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INTRODUCCTION

La anemia aplastica adquirida es una afeccién pocd frgbuéﬁtg_ﬂ~zf

en pediatria, y que se acompafla de un alto riesgo de”mb?talidad

es definida como una enfermedad que se caracteriza pdr uniip nci”"

topenia en sangre periférica, hipocelularidad variable de médula” ”

6sea o bien ausencia de células.

Por otra parte la hemoglobinuria paroxistica nocturna es una-
enfermedad clonal rara de hematopoyesis, la cual afecta primor--
dialmente a las células rojas maduras; en ambas enfermedades la-
hipocelularidad es caracteristica que las asocia; sin embargo la
relacién clinica entre estas dos enfermedades ain permanece oscu

ra.

Debido a la similitud clinica entre estas dos enfermedades se
procedio a investigar en nuestra poblacién pedidtrica la posibi-
lidad de que se presentase una hemoglobinuria paroxistica noctur
na entre los nacientes diagnosticados como anemia apléstica, uti
lizando pruebas de laboratorio en donde se someten los eritroci-
tos a la accidn litica med;ada por el complemento: y al mismo --

tiempo obtener datos de pronésticos favorable para la anemia ---

apldstica en la poblacidén infantil de este centro.
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sin embargo es-

‘conocido que en los paises asiaticos ¥y en aigunos paIses de Lati
noamerica es mayor la incidencia. Se han realizado estudios que
demuestran que la anemia apléstica es también muy prevalente en-
México, ésto es en parte, por los factores géneticos heredita---
rios de los mexicanos con el indigena de origen asiitico. Se ha

cbnsiderado que el relativo porcentaje de incidencia en japone--
.6e8, coreanos y mexicanos puede reflejar una susceptibilidad ra-
cial genéticamente determinada. Asf{ pues, mientras en .Suiza la
mayoria de los casos de anemia aplastica, ocurren en personas ma
yores de 50 afios, esta enfermedad en Asia y México ocurre predo-
minantemente en la edad adulta, sin embargo se ha encontrado que
1, 000 nifios hospitalizados por 48 horas o mas en 4 hospitales--

pedidtricos de la ciudad de México tienen anemia apléstica.(2,3)

En un estudio similar realizado en los hospitales pedidtricos
equivalentes en Argentina, Chile, Venezuela y Costa Rica, cuya--

poblacidn, posee un componente indigena menor que el de la poblsa



cidn dg.México o Peri, el indice fue de 0 12 0 56 por 1, 000 in-

ternamientos. Por otra parte los estudio‘ lizados en México.

pueden ser puestos dentro de:las perspectivas por comparaclon -
con un estudio a gran escala- interinstitucional 11evado a cabo-
en los 37 centros médicos principales de los U.S.A.. Inglaterra-
y Sudafrica; en los que se observdé un aumento de 110 casos en 4-
afios; ademds de que el estudio realizado por 1la cooperﬁtiva para
el estudio de la anemia apldstica, junto con los 352 casos de---~
los 30 principales centros médicos de Europa, permiten estable--
cer tal comparacidén, donde se observdé que en México hay predomi-
nio de pacientes més jOvenes que en los casos europeos. (las eds
des medias fueron 40.3 y 47 aflos en las 2 series estudiadas re--

cientemente en México) (3)

La anemia apléstica es una enfermedad con un alto porcentaje-
de mortalidad. Estudios hechos por A, Horman y colnboradéres(d)
en un grupo de pacientes a quienes evaluaron hasta su muerte por
un periodo aproximado de 4 afios, obtuvieron como resultado las--
curvas de supervivencia que muestran una figura bifdsica con un
paso inicial que declina hasta cerca de 3~6 meses después de ini
ciada la enfermedad. Los resultados sugieren la existencia de--
formas diferentes de anemia apldstica: una severa de curso fatal
y rdpido, y una moderada que se extiende durante muchos meses o-

ain afios con una baja mortalidad o finalmente supervivencia,

Entre los agentes fisicos o quimicos agresores de la médula--

ésea, se pueden establecer dos grupos: los que causan un dafo---



.Dehtr
tran: rayos Ssustancias radiocactivas, principalmente eﬁfsoras-

ﬁé‘rbios gamma

vs}gséguﬁdd grhpO'es mas.numeroso. Su éfecté depresor. hemato-
k ﬁéyégiéo;néyest;:relacionado con la sustancia en sf, ni con la—-—
déqiﬁ;lsu”efecto adverso depende ampliamente de la constitucidn-
'ael indi&iduo. Existe una susceptibilidad fndividual a estog——=
;ﬁenfeﬁicualquierﬂ que sea su naturaleza. Este grupo lo forman-
 su$cAncias antibacterianas, antiparasitariaes, anticonvulsivantes
antitiroideas, antidiabéticas, antiinflamatorias, antihistamini-
ﬁas. psicotrdpicas, diuréticas y otro tipo de agentes terapéuti-
cos, junto con insecticidas, solventes, metales, virus y bacte--
rias; que poseen una actividad depresora hematopoyética extrinse
ca, dando lugar a fallas hematopoyéticas tales como: disminucién
del nimero de células madre hematopoyética normales, células ma-
dre hematopoyética anormales, disminucién de la capacidad de au-
torenovacién, balance anormal de replicacién y diferenciacidén;--
inhibicién de modificacién de la célula madre hematopoyética nor
mal, microambiente anormal de la médula Ssea, falta de cofacto==-:"

res hematopoyéticos humorales y celulares. (&)

Es interesante notar que en paises como Japén, Corea._TaiQanQ‘




més probable de.anemia épiéégiéaben~apro
'!dé'i3§ c£§6§‘5§b0nese§, miéntrss que en México; léjéﬁ'eifuséydef
1ns;cti§idasr(ﬂ;D.T.)'y benceno. El cloranfenicol . parece séf—--
una causa poco frecuente de anemia apldstica en México, &sto es-
una sorpresa en vista de su amplio e irrestringido uso, se han--
hecho revisiones cuidadosas de historias médicas, visita a casa-
de pacientes por trabajadoras sociales, examinacidn de botiqui--
nes de los mismusv, entrevistas a médicos particulares a los que-

acuden; llegando a la conclusidén de que el cloranfenicol no es--

‘la‘causa més. comidn de la anemia aplastica en México. (3)

} Aproximadamente 0.3 a 5.0% de casos de anemia apléistica, son-
secundarios a hepatitis (generalmente no A no B) sin embargo, --
cerca del 25% de los pacientes con esta enfermedad tienen anorma
lidades funcionales hepdticas en el diagnéstico clinico; posible

mente reflejan infeccidn subclinica a exposicidén a una droga he-



patotéxica{

~general severa, sin embargo, una hepétitisypoét

mla é§1és£ica tiene un pobre pronéstico

Existe muy poca informacidn recientelsobr

tre la hepatitis viral y la post—hepéti‘ls

una alta mortalidad (cerca del 88%) (8)

Otras infecciones asociadas’'en forma:

apléstica son la mononucleosis infeccios

brucelosis. (9}

La anemia apléstica severa la chal;ﬁpé&;iseryfdtai'haisidb-——
vista durante largo tiempo como un fenémeno raro e ideosincrati-

co.

