carecen de la enzima HPGRT ng
cca.aria para la utilizacidén de purinas exSgenas, razdn por-
la cual no sobreviven en un medic con aminopterina. Las célu
las espldénicas normales que no se fusionan “no son inmortales”
desaparecen en cultivo ininterrumpido, de este modo solo sobrg
viviran los hibridos que han obtenido la actividad de la en-

zima HPGRT de las células de mieloma de crecimiento ininte-

rrumpido (22,23) figuzral .

Las clonas obtenidas se puden conservar indefinida
mante en cultivos o proliferar como un tumor de ascitis in =
vivo. E1 liquido ascitico producido por estos hibridomas, con
tienen anticuerpos en cantidades extraordinariamente grandes

y el ligquido de ascitis a menudo posee titulos superioras a~

una parte por millén (12,22).
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Identificar la linea celular inwvolucrada en -
l1as leucemias linfoblasticas agudas, utilizando anticuexr
pos monoclonales, con el objeto de valorar el prondstico
y tratamiento del paciente, de resultar util, pensamos gque
se podria implantar como método diagnéstico més, en algu

nos centros hocpitalarios de nuestro pais.
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HIPOTESIS NULA (Ho)

Los métodos tradicionales identifican con 1la
misma precisién las etapas de maduracién de la célula -

que los anticuerpos monoclonales.

HIPOTESIS ALTERNA (H1)

La utiljzacién de anticuerpos monoclonales -
permite identificar con mayor precisién la etapa de ma-
duracién de las lfneas celulares que las tdécnicas tradj

cionales.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que en los procesos liﬁfoproliferatiws ‘ma
lignos, es de gran utilidad identificar y clasificar precoz-

mente el tipo de celula afectada.

Existen métodos morfolSgicos o citogquimicos que no
lograban este objetivo plenamente, es necesario disponer de-
un métﬁdo que ofrezca mayor precisidn para identificar y cla
sificar las células malignas, ya que se ha observadc en algu
nos casos que el prondstico y tratamiento de 10s pacientes -

dependers de ello(l,26).
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DISENO

Se estudieron 25 nifios de ambos sexos, cuyas edades
fluctuaron entre 2 y 15 afios, con diagndstico de leucemia lip
foblastica aguda (LLA) en un lapso de 6 meses y sin haber re-
cibido quimioterapia. E1l diagnSstico se establecid cuando los
propogsitus tuvieron :

- Sindrome anémico
- Sindrome purpirico

- Sindrome infiltrativo

DATOS DEL LABORATORIO :

Biometria hemitica compieta Yy el estudio morfoldgico de fro-
tis de médula dsea.

Con las muestras de sangre periférica se formé un grupo y con
el aspirado medular otro.

. En la sangre periférica se determind la maduracién celular -
por medio de la investigacidén de anticuerpos monoclonales maxr
cados con fluoresceina.

En el aspirado medular se realizaron las tinciones citoquimj
cas tradicionales:

PEROXIDASA

PAS

SUDAN NEGRO B
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FOSFATASA ACIDA
Con cada uno de los pacientes se hizo la correlacién de los-—
datos obtenidos con la determinacidn de anticuerpos monoclona

les y su tincidn citoquinmica.



- 2] -

R E S ULT aposg




- 22 -

TABLA 1

Muestra 1los resultados obtenidos por medio de anti=-

crerpos monoclonales, de los 25 pacientes estudiados, 11 co~

rreapondieron a la leucemia linfobldastica aguda (LLA) de cé~

lulas B inmadura, donde el antici:erpo monoclonal aumentado es

el BMA 01207 6 casos de LLA de células pre-B, los anticuerpos

monoclonales aumentados son el BMA 020 y el BMA 0120: 1 caso

fue de células pre-T, el anticuerpo monoclonal aumentado es el

BMA 090 ¥y 7 casos gque no musstran maxcador inm‘molégico.' poxr

1o que son denominadas LLA indiferenciada.
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TABLA 1
RESUMEN DE RESULTADOS
CON ANTICUERPOS MONOCLONALES

