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CAPITULO 

N T R o D u e e I o 

La histoquímica es la aplieaci6n de procesos quími-­

cos a preparaciones microscé¡)jr:uG para 1.-i demostración de -

componentes celulares; el l1ccho de que ol dep6sito dA colo-­

rantes específicos en determinadas rci~iones del tejido sea -

el resultado de propiedades químicas o rfsicQs de este, con~ 

tituye ld base de la histoquímica. Esta es un campo de inve~ 

tigac'i6n que se ha extendido rápidamente, su objetivo es la 

localización de áreas específicas o componentes celulares C!:!_ 

yos componentes químicos ya conocidos se ponean de manifies­

to por medio de análisis bioquímico.(9) 

P~r otra parte, cuando estas t~cnicas son aplicadas 

específicamente a muestras de sangre periférica o médula ó-­

sea la palabra correct.:t a utilizar es CITOQUIMICA, aunque 

la práctica pueden ser empleadas ambas indistintamente. 

La citoquímica de las células hematopoyéticas blásti 

cas ha de1nostrado su uso indispensable en el diagnóstico y -

diferenciaci6n de Lelicémias agudas. (13 ) 



ODJCTlVOS 

1.- El presente trabajo tiene como obj~to, hac<:!I' una 

recopilación de los métodos ci toquímicos m<'ls tl ti lizados en -

la actualidad para poner de manifiesto dü man'.'.':ra específica 

los diferentes componentes estructurales y enzimáticos o.ue 

se encue1H.L'an presentes ~n 1-os leucocito~; • 

2.- Evaluar las tócnicas citoquí.Inicat; como auxilia-­

res en el diagnóstico de los cumbias citopatológicos y valo­

rar su ayuda al tratar de clasificar ciertas c~lulas no dif~ 

renciadas morfológicamente y ql1c estan prcsen-tes principal-­

mente en l~s leucémias agudas. 



e A P r T u L o rr 

G E N E R A L I D A D E S 

2.1 Aspectos HistBricos. 

Por el año de 1825, se reconoce la histoquímica como 

ciencia, aunque las invcctigaciones se enfocan prefcrentemP.!!. 

te a los tejidos vejetales. 

En 1905, Opie observa por primera vez la presencia -

de una enzima proteolítica en los neutrófilos de un exudado. 

Newkler en 1907, describe enzimas proteol!ticas en -

los gránulos de los leucocitos. 

En 1912, Grafe, Levene y Mcyer, demuestran un incre-­

rnento en el nietabolismo celular en los leucocitos leucémicos. 

En 1923, Fiessinger, publica sus investieaciones re­

lacionadas con el metabolismo de los leucocitos, demostrando 

la presencia de enzimas tales como: lipasas, amilasas y pro­

teasas. 

En 1927, Sehr·t, emplea por primera vez en frotis sa.!l 
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guineos t~cnicas citoqu!micas tales como: Sudfin III y ctl Sul 

fato de azul de Nilo, para observar leucocit:os. 

En 1929, Duetsch y Rosler, i<lcn·tificaroH una nucleo li 

dasa leucocitaria en exudados purulentos. (14) 

Algunos reportes temprano~ de estudios citoquímicos -

en la clasificaci6n de tipos celulares en leucémias fueron -

hechos mediante reacciones de oxidasa y peroxidasa en célu-­

las granulocí·ticas. 

Antes y durante los años 20's los detalles citomorf~ 

16gicos eran puestos de manifiesto para su observaci6n mi--­

croscópica mediante la tinción de Romanowsky aplicadas a ex­

tensiones de sangre periférica o de médula Ósea; esto era 

considerado suficiente para el criterio diagn6s~ico.C1sl 

Soffer y Wintrobe en 1932, realizaron investigacio-­

nes sobre el metabolismo de los leucocitos normales y leucé­

micos mediante métodos citoquímicos, encontrando que la acti 

vidad metabólica de los granulocitos era similar a la de las 

células·malignas. 