Las caracteristicas generales, involucradas para el diagnéstji
co de anemia aplastica en sangre periférica y médula ésea cursan
con una pancitopenia severa {(leucopenia, trombopenia y reticulo-
penia). Los eritrocitos de estos pacientes presentan morfologfa
: y funcionalidad aparentemente normales, en ocasiones son macroci

ticos.

La médula &sea aparece hipocelular, pero puede cursar con una
hipercelularidad aparente, con aumento de la grasa medular y tam

bién células del estroma (linfocitos, células pldsmaticas y mas-



tocitos).[ésto es observable“tghpién'ep biopéia de.hyesé.‘_

En algunas ocaciones la puncién pued
,\otes de celularidad conservada y
‘ser dific!l; puede entonces recurrirs

es més. aproximativa para la evalua

fibri

médula, En ‘el mielograma debe obse;
na, células plésmaticas‘y 1infoide stequboﬁ;g-

Y. retlculina que estan presente pﬁc entes con=~ "

,'anemla apléstica.

"fﬁlihiérro sérico esté auﬁéntddq Y coeficiente de éaturg

éion“témbiéﬁ elevado.

EQ interesante pero esté todavsa por exélicarse, el hallazgo-~
ocasional de una tasa elevada de hemoglobina fetal. Bstudios---
realizados por Bloom y colaboradores {(10) indican que la concen-
tracién de la hemoglobina fetal esti relacionada con la severi--
dad de la anemia apléstica y puede ser un valor pronéstico en la
mayorfa de los pacientes con esta enfermedad, ya que los resulta
dos obtenidos por ellos sugieren que un alto nivel de hemoglobi-

na fetal es de buen pronéstico.

Por otra parte el pronéstico de pacientes con anemia aplasti-
ca ha sido estudiado en relacién a la rapidez del inicio, edad,-
sexo, reticulopenia, anemia, volumen corpuscular medio, neutrope
nia , celularidad de la médula, anormalidades ultraestructurales

de la médula ésea, ferrocinética, y resultado de los escrutinios




de la'médulé ésgan

~En médula Ssear---
{nhipocelularidad severa y moderada menor al 30% de células precur
Lsoras hematopoyetlcas. (7); existe cierta arbxtrariedad en elwe-
7 .uso de”estos criterios estandar, debido a la facilidad de compa-
:racién de' los pardmetros en estudio. Ademds estudios hechos por
~:la cooperativa europea correlacionan el pronéstico de la enferme
dad con las condiciones del paciente en los primeros tres meses-
de iniciada la enfermedad, el reposo suficientemente adecuado---
del paciente durante este tiempo asi como una recuperacidn hema-
tolégica adecuada duranate el mismo sugieren que los pacientes-

con anemia apléstica tendré&n un buen pronéstico.

Nuevos descubrimientos terapéuticos para ?l tratam.ento de la
anemia apléstica han emergido, sumédndose a la terapia convencio-
nal con andrégenos; por lo que el litio y recientemente el trans
plante de médula 6sea halogénica ofrecen la oportunidad de una--
recuperacidn completa siempre que se cuente con un donador con--
HLA similar disponible, segin estudios realizados por C. Hershko

y colaboradores. (11)

Para la seleccidn del método terapéutico mas apropiado, se re

quiere de factores de pronéstico reales.



posibilldéd de que se trate de un

es la Hemoglobinuria Paroxistibé' obre‘tpdd'éi——v\;

ts enfermedad (HPN)=-

clinicamente es similar,o:éuréa cor grhh'anemia‘apléstica con --

i las,sigﬁientes caracteristigaé:‘;e@éépenia y trombocitopenia con
o'sin“ret!culocitosis que‘;e aistingué por episodios espéntaneos
de‘hemélisis intravascular dando lugar a un aumento de la hemo--
globiha libre y disminucidn de haptoglobinas; presencia de hemo-
siderina y de hemoglobinuria. La hemélisis se presenta con ma--
yor frecuencia durante las goches, siendo relacionada a la rela-
tiva acidosis que ocurre durante el suefio, provocando un incre--
mento en la sensibilided de los eritrocitos a la lisis mediada--
por el complemento. Esta Busceptibilidad se cree que es por de-
fecto de la membrana del eritrocito, el cufl aiin permanece desco

nocido.

Estudios realizados por Dessypr{s Yy culaboraanres (13) quie--
nes expusieron precursores de células miefoides y eritroides al-
sistema hemélitico con sacarosa (CFU-E, BFU y CFUGM) demostraron
un decaimiento en el nimero de colonias de eritrocitos y células

mieloides en presencia de complemento pero no en su ausencia.

Estos resultados sugieren que la Hemoglobinuria Parox{stica--
Nocturna (CFU-E, BFU-E y CFUGM)expresa una anormalidad en la mem
brana de los eritrocitos y que la enfermedad es el resultado de-

un cambio que ocurre a nivel de célula madre hematopoyética plu-
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'rlpofenqiai; T

Nicﬁoisdn v, colﬁboﬁédorés (14)~e§tudiaian HPN-E {(eritrocitos-

; HPN) mediante 1 1izacion por isoaglutininss para medir--
la susceptibilidad a la llsis mediada por el complemento, obser-
varon que dlchos eritrocitos, pueden ser agrupados en base a es~
ta suscepptibilidad camo: Tipo I aquellos que se comportan como-
eritrocitos normales ¥ que s0n originados de células madre hema-
topoyética normal; Tipo II los cuales son 3 a § veces mis sensi-

bles que los eritrocitos normales y Tipo ITI a los que son 15 a

25 veces més sensibles al complemento.