”

l;mm. EDAD ema" ]l sma | BMa | ama | BMa J BmAa | BMA
cLa Jatos | 010 020 | 030 Jos0 | 08O | 090 JOI20O
) 3 100 % 19 % 70% 86 % 0.8 % 0.5% 11.5%
2 4 100%)] 17%] 63% | so% o%l] 30% 1%
3 S 100 % 11 % 80 % 50 % 0% 1% as %
4 3 100 % 80 % 80 % 53% 1% |1 % 36%
s 4 100%] 17%] 60% | 49 % o% 1% | 15%
[ S 100 % 39 % 3% 54 % o% 1% | 34.5%
kd [ ] 100% 24 % 70% 44 % o% 0.5% 83%
s 3 100%] 33%] 6o% | 43% | os% 1% | se%
9 8 100 % 27% 70 % $SO0% oS % 1% 22%
10 I8 100%] 23%] 7e% | 1% | o5% 1% | 18%
" 4 100 % 20% 3% 40 % 08% 1% 22 %
12 s 100%] s2%| 73% | s9% 1% §| 05% | 70%
13 3 100 % 1s%| es% 82 % 1% 0% 0%
14 " 100 % 2% ol % 54 % 1% 0.5% 0%
‘s 3 100%] 23%] 71% | «2% 1% 1 os% | 19%
‘e 7 100%)] 14%] 63% | 2% 1% ] 0s% 5%
V7 7 100 % 14 9% 8! % 46 % 08 % a3 % 1%
Y 2 100% %) % | 46% t%-] o% 0%
te 4 100%] 12%] 75% | se% | os% o% | 35%
20 2 100 % 10.5% 80 % 44 % 1% 0% 22%
21 13 100% 17% 72 % I7T% 1% 0% 05 %
22 e 100%] 10%)] % | so% 0% 0% | 1%
23 '3 100% 10% 76 % 37 % o% 08% 1%
ze 13 100%| s1%] 3% | s1% 0% | as% | 1%
23 r oo%] 1o%}] e1% | 0% 1% | osn | 3e%

# ANTICUERPOS MONOCLONALES, CASA BENRING
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TABLA -2

Muestra los resultados obtenidos con las tinciones
citogquimicas, se Observa en el 100% de los casos negatividad
para la tincién de peroxidasa, la cual es Gtil para diferen-
ciar la LLA de la leucemia mieloblAstica aguda (LMA), siendo
positiva en esta ﬁltiﬁa. La tincién del sudan negro B estd -
estrechamente correlacionada con la reaccién de peroxidasa ,
por lo que se observa un 1l00% de negatividad; 17 casos mues-
tran positividad para la tincidn del PAS, las cuales eguiva~
len al 68% , donde las leucemias de células B en eastadios tem
pranos de maduracién muestran esta positividad; 1 caso presen
t& reaccidn con la tincién de la fosfatasa Scida correspon-
diendo al 4% del total de la poblacién estudiada, las leuce-
mias de células T son positivas para esta reaccidén: 7 casosg~—
que equivalen al 28%¢ no presentan reaccién con ninguna de las
tinciones mepciohadas, las cuales son clasificadas dentro de

las LLA indiferenciada.
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TABLA 11

RESUMEN DE RESULTADOS
CON ESTUDIO CITOQUIMICO.

EDAD SUDAN |FOSFATASA
”?.'Ef TE (ANOS ) ‘FROX'DASA Pas NEGRO B ACIDA
] '3 NEGATIVA Pasitive D}o'bil NEGATIVO NEGATIVA
2 4 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO POSITIVA
3 5 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVD NEGATIVA
4 3 NEGATIVA POSITIVO ++¢ NEGATIVO NEGATIVA
-] 9 NEGATI VA POSITIVO + NEGATIVO NEGATIVA
L. E) NEGATIVA POSITIVO ++ NEGATIVO NEGATIVA
7 8 NEGAT! VA POSITIVO + NEGATIVO NEGATIVA
8 3 NEGATIVA Positivo Debil NEGATIVO NEGATIVA
9 8 NEGATIVA POSITIVO ¢+ NEGATIVO NEGATIVA
10 15 NEGATIVA * |POSITIVO ++ NEGATIVO NEGATIVA
1t 4 NEGATIVA POSITIVO ++4 NEGATIVO NEGATIVA
12 [ NEGATIVA POSITIVO ++# NEGATIVO NEGATIVA
13 13 NEGATI VA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVA
14 [} NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVA
ts 3 NEGATI!I VA POSITIVO ++o NEGATIVO NEGATIVA
{6 k4 NEGATIVA Positivo Dédil NEGATIVO NEGATIVA
1?7 ? NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO NEGATI VA
X:] 2 ﬂEGATl VA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVA
19 49 NEGATIVA Positivo Debil NEGATIVO NEGATIVA
20 2 NEGATIVA POSITIVO + NEGATIVO NEGATiIVA
21 13 NEGATIVA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVA
22 8 NEGATI VA POSITIVO + NEGATIVO NEGATIVA
23 3 NEGATI VA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVA
24 13 NEGATIVA POSITIVO ++ NEGATIVO NEGATIVA
28 7 NEGATI VA POSITIVO + NEGATIVO NEGATIVA
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ANALISTIS D.E RESULTADO