En este mismo año Stern, detectó la existencia de --
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una catalasa en los leucocitos polimor.ronuclcarcs de exudn-­

,dos de conejos. 

En 194C Bornes, demostró una gr·an variecla.d de enzi-­

mas en los leucocitos de conejo tale:; como: cat:epsina.,:nucle!!_ 

sas, amilasas, lipasas y adenosilasas. 

Menken, en 1940, estudia la bioquímica de la miera ... -

ci6n de los leucocitos en procesos influmatorios y demuestra 

que dicho proceso se relaciona con una sustancia llamada le~ 

cotaxina que se produce en los tejidos dañados. 

En 1951, Storti y Perur;ini, usaron la tinci6n de Su­

dán Negro B en preparaciones de célulaG blásticas de 16 ca-­

sos de leucémia aguda, de los cuales 9 resultaron positivos. 

En 1953 Storti y colaboradores, utilizaron la rcac-~ 

ción del Acido Peryódico de Schiff (PAS) para demostrar tres 

diferentes tipos de positividad en las célUlas leucérnicas s~ 

mejante a la que se observa en los mielocitos, monocit:os y · 

en los linfocitos normales. 

Fué en 1964, cuando Hayhoe, Quaglino y Doll, public~ 

ron una monografía en la cual ellos concluyen a partir de e~ 
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tudios realizados en 140 c<lsos de lcuc~mias agudas, q11c la -

combinación de estructur>as citomor•fol6gica.s y l'ea.cciones ti!!. 

toriales usando la reacci6n de peroxidasa, SudcÍn Negro, PAS 

y Fosfatasa Alc.:ilin.J. Lcucocit.:irid, produc~n un m~todo adecu.:'.!, 

do para ller;ar al diagnóstico del tipo celular en la mayor.Ía 

de los casos de leuc~mia aguda. De ahi en adelante muchas di 
ferentes tinciones se han agregado a esta listu, por varios 

investigadores, algunas se han usado, otpas, se han d.:;shech~ 

do por carecer de valor diagnóstico. C'1-1) 

En 1979, Glick y colaboradores, publican un estudio 

comparativo entre los métodos citoquímicos, ultraestructural 

e histol6gicos para el diagn6stico verdadero en 100 casos de 

leucémias agudas, llegando a la conclusión de que el 90% de 

las leuc~mias clasificadas por métodos citoqu!micos se de--­

muestran que son ciertos por medio del estudio ul traestI'UCL.!;!_ 

ral en microsc6pio electr6nico y esi:e porcentaje a su vez -­

fué variable de acuerdo a los diferentes tipos de patologías 

diagnosticadas.(5) 

En el presente trabajo se revisar~n las técnicas ci­

toquímicas más útiles para el diagnóstico diferencial de le!!, 

cémias agudas, 
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2. 2 Principios ·GeneJ.~ales, 

El procedimiento general a Gcr,uir, 5erá. diferf':!nte ele 

acuerdo a la técnica que se: desee realiznr, pero en general 

se debe considerar lo sieuicntc: 

- Obtención de lu muestra. 

-Preparaci6n de los extendidos. 

-Fijaci6n de los extendidos. 

-Incubación y/o t:inción de lo$ eX-f'ond_idos. 

-Interpretación microscópica. 

Obtenci6n de lu muestra.-La citoquimica puede emple-

arse en muestras de sanere periférica o de médula ósea. 

Las muestras deben obtenerse de 1:al forma que las e§. 

lulas no sllfran traumatismos, paru. que las observaciones que 

se realicen , reflejen la estructura real de las mismas. 