La activacién del complemento que permite la lisis de HPN-~E--
“in vitro" puede provenir por la vfa clisica, por la via alterna

o por €l tratcmiento ficido de C_. que resulta en formacidén subse-

5
cuente del complejo litico de las prSteinas del complemento 65_9
Al mismo tiempo mediante las técnicas de inmunoprecipitacidn se

aislarén del estroma del eritrocito normal 2 ;roteinas que dismii
nuyen la estabilidad de la via clésica y alterna C3 convertasa,~
denominadas: Factor de Aceleracién Decayente (DAF) y CSbﬁ' Al--
aplicar la misma técnica pero ahora con HPN-E observaron que los

tipo I presentan C p Pero son deficientes en DAF, los tipg II--

3b
son relativamente deficientes en DAF y el tipo III muestran una-
ausencia total de DAF lo que sugiere que el DAF puede proteger -
las membranas de los eritrocitos normales de la enfermedad resul
tante de la activacidn del complemento autélogo. La base para el

diagnéstico de esta enfermedad es la susceptibilidad de los HPN-

E a la accién litica del complemento.
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_P'LANTEAMIENTO! DEL PROBLEMAY

En 1a’§ﬁemia épléstica se presentan caracteristicas clinicas-
tales ebmo: pancitopenia en sangre periférica e hipocelularidad
'variaﬁle eh médula dsea o bien ausencia de células, sin embargo,

‘ﬁn; de‘los problemas que presenta su diagnéstico es la asocia---
cién clinica de este padecimiento con la hemoglobinuria paroxis-
tica nocturna; por lo que motivo a hacer el planteamiento del es
tudio de niflos captados en el Hospital General del Centro Médico
" La Raza " con diagndstico compatible con Anemia AplAstica, pa-
ra observar si dentro de esta poblacidén de nifios podria encon---
trarse una Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna, y al mismo tiem-

po establecer un diagnéstico diferencial.
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Objetivo Generalt

Proporcionar alternativas a nivel laboratorio
'que 1iev§d'a esclarecer y coadyuvar al diagnéstico diferencial--

ae ;A Knemia AplAstica, asi como su valor pronbstico.
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" HI.P.O.T.E S'I.S

La hipoplasia celular que se presenea tanto‘éh la Ahemia ———
Apléistica como en la HemoglobinuriaAParoxistica‘Nocturna permi-
ten establecer una asociaqién clinica entré ambas;bpruebas de--
laboratorio como: " La prueba de nemélisis. de inulina ", " Prue
ba de hemélisis dcida " y " Prueba de.la hemélisis. de sacarosa"

proporcionan .un diagnésticO diferencial entre ambas.

Las pruebas de laboratorio tales como; " Determinacidén de he-
moglobina fetal " y la cuenta ae reticulocitos, pueden ser consi

deradas como valores prondéstico en la Anemia Apléstica.
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S MATERLAL

~ Algodén .

u; Bulgos‘ﬁari ﬁipétai?hsteur‘
- Céhgré;‘de ﬁédﬁahéf i
vaapg;ares“‘
‘é‘cﬁﬁrehematimefpo

= Cubféobjetos

;Crbnémetfq B ke  ;,;,

- Embudos de:vidrio, talle. largo y corto

Espétula

- Gradillas ﬁetélicas para éo tubos

- Jering;s de 5 y 20 ml

- Matraces aforados de 25 y 100 ml

- Matraces erlenmeyer de 25, 50, 250, y 500 ml
- Papel filtro !

- Papel pH

Papel parafilm

Pipetas graduadas de 0.1, 0.5, 1.0, 2.0.v5.0. ¥y 10 ml

- Pipetas para gldébulos blancos

]

Pipetas para hemoglobina

Pipetas Pasteur

Portaobjetos

- Probetas graduadas de S0 y 100 ml

Tubos de ensaye de 13 x 100, 12 x 75 y 15 x. 160
- Tubos cdnicos graduados : '
- Vasos de coplin -

- Vasos de precipitado de 10, 50, 160 y. 250 ml:
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Agitador mecdnico;

Balanza analitid&; ﬁégtlér‘ e

Balanza grénat;rié:;ﬁéii}‘p
Bafo Marfa; J. M. Orfi; o :
‘Centrifuga; Sol;Bﬁf
1.Espectofotémetro; E. Leiti‘

Microscopio de luz visibie; Cari'Zeﬁésd;!‘

Refrigerador a 4°C; General;Elerific:rri'



150 L0 GICO

Suero fresco (: ﬁon,cdmplemento)
Suero descomplementédo~ 

Orina
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L RERCTTVOS

‘éiqruro‘de

it

‘Clorhidrato de L-cfsteina al 10%-
‘‘Eter:etflico

Ferricianuro de potasio

Fosfato de potasio monobédsico

)

Fosfato de potasio dibésico

Heparina

Hidréxido de sodio 0.1 N

Inulina al 0.1%

Sacarosa al 9.2%

Safranina al 0.1%

Solucién salina al 0.85%

Sulfato de amonio al S50% de saturacién

Tolueno

La preparacién de los reactives se describe en el

dpendice " A ¥



alizaron a 105‘pa;}enféé due'édudiékbn'gl-

nematopedfatria ‘del Hospital General Céntro Médico

'coﬁ‘aiégnésticé de Anemia Aplastica.

PRUEBA DE HEMOLISIS DE INUFINA

FUNDAMENTO:

. Muller Eberhard observd que un complejo enzimatico
formado por las protefnas del veneno de la cobra y una protef-
na‘sérica humana era capaz de activar el complemento con un --

consumo de los (ltimos componentes ( C_, ~ Cg) sin afectar los-

3
primeros (clczcd). deduciendo entonces que debfa existir una -
" via alterna " de activaci6n del complemento. Tanto los poli
sfcaridos como la inulina son capaces de activar el proceso -~

alternativo de la secuencia del complemento.’

METODO:

1. Depositar 2 ml de sangre en un tubo de ensaye ?v»;f

de 12 x 75 que contenga 1 gota de Inulina ( 0.05 ml} .
2. Dejar reposar 30 minutos a temperatura‘éhbléht;
3. Centrifugar el tubo durante 5 minutosla‘z(soo
rpm, S

INTERPRETACION: i
La presencia de hemélisis en el plasma nos'iqdiban--'r
una prueba positiva ( + ); mientras que la ausencia dé(hemélisis'

denotar& la prueba como negativa ( - ).