CONTRASTACION bE HIPOTESTIS



TABLA i1

ANALISIS DE RESULTADOS

CON ANTICUERPOS MONOCLONALES

ANTICUERPO { VALOR DE LEUCEMIA LEUCEMIA | LEUCEMIA LEUEEMIADAI
MONOCLONAL | REFERENCIA | B-INMADURA PRE-B PRE-T INDIFERENCIA
BMA 010 100 % too 100 100 100
BMA 020 12 * s% e 8o 12 12

8MA 030 70 *10% 70 70 70 70

. BMA 040 0 tisn s0 80 80 50

BMA 080 < 1% 0.5 0.5 0.5 0.5

BMA 090 < ! % 0.5 0.5 30 o.8

BMA 0120 < 1% 4 60 0.8 0.5

~12~
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TABLA 3

Muestra lo3 diferentes tipos de leucemia, obl.ivag_
do que en la leucemia tipo B inmadura el anticuerpo monoclo-
nal que se encuentra aumentado es el BMA 0120 , en la leuce~
mia pre-B los anticuerpos monoclonales aumentadcs son el BMA
020 ¥y el BMA 0120 , en la leucemia pre~T Se encuentra aumen—
tado el BMA 090 y en la leucemia indiferenciada se encuentran

10s anticuerpds monoclonales, dentro de los valores de refe-

renciae.



TABLA IV

ANALISIS DE RESULTADOS

CON ‘ESTUDIO CITOQUIMICO
Jro 0, | ewmoxonss | eas | aman | rosrazees
CELULAS B NEGATIVA POSITIVA NEGATIVO NEGATIVO
CELULAS T NEGAYTI VA NEGATIVA NEGATIVA POSI TIVO
MIELOBLASTICAS POSITI VO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
INDIFERENCIADA NEGAT I VO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO




. FIGURA 2
FRECUENCIA DE LAS LEUCEMIAS
IDENTIFICADAS POR MEDIO DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES

28 %

INDIFERENCIADA

24 %
INMADURO
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FIGURA 2

Muestra 1la frecuencia de las leucemias linfoblasti-

cas clasificadas con anticuerpos monoclonales, encontrandose

una mayor incidencia en la leucemia linfobldstica aguda (LLA)
de células pre~B, con respecto a los otros tipos inmunolégicos
asi mismo se observa que el grupo menos frecuente es el de cé
lulas pre=7T, no hay evidencias de estadios celulares mds evo-
lucionados (células T y células B).

Se ha visto que las leucemias de peor pronéstico son las de =
células diferenciadas (28).

En el praesente estudic se detectd un mayor porcentaje de leu-~

cemias con buen pronéstico, va que los tipos celulares involu

crados presentan estadfos muy tempranos.



CORRELACION OE RESULTADOS CON MARCADORES CITOQUIMICOS Y ANTICUERPOS -

TASLA NG

MONOCLONAL.ES EN LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS

TIPO DE
LEUCEM

TECNICAS

LEUCEMIA
B- INMADURA

LEUCEMIA

PRE-8B

LEUCEMIA
PRE-T

LEUCEMIA
INDIFERENCIADA

ANTICUERPOS
MONOOLON&LES

BNA* 010

BNA O30

SNA 040

SNA 000

BNA O8O

SNA Ol20

CITOQUIMICAS
PEROXIDASA

PAS

FOSFATASA ACIDA

« ANTICUERFPOS MONOCLONALES CASA BMERING

-8~
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CONTRASTACION DE HIPOTESTIS