Preparación de extendidos.-Las mejores muestras de -

médula ósea o de sangre perifér•icd paro._ el estudio cit:oquími: 

co, son las que se obtienen sin el uso de anticoagulantes; -

cuando esto no es posible y aunque no son QConscjables, los 

anticoagulantes más ciomunmente usados son: el oxalato, el e~ 

trato, la heparina y el etilen-diumino-tetra-acético(EDTA) -

el cual tiene un efecto muy débil sobre las tinciones cito--
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químicus. En un portaobjetos limpio, ~F-!CO y de pr0f~renci~1 -

nuevo, se hacen extendidos deli:::;ados y uniforme::.; e.stos so <IS. 

jan secar de 2 a 1¡ horas en posici6n vertical antes de la f! 
jación, para evitar la tendencia qufi tienen los cxtcrididos -

de mostrar arrugas y de desprenderse durante la fijaci5n e -

incub.:ición. 

fijaci6n de los extendidos.-Los procesos de fi·jaci6n 

usados en citoquímica l1cn1atol6gica, cubren 11n intervalo bas­

tante ~rancie, muchos de ellos se h3r1 cst~blccldo empíricdme~ 

te buscando un mecanismo efectivo para la preservación de -

una buena morfología; lo que se logra inejor con fijadores 

fuertes, especialmente con alcüholes par~ la op1:imizaci6n de 

la conservaci6n 11 in situ 11 de er1zin1as u otras sustancias que 

se est~n estudiando. En general las 11idrolasas, incluyendo -

muchas de las .fosfatasas y esteras.cis ::;on fácilmente demost:r~ 

bles en extensiones fijadas con vapores de formaldehído. Los 

fijadores alternativos, incluyendo las exposiciones cortas a 

las mezclas de alcohol-formol, pueden en algunas circunstan­

cias dar una mejor conservaci6n celular y reducir la tenden­

cia para que aleunas partes de la película no se 11 lavenn es­

pecialmente cuando se requiere de una incubación prolongada. 

Las deshidrogenasas y otras enzimas oxidativas son más sensi 

bles que las hidrolasas y aún con una corta exposición a f i-
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jactares fuertes se inactivan, 

Algunos investigador~s l1acen uso do la acetona a di-

ferentes concentraciones como un fijador GUav1..~, 

Interpretaci6n Microsc6pica, - f.l Último paso d~l pre_ 

ceso de muestras hematol6gicas par.'.1 estudios citoquímicos es 

la observaci6n microscópica, dura.nte lils mismas, es muy co--

mún aplicar calific~1tivos como po1· .... jemplo: débil, fuert·~. -

intenso, disperso, eranl1lar difuso, etc. cuando se habla de 

posi tividad a las reacciones ci toqu.ímicils. Por muchas riazo­

nes pr&cticas en el diagn6stico 11ematol6gico estos califica-

tivos son suficientes cuando las interpretaciones son simpl.~ 

mente cualitativas. 

Adem5.s existen métodos semicuantita·tivos que se han 

empleado para medir los niveles de la fosfatasa alcalina le_1¿. 

cocitaria (FAL),métodos semejantes se han usado para las pe­

ro:xidasas, Sudán Negro y tinci6n de PA~~ pero excepto la 

reacci6n de FAL, los demás métodos no tienen utilidad prácti 

ca en el laboratorio hematol6gico. 

Sin embargo se han encontrado métodos cuantitativos 

precisos que han reemplazado a los métodos cualitativos. 
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La ayuda que han proporcionado lo~ ~!~:;tudios citoquí­

micos es enorme y de gran importancia. pr5ctica para entender 

las cualicLoclcs tintoriales de la.s células en el diar.;n6stico del -

laboratorio de hc:m.:itolóeía. ( 3) 

2. 3 Composición Bioquímica de lo_:. Lcucoci tos. 