FUNDAMENTO:

Los glébulos rojos de pacienfegvcon.h

normal compatible fresco acidificado a pH'G.S

la mfés especifica y debe dar negativa cuando.los

pio suero acidificado,

METODO: )
Preparacién del Tesiigo posl;iv&}
a) Tomar 4.0 ml de sangre del doﬂado%rén‘
de 13 x 100 que contenga una gota de heparina. :
» b) Centrifugar el tubo a 2, 500 rpm,bgliminar'e1-;
>plasmé;
’ ¢} Lavar con solucidn salina al 0.85% 3 veces,

d) Obtener paquete de glébulos rojos.

e) Preparar solucidén de L-cisteina al 10% y agre--
gér 1 ml de glébulos rojos obtenidos en el paso anterior, resba-
lando lentamente por las paredes del vaso y agitando lentamente.

f)} Incubar a 37°C durante 15 minutos { en el vaso}

g) Pasar a un tubo y centrifugar a baja velocidad
(1, 500 rpm ) durante 2 minutos, con el objeto de producir un --

aglomerado flojo de eritrocites.



NOTA::Manejar. la:
'5istmécén1CB‘

‘h)‘Lavaf.lqs,é

solucidn salina al 0.85% en el dltimo-lavado

Preparacién del testigo Normal: L
a) Tomar 4 ml de sangre del donadorign'uﬁ:tuﬁé d;-é
13 'x 100 que contenga 1 gota de heparing.x o : i
b) Centrifugar el tubo a 2, 500 rpm, eliminar él-—-
Vplasma. 7 w
c) Lavar con solucién salina al 0.85% 3 veces,
d) Obtener paquete de gldbulos rojos.
e) Diluir al 50% con solucidn salina al: 0.85% has-

’ta él momento de utilizarlos
Prepafacién de eritrocitos del paciente al 50%:
a) Tomar 4.5 ml de sangre del paciente y colocar--
Wloéreh'un‘tubu de 13 x 100 que contenga 1 gota de heparina.
b) Centrifugar a 2, 500 rpm durante 5 minutos.
c) Eliminar el plasma.
d) Lavar con solucidén salina al 0.85% 3 veces.

e) Obtener paquete de glébulos rojos



"tos. (suero descomplementado).

momento deutilizarlos. (suero con complemento).

d) En otro tubo se toman 2 ml. de suero.

e) E1 tubo se bone a bafio marfa a 62°C durante 3 miny

Montar una serie de tubos de 12 x 75 en una gradilla ba

jo el siguiente esquema:

SOLUCIONES TUBOS

I (ml) IT {(ml) I1I (ml)
HC1 0.2 N 0.05 0.05
Suero Fresco
(ean caplenento 0.5 0.5
Eritrocitos del pacien—
te al S0 0,05 0.05 0.05
Suerp descarplementado, 0.5
Eritrocitos "N (narmal)
al 5% . €.05 0.05 0.085
Eritresitos Testigo
ol 5% 0.0% 0.05 0.05
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- Tapar los tubos con -papel parafiim;

- Mezclar suavemente e incubar a 37°C'eﬁ*bayo’méri; i

durante 1 hora.
< Sacar los tubos'del bafio y me;clérjsuav

- Centrifugar a 3, 400 rpm durante 5 ﬁi"

INTERPRETACION:
Comparar la hemélisis obtenida en losftubés;degla éélug;
na I1 con respecto de la serie I y II. que no qebghrdg mostrar-=-"

hemélisis.
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* PRUEBA DE LA HEMOLISI

FUNDAEENTO{
‘ E : Cuaﬁdo se suépenden
1u§ié£ de sacarosa y. suero freécoVnOvs  ;qsm6t§ea1‘

debido aque su membrana;resisté'ég' ':Lbé e;itrp-'
citds de hemoglobinuria paboxfs:iéh rna én¥cémﬁi8 sufreﬁ -
115;5 por este tratamiento. Es posible que la baja fuérzs iéni
ca ﬂé la solucidén de sacarosa que se emplea, aumenta la unién -
‘de éomponentes del complemento a la membrana del eritrocito pro
duciendolesiones en la membrana que lleven a la pérdida del con

tenido celular y finalmente a la lisis.

METQDO:
a) Se emplean las mismas muestras y diluciones que-
se utilizaron para la prueba de 1la hemélisis.écida { HAM ).
b) Preparar al momento de iniciar la prueba una so-
lucién de sacarosa al 9,.2% en solucién reguladora de fosfatos. .
Montar una serie de tubos de 12 x 75 bajo el siguien

te esquema:



/'SOLUCIONE

‘Eritrocit
% pacxente al 50%

Eritrocitos M
(normal)al 50% :

Eritrocitos deli
Testigo{+)al 50%

- Tapar los tubos con pabel paréfil
- Mezclar suavemente e incubar aﬁtéﬁperaturh ambie te‘

durante 30 minutos. -
- Mezclar suavemente al termino defiﬁ

- Centrifugar a 3, 400 rpm durante S5 minutos

INTERPRETACION:
Comparar la hemdlisis obtenida en los tubos de la co-
lumna I1 con respecto de las series I- y‘III. »ue no deben de. «-

mostrar hemélisis. .



'etal a pesar de ser el--
xperiodus Dre y. post-nata-

11es recientes ‘en-'algunas anomalfas de

\fterminadas geneticamente y en algunos desordenes hematologxcos-

”:adquiridos como son' Talasemxa, Anemia Aplédstica, anemia de- cé-

'J ulas falciformes. ciertas formas: de -leucemia y muchas. otras---i
“mas. La hemoglobina fetal y la hemoglobina de Bnrt. relatxva--‘
'mente son’ mucho mas'resistentes a la desnaturalizacion por los-'
N élcalis que otro tipo de hemoglobinas, Esta propiedad se ha em
pleado_.extensamente para cuantificar la hemoglobina por proba;;
Yy exactaménte después de transcurrir un minuto se detiene 1la ;—
reaccidn aéicionandovsulfato de amonio. a media satﬁraclén deter
minando asi la cantidad de hemoglobina no desnaturalizada foto- ~

colorimetricamente a 550 nm de longitud de onda.