De acuerdo con el presente estudio la hipdtesis a -
elegir es la hipStesis alterng. ya gue los resultados obteni-
d_os con los anticuerpos monoclonales identifican con mayor 'pr_g
cisidn la maduracidn celular, lo cual no es posible con las =

taenicas eitogquimicas tradicionales.
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En un estudio realizado por Thiel, en 12 centros -
hospitalarios de Alemania, se estudiaron 226 nifios con diag-
néstico de leucemia linfobldstica aguda (LLA), basado en el-
examén morfolégico y citoquimico , posteriormente se les rea
1iz6 el examén inmunolSgico por medic de anticuerpos monoclo
nales, obteniendose los siguientes resultados :

38% LLA pre~pre-B (comin)
31% LLA pre-B
13% LLA pre=T
13% LLA T
1% LLA B
4% LLA indiferenciada
lLos anticuerpos monoclonales que utilizaron fueron :
E-R receptor para eritrocitos de carnero
anti eALL (CALLA)
inmunoglobulinas de superficie (SIg)
antigeno de células T (HUTLA)
En la LLA pre-pre-B (comin), el anticuerpo monoclonal gque se
pone de manifiestc es el CALLA ; en la LLA pre~B encontraron
el CALLA y el HUTLA positivos ;7 en la LLA-B la inmunoglobulj
na de superficie (SIg) fue positiva y el CALLA se sncontré -
positivo en algunos nifios.
En la LLA pre-T esta positivo el HUTLA 7 en la LLA-T esta pgo

sitivo el BUTLA ¥y el E-R .
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En la LLA~indiferenciada, todos los marcadores inmunocldgicos
fueron negativos.

En otro estudio realizado por Reobert, <on marcadores inmunold
gicos, en el centro médico de la UCLA en 12 pacientes, obtu-
vierdn los siguientes resultados :

66.6% LLA pre-=pre=-B (comin)

16.6% LLA pre-T

1l6.6% LLA - T

Los anticuerpos monoclonales cue utilizafon fruez‘cérx—xi los. siguien
tes ¢ |

OKT 3, Leu 1 panel de linfocitos T

OKT 4 , Leu 3 células T ayudadora/inductora

OKT 8 , Leu 2 células T citotdxica/supresora

HLA~DR antigeno asociado a la respuesta inmune

anti cALL (CALLA) comdn

células formadoras de rosetas con eritrocitos de carners (ERFC)
En la LLA pre-pre-B se encontrs el CALLA positivo ; en la LLA
pre-T el Leu 1 esta positivo, pero no forma rosetas con eritre
citos de carnerc, el Lau 1 v el OKT 3 estan positivos.

En el presente estudio, se trabajé con 25 nifios con diagndsti
co de LLA y posteriormente se les realizé el examen citoguimi
co e inmunoldgico, obteniendose los siguientes resultados :

24 % LLA~B inmadura o comin

44 ¥ LLA pre-B



- 37 -

4% LLA pre-T
28% LLa-indiferenciada
Los anticuerpos monoclonales empleados fueron:
BMA 010 panel de leucocitos
BMA 020 linfocitos B, antigeno asociado a la respuesta inmu

ne

BMa 030 panel de linfocitos T
BMA 040 linfocitos T ayudadores ~
BMA 060 timocitos corticales
BMA 090 transferrinreceptor
BMA 0120 1linfocito B asociado al antigeno
En la LLA-B inmadura el'anticuerpo moneclonal gque se pone de
manifiesto es el BMA 0120 ; en la LLA pre-B los anticuerpos =
monoclonales gue estan positivos son, el BMA 020 y el BMA 0120
en la LLA pre-T esta positivo el BMA 090 . En la LLA indiferég
ciada no presenta marcadores inmunolSgicos.
Comparando 1los resultados obtenidos con la revisién bibliogra
fica (tabla No. 6), se encontrd cierta correlacién.
En la tabla No. 7 se pueden analizar los resultados obteniéos
comparandolos con estudios similares encontrados en la litera
tura,
La mayoria de los casos son de estadios celularxes tempranos -
y de tipo celular B. No encontramos casos de LLA tipo T ni LLA

tipo B maduro, esto pudo deberse a que la poblacidn estudiada
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es muy pequefia, llama la atencién el 28% de 1las leucemias in-
diferenciadas esto se debe a gque no se cuenta con un equipo -~
completo de diagnéstico, tanto citogquimico como inmunolé&gico