Composición biogufmica dn lo!> ¡~rnnulocitos. -En los -

Gltimos afias las t~cnicas para el aislamiento de los leucoci 

1:os de la sangre, relativamente desprovistos <le eritrocitos 

y plaquetas y en u;¡ estado metabólico aceptable, han facili­

tado los estudios bioquímicos de estas células. El uso de CQ 

lumnas con perlas de vit11~0 ha permitido además de la separ!;!_ 

ción de los polimorfonucleares de los mononucleares de la -­

sangre periférica. Sin embar~o, la mayoría de los estudios -

bioquímicos de los leucocitos normales se ha desarrollado se._ 

bre la poblaci6n celular heteroe~nea. La separación de los -

Eosin6f ilos y de los Bas6f ilos de los Polimorfonucleares Ne~ 

tr6filos ha sido mucho menos satisfactoria, mientras que la -

separaci6n de las formas granuloc!ticas en desarrollo de las 

formas eritrocíticas aún no se ha podido conseguir. Por ello 

la infor~ación que poseemos sobre la composición de los gra­

nulocitos en desarrollo en la médula ósea, de los Eosinófilos 

y basófilos de la sangre periférica procede del estudio me-­

diante métodos histoquímicos, autorradiográficos y ultra.es--
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tructurales, gracias a loG cualeG pueden idcntific.:irGe fer--

mas celulares aisladas e indiviclua"lcs. 

El Polimorfonucledr Neu·tró.filo maduro examinado con 

microscópio Óptico mediante tincioncs citoqu5'.micas y con el 

microscópio clcctn5nico , revelan dos ·tipos de p,P:inulos que son: 

gránulos azuró.filos y r,1~Li.nulos específicos. Lo:; gránulos uz~ 

rófilo::; o prim.:trio!.; son li.sosom.:i::o, p.J.l' tÍc;uluG que u1 mdcen<Jn 

hidrolasas 5cidas en forma latente similares en estructura y 

contenido a los que se cncu~ntran en muchc1s células de los -

vertebrados superiores. Los cránulos azurófilor.> primeramente 

se observan en el cst.:icllo de Promielocit.o; dc~;dc es·te estadio 

en adelante ya no se producen, así que estos ,croánulos van -­

disminuye11do con lus subsecuentes divisiones y modifican sus 

característ'icas tintoriales. Desde el estadio de Mielocito -

una segunda población de gránulos aparece y se les denomina 

Específicos o secundarios. El contenido de enzimas y otras 

sustancias de los gránulos de los neutróf ilos está dado en 

la tabla 2.3.1. Muchas de estas sustancias enlistadas en di-

cha tabla tienen actividad antibacteriana y juegan un papel 

importante en el proceso de fagocitosis, Los estudios de es­

tas enzimas durante ibs estadlos de maduraci6n de los granu­

loci tos indican que la mieloperoxidasa, hidrolasas ácidas, 

proteasas neutras incluyendo una colagenasa no específica y 
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proteínas cati6nicas bacterii:idas ap~recen en e·tapas ternpra­

nas de maduraci6n. En contras te con la apat'ici6n de lisozima., 

una colagenasa ~specífica, vitamina B12 unida a protefna y ~-

lactoferrina que se encuentrd en los estadios de granuloci--

tos maduros y esto concuerda con la aparición de los gránu--

los específicos en esta etapa de maduraci6n. 

La actividad de la peroxidasa de las c~lulas inmadu-

ra~ se ha utilizado para el diacn5stico y clasificaci6n de -

leucémias agudas no diferenciadas. Si esta actividad esta --

presente indica que las células provienen de las series gra-

nulocíticas o monocíticas. La diferenciación más amplia en--

tre estas dos series se realiza auxiliándose de la rcacci6n 

citoquímica de las csterasas~ Los Promielocitos y otros gra-

nulocitos tienen un alto contenido de naftol-AS-d-cloroacet~ 

to-esterasa, la cual no se encuentra en los M.onocitos, ya. que 

en los Monocitos, se encuentra un gran contenido de alfa-na[ 

til-acetato-esterasa y naftol-AS-d-acetato-esterasa sensible 

a fluoruros. El color amarillo que presentan los granulocitos 

no teñidos deriva de la mieloperoxidasa. 