METODO:

Preparacién del hemolizado normal:
a) Obtener sangre total del paciente.
Q) Separar el plasma.
c) Lavar de 3 a 4 veces con solucién salina ai -
0.85% (para eliminar proteinas del plasma).
d) Agregar agua desmineralizada { vol-vol) segln -
ia pantidad de paquete que se obtenga (para lisar la membrana -

de los eritrocitos).
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e) Afadir gotas de tolueno (para eliminaripri

f) Centrifugar-20 minutosi‘a 2

g) SepararVédn“éﬁiﬂgd

el sobrénadaﬁfg:y Tiltra;

graduado).
F‘V = volumen a determinar

C, = . concentracidén total del volumeh (Vi)~;

f
!
i
i
{

=:¢oncentracidén de 10 g. de hehoglobiﬂhﬁ

NOTA: Para esta prueba se utiliza como gohtrol —_—

sangre de cordén umbilical. Asi‘ténéo*l

muestra como el control se.ajustan

Preparacidn de Mezcla de reaccidn:

| - Filtrar de 30 a 35 ml de una solucién de:(S0,),
NH,al 50% de saturacidn.

- De esta mezcla tomar 20.4 ml, colocarlos en un -

matraz y agregar 9.6 ml de NaOH 0.1 N-a esta mezcla se rotu
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la'como " Mezcla'de 'reaccién

.- Colocar:e

0.1 'ml "del hemol

ltradb se.

‘fci§QLy=O.i del-hemolizado ajustado a 10:&#; os
i : Filtrar en un-tubo que se rotula’como

_ Agregar en otro tubo 2.0 ml de ia;me?pi;‘dé reaco-
ci6n y 2.0 ml del filtrado del tubo II. - :

- Rotular como 50%.

a ‘550 nm.
NOTA: Utilizar como blanéo la '"mezcla de reac-«
cién” v '
CALCULOS:
Hbfetal= Absorcién- del tubo al- 100% X100

Absorcién del tubo al 50%(2)

VALORES DE REFERENCIA:

0.3 - 1.6 mg/ %X -



tes con heﬁﬁlisis‘intravasdular, hemoglobinemia y hemoglobinu--
ria, y 'en pacienteé‘con hemoéromatosis; y puede ser demostrada
en forma de grénulos libres, o grdnulos en el interior de las--

células epiteliales. La tincidén se basa en la reaccidn bien co

nocida del azul de prusia. El hierro iénico reacciona con una

solucién de ferrocianuro dcido para dar un color azul.

METODO:

1. Obtener muestra'de oriné;dgi ﬁéh;éhté

NOTA: Esta.debe ser obtenida e un recipiente: "li- .

;frptis‘con éter durante 10 segundos.

;
i
§
|

,5.‘Sumé}gir;él frotis en azul de prusia durante lh.

\ NQi'.fEl azul de prusia debe ser filtrado antes de

utilizarse.




‘6. Tefiir con safran

'NOTA: ‘La-safrani

se encuentra una’coloracié
en‘la regién 'perité“ri'c'ade-
derina (¥ ‘)"posirfh’la. ;

las ¢élulas’‘epiteliale

-

Preparacién del ﬁ!ﬁt;eriél “Yibre ‘de'vt}fer}‘d"' ver inciso f del =~ |

épéndicre’ "T
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¢cAPI.TULO IV
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CROEYS USLITAD 0.8

'Hospital'qeherﬁﬁfcén—t .

ente para llevar ‘a cabo ‘las pruebas de diagnéstico
H diferencial .se tomaron muestras de sangre periférica del pacien
f?te},asi'como'sangre venosa de un donador con el mismo grupe san

f:gﬁineq del paciente; los resultados obtenidos de estos analisis

eépeciales se resumen en la tabla 4.

La tabla 1 y griafica 1 nos muestran la frecuencia de edades
de los pacientes estudiados;. asimismo en: la tabla 2.y gréfica-
2 se observa la distribucidn por sexcs que 'se presenté en el--

padecimiento.

En'lalta

tria hematic



Tian s

presentaron:los. pacientes:en el momento de la determinacidén de-

las pruebés;,;Leucocitos maydfeé de 4,000 (47%), menores de ==--

4,000 (53%) plaquetas mayores de. 20,000 (70%), menores de ---

20, 000 (30%). reticulocitos mayores de 1% (57%) y menores de 1%

(30%).

En la-gréfica 6, se manifiesta el porcentaje de pacientes con
una emoglobina fetal mayor de 400 mg/100ml (60%), as{ como los -

que estan por debajo de este valor (40%).

Las gréficas 7, B y 9, nos exponen la relacién que existe en-
tre la hemoglobina fetal total, el porciento de;reticulocitos‘y—

la supervivencia.



-.35"-

10

11

12

s

19 -

T10¢

13

13700

13. .

10

.lq




- .36

FRECUENCTA VDE

SEXO

FEMENINO

MASCULINO
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TABLA 3

FRECUENCIA DE FACTORES PREDISPONENTES EN LA ANEMIA

APLASTICA EN EL GRUPO DE NIROS ESTUDIADOS

AGENTE “No. DE PACIENTES X

INSECTICIDAS i2

“'IDIOPATICOS 9

PESTICIDAS Y DESINFEC-

4 . 13

TANTES., s
PINTURAS Y SOLVENTES 3 110
‘MIELODEPRESORES 1 ’ S 3

CLORAFENICOL T SR ’ -
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TABL-A 4

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS A LAS QUE FUERON SOMETIDOS LOS

PACIENTES ESTUDIADOS CON DIAGNOSTICO DE ANEMIA APLASTICA

PACiENTE PRUEBAS DE
HENOSIDERINA SACAROSA HAM (ACIDA) INULINA

~ 1 negativo negativo negativo negativo
20 negativo negativo negativo negativo
"3 negativo negativoe negativo negativo
4 negativo negativo negativo negativo
5 'negativo ‘negativo negativo negativo
6 negativo negativo negativo negativo
7 negativo negativo negativo negativo
8 negativo negative negativo negativo
9 negativo negativo negativo negativo
10 negativo negativo negativo negativo
11 negativo negativo negativo negativo
12 negativo negativo negativo negativo
13 negativo negativo negativo negativo
14 negativo negativo negativo negativo
18 negativo negativo negativo negativo
16 negativo negativo negativo negativo
17 negativo negativo negativo negativo
i8 negativo negativo negativo negativo
19 negativo negativo negativo negativo
20 negativo negativo negativo negativo
21 negativo negativo negativo negativo
22 negativo negativo negativo negativo
23 negativo negativo negativo negativo
24 negativo negativo negativo negativo
25 negativo negativo negativo negativo
26 negativo ’ negativo negativo negativo
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T AB LA 4 {continuacién)