(27,29).
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TABLA No. €

TAﬁLA COMPARATIVA DEL PRESENTE ESTUDIO CCN OTROS
GRUPOS DE TRABAJO

TiFO DE €. THIEL o ROBERT - GRUPO o
LEUCEMIA | 226 NINOS ® 12 NiIfioS ANALIZADO
28 NINOS
PRE-PFRE-D ¥ 1 % e *"es% s | 2e%
(Comeén)
PRE-D 70 N% -— 0% " 4%
PRE—-T 29 3% 2 16.6% ' %
T 29 3% 16.8% — o%
® 3 % - 0% - o%
[numm' ’ % - o% r 2%




TABLA No. 7

TABLA COMPARATIVA DEL PRESENTE ESTUDIO EMPLEANDO ANTICUERPOS
MONOCLONALES CON OTROS GRUPOS DE TRABAJO

PRE — PRE — B8 {Comuin)

INDIFERENCIADA

THIEL ROBERT  anAtisaco | nosemr® LSNP0 | moserT® L SN%00 .

8MA 020

HLA—OR NP - -— -+ -—
aMA 030

oxT 3 NP - - - -
suA 040

oKT ¢ we - - - -
oA 0120

CALLA * + + + -
ne NO  PROBADO

» NO  ESTUDIADO

-0~
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Por medio de este trabajo se demostrd gque los anticuerpos
monoclonales identifican con mejor precisidén la linea ce
lular involucrada; 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 citoquimicas no se logra -
hacer este tipo de diferenciacidn, siendo de gran ayuda-—
para el médico ya que de ello depende gque se le de el txa
tamiento adecuado al paciente. Se hizo seguimiento duran
te el desarrollo del trabajo de la evolucién clinica de-
los pacientes con el objeto de valorar el pronSstico de-
pendiendo del tipo celular, siendo de mejor prondstico -

las leucemias poco diferenciadas.

E£ste procedimiento desde el punto de vista técnico requie
re cierta habilidad pero es posible efectuarlo de manera

rutinaria en los centros hospitalarios.
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AP ENDTICE
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MATERIAL

- 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 S0 ml
- Vaso de precipitado de 10 ml
= Tubos de vidrio de 16 x 150 mm
- Tubos de Qidzio Qe 13 x 100 mm
= Tubos de vidrio de 10 x 25 mm
- Tubos de ensayo (EPPENDORF)

- Pipetas graduadas de 10 ml

- Pipetas graduadas de 5 ml

- Pipetas graduadas de 1 ml

- Pipetas graduadas de 0.2 ml

= Pipetas pasteur larga

- CSmara himeda

= Refrigerador

- Balanga analftica
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Microscopio de luz visible

Microscopio de inmunofluorescencia

Potencifmetro
Portacbjetos
Cubreobjetos
Centrifuga
vidrio de reloj
Cajas petri
Vaso coplin
Reloj de intervalo
varilla de vidrio
Bulbo
estufa a 37°

Lipiz diamante

Agitador con barra magnética

Termémetro de =10°C

Embudos

a 100°C

Frascos ambar de 100 ml a 1 litro

Piano counter de dos .teclas

Pipeta automitica de 500 microlitros

Pipeta automdtica de 100 microlitros

Pipeta automitica de

Pipeta automiatica de

S50 microlitros

5 microlitros
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SEPARACION DE LINFOCITOS

REACTIVOS :

Fycoll - Hypaque (MICROLAF)

AMORTIGUADOR PBS (pH 7.2 - 7.4)

l.- 500 ml de agua desionizada

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

3.- Agregar 4 g de NaCl al agua en el recipiente

4.~ Agregar 0.10 g de KC1 a la solucidn en el recipiente

5.~ Agregar 0.10 g de xzm’o4 (fosfato de potasio monobidsico)

6.~ Agregar 1.08 g de NajyHPO, . 7 H,0 (fosfato de sodio aibsa
sico heptahidratado) a la solucién en el recipiente

7.- Mezclar hasta disolver

8.~ Quitar la barra magnética de la solucién, el pH debe ser
ide 7.2 - 7.4

9.= Guardar la solucién de 2 = 8°C , etiquetando el recipiente

PROCEDIMIENTO =

1.~ Tomar una muestra de 5 a 10 ml de saﬁgre periférica con
3 o 4 gotas de heparina ( 100 U.I p;:r ml )

2.- Diluir al doble con amortiguador de PBS pH 7.2 - 7.4

3.- Estratificar 3 partes de la sangre diluida sobre 2 par-
tes de Fycoll - Hypagque en un tubo de ensaye de 13 x 100
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Centrifugar de 3000 a 3500 rpm durante 17 minutos
Separar la fraccién de linfocitos (separados como una -
capa de células en la intertase). con la ayuda de una -
pipeta pasteur.