“PACIENTE PRUEBAS DE
: HEMOSIDERINA SACAROSA HAM (ACIDA) INULINA

27 negativo negativo negativo negativo

28 negativo negativo negativo negativo
29 negativo negativo negativo negativo

30 negativo negativo negativo negativo




TABLA 5

TABLA GENERAL DE RESULTADGOS

1
R N
PACIENTE-EDAD  SEXO FACTOR PREDISPONENTE SUPERVIVENCIA HD.FETAL TOTAL RETIS LEUCGEITOS PLAGUETAS MEDULA OSEA  ©
E s ARos Mg/100M1, % {mm™) (mm™) !
CLORANFERICOL, T=4 WESES 8.4 o5 5,100 354,000 NORMOCFLULAR
CELULAS PLASMATICAS 2
CELULAS RETICULARES 1
CELULARIDAD 20%
INSECTICIDAS 3-4 NESES 324 0.4 265 e SR e v e
LOTDE.
MEGACARIOS AUSENTES
HIPOCELULAR, ESCASOS
INSECTICIDAS 5-7 MESES 1648 1.7 4,00 20,000 HLPOCELULA
SERIE ERITROIDE Y MIE
LOIDE.
HIPOCELULAR +#+
INSECTICIDAS 1-6 MESES 1112.4 1.3 3,700 14,000 orrLA
: HIPOCELULAR ++
ID10PATICO 2 Aflos 17.0 a1 1,950 14,000 A ecArIce
INSECTICIDAS ¥ TOKICOS 3 aflos 1,205 0.4 4,200 18,000  HIPOCELULAR ++
AUSENCTA CEMICAGRR10S
SOUCIQES ¥ PINIRAS 3-AMESES 631.8 1.4 4,550 152,000  HIPOCELULAR
MEGAS AUSENTES
IDIOPATICO 2-3 MESES 208 0.63 4,850 135,000  HIPOCULULAR +4
AUSRICLA DF MEGAC AR10S
1oL, ME-
INSECTICIDAS 8 MESES 187 0.16 3,350 20,000  NIPOCELULAR +4s

GAS AUSENTES, CE1S. RETICU
ARES:2 (ELS.PLASMATI—
CAS 7



PACIENTE EDAD SEXO
ARos

TAB LA 5

FACTOR PREDISPONENTE SUPERVIVENCIA
Aflos

{CONTINUACION)

b.FETAL TOTAL RETIS LEUCQCITOS PLAGUETAS MEDULA OSEA
* } (ma™)

Mg/100M1.

]
&
-

I

G

IDIOPATICO 4 aflos

1371.6 1.2

HIPOCELULAR
DE PRECURSORES ERi-
TROIDES.

4,600 40,000

10

PINTURAS Y SOLVENTES 5 Aflos

280.8 1.60

HIPOCELULAR ¢++
SERIE ROJA,NEGACA-
RIOS AUSENTES
CELULAS PLASMATICAS +

2,450 12,000

10

2 afios
4 MESES

PESTICIDAS Y DESINFEC
TANTES CASEROS.

a0 s a0

HIPOCELULAR+ +
KEGAS 4o
CELULAS PLASMATICAS.

1,350 18,000

137

n:

TOXICOS

360,767 ©-7 - 4,0

CELULARIDAD  +++

HECOPALUBERTRT1cAs 9

CELULAS RETICULARES 2

11,000

IDIOPATICO 8 aRos

1,062 3.2

HIPOCELULAR e¢es
MEGACARIOS 6%
ERITROBLASTOS

29,000

IDIOPATICO 4 ARos

HIPOCELULAR 4+

110,000 AUSENCIA DE NECACARIOS

INSECTICIDAS 3 MESES

130.5 0.2

HIPOCELULAR CELULAS
PLASMATICAS
AUSENCIA DE NEGACARIOCITOS

24,000

TOXICOS 10 MESES

1,057.5 0.37

HIPOCELULAR +¢9 CELU-
13,000 PLASMATICAS

AUSENCIA DE PRECURSORES

OE LAS 3 SERIES.

1,750

18

12

INSECTICIDAS 8-~-5 MESES

1,014 1,80

HIPOCELULAR 4+
AUSENCIA DE MEGACARIOCITOS
SERIE ERITROIDE,

2,700 63,000

‘19

12

IDIOPATICO 4 Aflos

216 1.2

HIPOCELULAR o+

4,050 39,000y 6ACARIOS AUSENTES.



TABLA 5 (CONTINUACION)} [}
PACIENTE EDAD SEXD FACTOR PREDISPONENTE SUPERVIVENCIA Wb, FETAL TOTAL RETIS LEUCOCITOS PLAQUETAS MEDULA OSEA ,';
ARoS ARos Hg/100ML, % Amn? (mn) '
HIPOCELULAR +
’ 609, .
20 12 L} INSECTICIDAS 1 MES 9.6 1.1 3,000 8,000 CELULAS PLASMATICAS
Y RETICULARES
HIPOCELULAR, AUSEN-
21 13 F TNSECTICIDAS 10 Afos 500 2.48 4,600 83000 CIA DE MEGACARIOS,
SERIE ERITROIDE Y -
MIELOIDE.
HIPOCELULAR  ++
22 14 ¥ 1DIOPATICO 11MESES 41.4 0,28 2,350 95000 MEGACAR10S AUSENTES.
NORMOCELULAR, MEGAS
23 14 F 1NSECTICIDAS 3-9 HESES 1176 0.7 3,300 36000 CELULAS PLASMATICAS
HIPOCELULAR +
24 15 F PINTURAS 7_AROS 493.5 1.3 5,500 104,000 MEGACARIOS AUSENTES
HIPOCELULAR +4++4
25 16 F INSECTICIDAS 4 Aflos 1567.8 2.3 4,600 22,000 MEGAS AUSENTES
. NORMOCELULAR
26 16 F IDIOPATICO 12 Afos 358.4 2.5 6,350 179,000 MEGACARIOS
HIPOCELULAR +++
27 16 F INSECTICIDAS 2 aRos 627.2 1.4 6.600 53,000 MEGAS AUSENTES
PRESENCIA DE CELULAS
PLASMATICAS.
AGENTES HIPOCELULAR +++
28 18 F MIELODEPRESORES 8-4 MESES 478.8 1.9 3,850 93,000 ABSOLUTA DE LAS 3 SE
RIES
HIPOCELULAR +++
29 19 N IDIOPATICO 6 Aflos 275.4 0.9 4,100 23,000 MEGAS AUSENTES
CELULAS PLASMATICAS 7
CELULAS RETICULARES 2
HIPOCELULAR +
30 14 ) IDIOPATICO 1-5 MESES 1161.6 0.8 4,600 90,000 MEGAS AUSENTES.




Edad vs 7 del nimero’ de.
pdcientes‘egtqdjadp§;:

18 anos (37)
19anos (3%)
A2ahos(3%)

16anos (107)
15anos (37)

14anos(10%)

13anos(3+)

3anos (37%4)

4aros(3%)

7 afios-(107.)

B8afnos (13%4)
3]
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Sexo Vs porciento de
pacientes estudiados.

Grafica No 2

FEMENIND

(16 casos)

|4ZOO

MASCULINO

(14 casos)



Grafica No3
Valores de leucocitos (mm)

Vs . )
numero de pacientes estudiados.

4
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Grafica No7 Hemoglobina fetal total

218%8: (mg/100ml) vs la supervivencia (afios)
1800.] de los pacientes estudiados.

Supervivencia



: Grafica No 8 Hemoglobina fetal(mg/100miD)
2000 vs valores de reticulocitos(®/o) de los
1900 pacientes estudiados,
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Grafica No 9 Valores de reticulocitos(o/o)
vs la supervivencialanos) de los
pacientes estudiados.
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ANALISIS DE RESULTADOS

De acuerdo al escrutinio realizado se describen'y analizan:é-‘

continuacién los resultados obtenidos:

En la tabla 4 se resumen los valores de las pruebas de diag--
néstico diferencial realizadas para cada paciente., Estas prue--
bas son las utilizadas para el diagnéstico de la hemoglobinurfa-
paroxistica nocturna; encontréindose que todas ellas resultaron -
negativas. Estas pruebas especiales se realiiarén en cada uno -
de los pacientes; debido a la inquietud que surgib en el servi--
clo por saber si dentro de_este grupo de nifios pudiese existir -
la posibilidad de un caso de hemoglobinuria paraxfstica nocturna;
¥y que no se estuviese tratando como tal. No obstante como se ha
visto los resultados obtenidos en las pruebas son negativos; de

esta manera se descarto entonces dicha posibilidad.

Posteriormente se procedié a obtener los datos de prondstico-

en la anemia apléstica del grupo de pacientes en estudio.

En 1a‘tabla 1 se describe el nimero de pacientes y sus edades;
observdndose una mayor incidencia entre los 8, 11 y 12 afios (gri
fica 1) con una predominancia en el sexo femenino (tabla 2, 5, -
grafica 2). Estos resultados son similares a estudios hechos en
paises de latinoamerica, donde al igual que en este caso no se -
tiene una explicacién para el escaso nimero de enfermos corres--
pondientes al perfodo de 9-10 afios, a pesar de que nuestra pobla
cién infantil es en este caso pequefla; con respecto al sexo no -

puede mencionarse una divigién concreta pues para el sexo femeni



no la dstéfeﬁciarééfsélo ligeihméniermhyb

Eﬁﬂiﬂ}tabla 3 se da la freéﬁencta de i&svficéorés' re&iéﬁ@nen
tes' en la ‘anemia aplédstica del grupo, mostrénaoée un:ﬁo;penQSjé;
'més‘alto (40%) para los insecticidas, seguido de 1a.forﬁa‘idiob§
tica (30%), siendo el pOPCentgie mas bajo para agente mielodepre
sor y cloranfenicol (3%) respectivamente. Tales hallazgos coin-
ciden con los estudios hechos en cuanto a los factores predispo-
nentes en la anemia apléstica aquf en México; donde se conside--
ran 8 los insecticidas (D.D.T.) como los principales factores --
predisponentes y no lo es el cloranfenicol a pesar de su U8S0 =—=-

irrestringido en nuestro pafs.

El grado de pancitopenia que se manifiesta en los pacientes -
en el momento de determinadas las pruebas fue evaluado con base
en los criterios dados por la agrupacién para el estudio de la -
anemia apldstica asi tenemos que: para los leucocitos el valor -
de referencia tomado en cuenta fue de 4,000 preseqténdose 14 ca-
508 arriba de este valor y 16 casos por debajo del mismo; en el-
caso de las plaquetas fue de 20,000 mostrando 21 casos mayores a
este valor y dnicamente 9 casos para valores menores, para los -
reticulocitos el criterio tomado en cuenta fue el vdlor de 1% --
donde se advierten 17 casos por arriba del valor mencionado y 13
casos para valores menores. Asi se advierte que con base en los
criterios tomados en cuenta, laavplaquetas y los reticulocitos;-
muestran que la mayorfa de los pacientes en estudio reflejan un
grado de pancitopenia favorable en el momento de la determina---

de las pruebas.
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Para la hemoglobina fetal total se tomo como valor de referen
cia:'dob mg/100 ml como base en los estudios hechos por Bloom --
et'al.. quienes observaron que los pacientes con altos niveles -
de hemoglobina fetal total son los mas cercanos a presentar una-
remisién y a tener un diagn6stico favorable, mientras que los --

‘que tenian valores por abajo de 400 mg/ 100 ml no.

En nuestro caso particular el nimero de pacientes que tuvie--
rén una hemoglobina fetal total mayor de 400 mg/100 m! fue de 16
casos (BO%) y menores de &ste valor 12 casos (40%). (grédfica 6,-

tabla 5).

En la gréfica 7 se observa como a un valor mayor de hemoglobi
na fetal total (arriba de 400 mg/100 ml) aumenta la sobrevida de
los pacientes, ésto se presenta en mas del 50% de los casos, as{
mismo el mayor nimero de pacientes {(76%) estd en el periodo de -
sobrevida de 5 afios y unicaﬁente 8 pacientes (20%) presentan una
evolucidén mayor de 5 afios. Los mismos estudios hechos por Bloom
sugieren que en la anemia apléstica, la habilidad de la médula -
6sea para generar precursores eritroides que producen un aumento
en la cantidad de cadenas gamma pueden indicar una disminucién -
en el grado de dafio de la médula que en pacientes con niveles ba
jos de hemoglobina fetal total, por otra parté un valor que pare
ce estar correlacionado con la concentracién de hemoglobina fe--
tal total, asi como con la supervivencia es la cuenta de reticu-
locitos, por tal motivo en las gréficas 7, B se describe la rela
cién que existe entre la hemoglobina fetal total, el porcentaje

de reticulocitos y 1la supefvivencia notando que los pacientes --




-5 ="

con reticulocites bajos»p:géenﬁhnfdﬁa;hé‘agl biné'fgtal baja y -~

una supervivencia disminﬁida}3h} qbntrhri “de log! que tienen una
hemoglobina fetal alta con ‘los vaiofes de_reﬁiculocigos altos y
con una supervivencia mayor, lo‘que se. observa mas claramente en

la grdfica 9 donde se describe la relacifn entre el porcentaje -

de reticulocitos y la supervivencia.