Transferir la capa de cé{ulas a un tubo de ensaye de 13
x 100 mm y lavar las células con amortiguador de PBS pH
7.2 = 7.4 por centrifugacién-a 3000 o 3500 rpm durante
5 minutos en tres ocasiones

Decantar el sobrenadante y resuspender en un minimo de
volumén, ajustando a la concentracidén de cilul;l adecua

das, pudiendo ser de 1 a 3 millones de células por mm3.
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IDENTIFICACION DE LA ESTIRPE LINFOCITARIA POR MEDIO DE ANTICUER

POS MONOCIONALES

REACTIVOS :

-AMORTIGUADOR TRIS pH 7.6

Tris-Hidroximetil Amino-Metano

NacCl

820 destilada

Ajustar a pH 7.6 con HC1l al 25%

Aforar a

Guardar en refrigeracidén en frasco S&mbar.

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

Tris pH 7.6

Suero fetal de ternera

ANTICUERPOS MONOCIONALES

Anticuerpo monocleonal

Tris pR 7.6

6.05 g

5.8 ‘g

850 ml

1000 ml1

95 ml1

5 ml

5 microlitros

245 microlitros

BMA 010 w=m—= PansLeucocytes (panel de leucocitdn)

BMA 020 —--=-- B-Lymphocytes,Ia DR

(Ia = antigeno asociado a

la respuesta inmune)

(DR = regién DR HLA(hiasto

compatibilidad).
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BMA 030 ==w=- Pan T-Lymphocytes (panel de linfocitos T)

BMA 040 ~—== Helper T - Lymphocytes (linfocitos T de ayuéa)

BMA 060 ~=m= Thymocytes {timocitos)

BMA 090 === Transferrinreceptor (receptor para transferri

nas)

BMA 0120 ==== ¢cALL (linfocitos-B asociado al antigeno}

ANTI=-IgG de ratén conjugado con fluoresceina (conjugado)

Conjugado 5 microlitros

Tris pH 7.6 : 95 microlitros

GLICEROL AL 10%

Glicerol Q.P 1 ml

Tris pH 7.6 9 ml

PROCEDIMIENTO :

1.~

2.~

3.~

Colocar 50 microlitros de cada uﬁo de los anticuerpos -
monoclonales en tubos de ensaye de 10 x 25 mm v agregar
S0 microlitros de la suspensidn de linfocitos

Incubar 30 minutes a 4°C '

Hacer tres lavados a 3000 revolucionaes pox minuto (rpm)
cada uno, con 500 microlitros de tris pH 7.6 + SFT 5%
Después de la dltima centrifugacién, tirar el sobrena-
dante, resuspender en un minimo dé volumen y adicionar
SO0 microlitros de conjugado con fluoresceina

Incubar 30 minutos a 4°C
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Hacer tres lavados a 3000 rpm cada uno, con 500 microli-
tros de tris pH 7.6 + SFT 5%

Después de la tiltima centrifugacidn, tirar el sobrenadan-
te, resuspender en un minimo de volumen y adicionar una -~
gota de glicerol al 10%

Montar las laminillas, colocar una gota de cada uno de -
los tubos en un portacbjeto limpio, previamente marcado -
con cada anticuerpo monoclonal y colocar el cubreobjeto

Leer en el microacopio de fluorescencia.
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PEROXTIDASA

FUNDAMENTO DE LA PRUEBA :

La enzima mieloperoxidasa de las células mieloides -
actiia sobre el perdxido de hidrégeno descomponié&ndolo en agua
¥ un superéxido, contando con un sistema indicador al cual se
oxida (Bencidina, amino carbazoles y O-tolidina) se puede va=-

lorar este efecto.