Cabe hacer mencidén que los resultados que se presentan acerca
de la supervivencia de los pacientes, aspecto de médula Ssea asi
como de los factores predisponentes; fueron obtenidos de los ex-

pedientes de los pacientes. (tabla 3, 5)
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CAPITULO 'V



CONCLUSL0NES,

En el grupo de pacientes esfudiédos con diagnéstiéo compati--
ble con anemia aplastica, no se presentd ningin caso de hemoglo-

binuria paroxistica nocturna.

La anemis aplédstica presenta mayor incidencia en la edad esco
lar comprendida entre los 8, 11 y 12 afios, siendo ligeramente ma

yor el predominio en el sexo femenino.

Los insecticidas resultaron ser el principal agente predispo-

nente.

El grado de pancitopenia encontrado en los pacientes estudia-
déa. por lo menos en €l momento de realizadas las pruebas indi--

can un prondéstico favorable de supervivencia.

En la anemia aplastica, la hemoglobina fetal, as{ como la cuen
ta de reticulocitos pueden ser considerados como valores pronés-

_tico.

Se obsérvé también que la hemoglobina fetal total es directa-
mente proporcional al fndice de reticulocitos y a la superviven-

“‘eian
De acuerdo a los puntos antes mencionados podemos resumir:

La hemoglobinuria Paroxistica Noctura no es un padecimiento -—

pedidtrico, sino de la etapa adulta.

La hemoglobina fetal es un factor de pronéstico favorable en

la supervivencia de los ninés con anemia aplastica.



-~ .58 -

Segin las conclusiopes obténldas en el presente trabajo, se'-
recomienda que a todo:niﬁa,con diggﬁéstico de anemia apléstica -
se les realicen estudié:,hémoliticos mediados por complemento co
mo son: prueba ééida,(ﬁﬂﬁ),'gécarosa e inulina, asi{ como la. de--
terminacién de hemog]obiﬁﬁ fetal .y volumen corpuscular medio ---

(veM).
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a} PRUEBA DE. LA SACAROSA.

1. Préﬁaracién del amortiguador de Fosfatos (PBS); pH;7.2-7.4

- 500 ml de agua desionizada

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

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

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

- Agregar 0.10 g. de K HPO, (fosfato de potasio monobésico)=
a la solucién en el recipiente. ‘~' .

- Agregar 1.08 g. de fosfato de sodio dibdsico hepgaﬁidrata-
do a la solucidn en el recipiente. :

- Mezclar hasta disolver todo completamente.

- Quitar la barra magnética de la éoluciénfy»tomar éi;pﬂ;és;

te debe ser entre 7.2-7.4.

refrigerador de 2 a 8°C.

2. Preparacidn de la solucidn de sacarosg ai 9.2%.
- Pesar 2.3 g. de sacarosa Q. P.
- Poner la sacarosa ya pesada en un matraz de 25 ml aforado.
- Aforar con ayuda de agua desionizada.
NOTA: Esta solucién se prepara en el momento de que se va a rea

lizar la prueba.



1. Prepabapiéh déltnuliné al 0.1 %

-‘”Pesér'iofg

n natraz ‘aforado de 100 ml

R Afbr;ffcon ayuda de agua desmineralizada.

"'¢) PRUEBA DE LA HEMOLISIS ACIDA

1,.Preparacidn de L-cisteina al 10%
- Pesar 0.5 g. de clorhidrato de L-cisteina
- Colocarlos en un vaso de precipitado de S0 ml
; Agregar 4.0 ml de agua desionizada.
- Disolverla.perfectamente... .. :
NOTA: Esta soiucién'ﬁe prepara en el moﬁento de reallzaé‘;a---—

‘prueba.’
&) PRUEBA DE" LA HEMOGLOBINA FETALL

1. Preparacidn de Sulfato de amonic al 50%

- Pesar en balanza analitica o granataria 250 g. de sulfato
de amonio R.A. Mallincroot o Merck.

‘m Colocar los 250 g. de sulfato de amonio ya pesados en un-
matraz-erlenmeyer de 500 ml poco a poco dejando interva--
los de tiempo para permitir una mayor disolucidén en 250 -

ml de agua desjonizada.




S dfasia temperatura.ambiente, .

con. do--""

,'- Medir 250 ml de sulfato de amonio’sat

riormente y deposistarlos en'un“ﬁa: az erlenmgyer”dérsob;-

C.mly

- Agregar 1.25 ml de &cido clorhfdrico 10 N.
-. Aforar a 500 ml con agua desmineralizada y mezclar.

-~ Rotular la ‘solucién y.guardar.
e} PRUEBA DE LA HEMOSIDERINA

1. Preparacién del reactivo de Azul de Prusia.

- Medir exactamente 1 ml de dcido clorhfdrico.

- Colocar el dcido medido en un matraz aforado de 100 ml,

- Agregar hasta el aforo 100 ml de agua desmineralizada.

- Guardar la solucidn en un frasco y etiquetar correctamente

-~ Pesar 1 g. de ferriclanuro de potasio Q.P.

- Poner el g. de ferricianuro pesado en un matraz aforado de.
100 ml.

- Agregar hasta el aforo 100 ml de agua desmineralizada

- Guardar la solucién en un frasco y etiquetar perfectamente.

NOTA: Para llevar a cabo la tincidn se mezclan en partes iguales

el dcido clorhidrico preparado y la solucién de ferricianu

ro.
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Sacar y;éhjuhgar con agﬁa d; 13 1i£§e aﬁhndﬁnteméﬁté-;l-

Tener cuidado de no quemarse con el écidb. de preferen--

cia emplear guantes.
Enjuagar abundantemente con agua destilada.

Enjuagar una sola vez con agua desmineralizada,

Dejar escurrir sobre papel filtro.

DEBE
a’ JIEC
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