- REACTIVOS :

FORMOL - ETANOL

Formol 10. m1

Etanol _ 3 - 90 ml-

MEZCLA DE TINCION

Etanol al 30% (vol/vol) 100 m1
Dicloruro de bencidina 0.3 ml
anO4. 7 Hzo 0.132 M 1.0 ml

Acetato de sodio trihidro (Nac28302. 3820)--—--- l.0 ml

Perdxido de hidrdgeno al 3% (Hz03) —-=~==e=--== 0.9 ml

NaOH 1.0 N l.5 m1

Safranina 0.2 ml
NOTA: 2nS0,.7H,0 con P.M de 287.54 para una solucién 0.132M

se pesa 3.8 gramos.
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Log reactivos deben adicionarse segin el orden dado. El diclp
ruro de bencidina puede contener alqin material insoluble y -
por la adicidén del ZnS0,4 se forma un precipitado, el cual se-
disuelve con la adicidén de los reactivos restantes.

El pH debe ser 6.0 £ 0.05 , me filtra la sal ¥ se conserva en

frasco Smbar a temperatura ambiente, varios meses.

PROCEDIMIENTO :

1.~ Los frotis de sangre periférica o médula Ssea, se secan
al aire y se fijan sumergiendo las laminillas durante =-
60 segundos en la solucién fijadora (alcohol-formol) a
temperatura ambiente

2.~ Lavar las laminillas por 30 segundos con agua destilada

3.~-  Sumergir las laminillas en la solucidn de tincién Qurap
te 30 segundos y secar totalmente

4.~ ‘Contratefiir con safranina un minuto, lavar con agua des

tilada

Se= Observar al microscopio con objetivo de inmaersién.

INTERPRETACION 3
Cuando existe la ﬁnzima mieloperoxidasa en los blastos, se ob

servan como granulos color negro, tomancio como- referencia al

neutréfilo (25).
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TINCION DEL ACIDO PERYODICO DE SCHIFF (PAS)
FUNDAMENTO DE LA PRUEBA :

El &cido peryddico oxida los glicoles a alde¢hidos,
los cuales reaccionan con el schiff, liberando fucsina y tifien
dose los compuestos celulares que contienen compuestos oxida-—
bles. En las células de Vl'.a sangre y de la m@dula Ssea, el glu
cdgeno parece ser el compuesto principalmente responsable ya

que la tincifn puede ser blogueada por digestién con amilasa.

REACTIVOS :
FORMOL
ACIDO PERYODICO
Acido peryddico 2.5 g
Agua destilada $00 ml
REACTIVO DE SCHIFF
Fucsina bisica 1 g
Agua destilada hirviendo 200 m}
enfriar a 50°C y agregar =
xél w 50 ml
enfriar a 25°C y agregar :

2.5 g

Maetabisulfito de sodio
Conservar en la oscuridad, después adicionaxr 0.5 g de carbén
activado, agitar per un minuto, filtrar y guardar en un fras-

co Smbar en refrigeracién.
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METABISULFITO DE- SODIO AL 0.5%

Metabisulfito de sodio lg

Agua destilada

200 ml

PROCEDIMIENTO @

l.=-

fe=

10.-

11.-

Los frotis de m&dula Ssea se secan al aire y se fijan=-
con vapores de formol, durante 5 mi'nutos

Lavar con agua corriente durante 15 minutos

Lavar con agua destilada dos veces, dejar secar total-
menteé

Colocar los frotis en un wvaso coplin con &cido peryod}i
co durante 10 minutos

Lavar con agua destilada y secar

Colocar los frotis en un vaso coplin con reactivo de =~
Schiff durante 40 minutos en la oscuridad

Colocar los frotis en un vaso coplin con metabisulfito
de sodio al 0.5% tres minutos, en tres ocasiones, eli-
minando el metabisulfito cada vez

Lavar con agua destilada tres veces, tres minutos, de~
jar secar

Contratefiir con hematoxilina de Mayer durante 10 minu-~
tos

Lavar con agua destilada y secar

Observar al microscopio con objetivo de inmersién
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INTERPRETACION :
El tejido linfoide tiene gran cantidad de glucégeno, los blas
tos pueden presentar una positividad y es proporcional a la -

cantidad de glucfgenc que contiene la célula (13,14).
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S UD AN NEGRO B
FUNDAMENTO DE LA PRUEBA :

El sudin negro B tifie gran variedad de lipidos in-
cluyendo las grasas neutras, fosfolipidos y esteroles, tambien
:colorea algunos componentes celulares que no son lipidos, co-
mo se demuestra por la imposibilidad de eliminar completamene
te el colorante, en los disolventes de los lipidos como la =
acetona.

En los leucocitos la sudanofilia corre paralela con la reac-
cidn de la peroxidasa, los linfocitos y los linfoblastos no -
se tifien con el sudian negro B, mientras que los precusores de
los eritrocitos y los monocitos inmaduros muestran caracterig

ticas patrones de tincidén.

REACTIVOS :
FORMALINA
SOLUCION AMORTIGUADORA

Fenol 80 g

Etanol 150 ml
NaHPO, : 1.5 g
Agua destilada aforar a 500 ml

SOLUCION STOCK DE SUDAN NEGRO B

Alcohol etfilico absoluto 100 m1

Sudén negro B 0.3 g
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SOLUCION DE TRABAJO

sud&n negro B 30 ml
Solucién amortiguadora 20 ml
GIEMSA

PROCEDIMIENTO :

l.=- Los frotis de médula Ssea se s?ean al aire y se fijan -
con vapores de formalina Qurante 15 minutos

2.~ Sumergir las laminillas en la solucién de trabajo en un
vaso coplin durante 45 minutos-

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

4.=- Contratefiir con giemsa por 10 minutos, lavar con agua -
destilada y dejar secar

S5a= Observar al microscopid con el objetivo de inmersién.

INTERPRETACION :
La reaccién se observa positiva, con granulos de color azul -

intenso en 1os mieloblastos (21),
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FOSFATASA ACIDA

FUNDAMENTO DE LA PRUEBA

La fosfatasa dcida es una enzima que se encuentra -
presente en los linfocitos, células plasmaticas, monocitos y
plaquetas. En esta tincidn el citoplasma de las células se ti

fien de color rojo, cuando se encuentra la presencia de la en-

zima.

REACTIVOS :
AMORTIGUADOR FORMALINA-ACETONA DE FIJACION pH 6.6-6.8

Fosfato de sodio dibasico (NaZHP04) 0.2 g

Fosfato de potasio monobdasico (KHZPO4) ————e—ceme———- 1,0 g

Agua destilada 300 ml1

Acetona 450 m1

Formalina 250 ml

‘Guardar en refrigeracidn.

NITRITO DE SODIO AL 4%

Nitrito de sodio (Q.P) 4 9
100 ml

Agua destilada

SOLUCION DE PARAROSANILINA (preferencia quimica sigma)

Parayrosanilina hidroclorada 1.0g9
Agua destilada 20 ml
5.0 m1

HC1l (Q.P)
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Mezclar de 10 a 15 minutos hasta gque la pararosanilina se di-~

suelva ¥ almacenar en un cuarto 0scurc.

ACIDO ACETICO 1IN

Acido acético glacial 6.0 ml

Agua destilada 11t

AMORTIGUADOR DE ACETATO 0.1 N pH 5.0

Acetato de sodio (CHSCOONa. 3H,0) 4.797 g

_ Acido acétice 1 N 14.75 ml

Agua destilada aforar a 1 1t

Guardar en refrigeracidén.

SOLUCION A

Nitrito de sodio al 4% 1,2 ml

Solucién de pararosanilina 1,2 ml

SOLUCION B )

Naftol AS-BI (7~bromo-3 hidroxi-2-naphto-O aniasidide)-- 20 mg

N, N~ dimetil formamida 2.0 ml
35.6 ml

Buffer de acetato 0.1 N , pH 5.0

En aste orden mezclar y usar

MEZCLA DE INCUBACION
Mazclar 1a solucidn B + solucidén A , ajustar el pH 5.1 con

NaOH saturada, filtrar en un vaso coplin y usar.
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VERDE DE METILO AL 1%
l g

100 ml

Verde de metilo

Amortigquador de acetato 0.1 N , pH 5.0

PROCEDIMIENTO :

1.~ Colocar los frotis de médula ésea en un vaso coplin con
amortiguador formalina - acaetona de 4°C . a 10°C durante -
30 sege.

2.~ Lavar los frotis con tres cambios de agua destilada

3.~ Pasar los frotis a la mezcla de incubacidn, durante 60 -
minutos a 37°C

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

5.~ Pasar los frotis al vaso coplin con verde de metilo al 1%
durante dos tiinutos

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

7.~ Observar al microscopio con el objetivo de inmersidn.

INTERPRETACION :

8

Los blastos que poseen la enzima, presentan una coloracidén

Jiza perinuclear (2,10).
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