-Contenido de DNA.- 'l'al como es de esperarse, el contenido -

de DNA de los granulocitos maduros normales es idéntico alque 

exist8 en los leucoci'tos iruraduros de médula ósea.,o. 7 x 10- 12 g de f6~ 
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foro de DNA pc.r ct;J.ulw.. La dc:tcrmin,1ción 1~uantitat.iva de Dtlfl. 

se ha utilizado en <llgunn.s ocasiones p~,ra dct·~rminar P l. nCi.m:;,_ 

ro total de célula:.;. El contenido de DllA c~n c(';Julas lf~ucémi-

cas ha demostrado Gt'<ln vu.r'i.:1bilida<l, ya ql1.-.:: rlicho contenido 

en células de l&u~0mias ugudns supcru. .:-11 DNJ\ medio de los --

leucocitos normal0.5. J:sto se debe con todn seeuridad, al nú­

mero anormal de cromozomas encontrado en las célul.:1s clf3 di-t-4 

cha enfermedad donde el hipcrdiploid.isr.10 ~e obscrv<1 con rc19_ 

tiva frecuenciu. 

-Contenido de RNA.- La .1n<1duraci6n dt~ los ¡;1•anulocitos va uni 

da a una disminuci6n de la basofilia del citoplasma siendo -

un fiel reflejo del menor contenido de RNA de los estadios -

maduros de los granulocitos. De acuerdo con estos hallaz[',os, 

las cGlulas blásticas de los paci~ntcs con lcuc~mia agud3 -­

'tienen una proporción de RtlA/DHA superior a la de los e;ru.n~ 

locitos normales. 

-Contenido de Aminoácidos. - Los leucoci·tos incorporan y co!! 

centran aminoácidos con gran facilidad; por ello el granulo­

cito contiene concentraciones de aminoácidos que superan las 

del plasma y las de ros eritrocitos ' la única excepci6n co­

rre a careo de la Arginina que se encuentra en menor concen­

traci6n en los granulocitos. En general, la captación de ami 



noácidos es mayor en l.J.s células de 1.15 leucPmias agudas q11r? 

en los grar1ulocitos maduros. En las cGlulas lcucGn1icas se ~rr 

cuentran altas concentraciones de : 0-fosfoctanolaminu, áci­

do glutámico y prolina. El glutati6n y otros compuestos no -

prot~icos tamb.ién se han demostrado en el interior·· de- los -­

leucoc.i tos. 

-Contenido de Glucóceno.- Se ha demostrado que el gluc6geno 

sanguíneo procede fundamentalmente de los granulocitos. 

Las células mieloblásticas tienen una cantidad de -­

glucOgeno mínima o no mesurable; este aparece en el Mieloci­

to y aumenta durante la ulterior diferenciaci6n. En los pa-­

cientes con leucémia granulocítica crónica se ha demostrado 

un descenso en la cantidad de glucógeno leucocitaria, en ca!!!_ 

paración con la normalidad mientras que estos niveles se han 

encontrado aumentados en pacientes con Metaplasia Mieloide, 

Policitcmia Vera y lcucocitosis. LoG Linfoblastos, por el -­

contrario de las células mieloblásticas, contienen material 

PAS ( ácido peryódico de Schiff) positivo en su citoplasma.­

esta diferencia resulta útil para la clasificación de leuc§_ 

mias agudas. 

-Contenido de Lípidos.- Cerca de un 5% del peso en seco de 
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los granuloci·tos humanos son lípi<loa. Aproxi::udamt-:ntf: 35'b de 

los lípidos to-tale::> son fosfolípi<los. una te1"cera pur1;r:: son 

lípidos neutros, 20't trislicéridos y j oi de colest+-~I'ol libre. 

Los principales fosfolipidoG identificados fl1eron la fosfati 

dil colina, el ~liccrofosfato de et1nolamina, cnfinr,omiclina, 

fosfatidilscrina y fosfatidil inositol. 

- Contenido de otras ~ustancins .• -

Piridin dinuclcótidoG.-Los nivel~s d<" pir.idín dim1-­

cleótidos oxidados y reducidos se han medido fluorométJ:>ic.;:i-­

mente en las c~lulas normales y leucGmicas, encontrSndose r~ 

sultados semejantes, exceptuando los de NAD que resultaron -

mucho más elevados en las células de leucémía mieloblfistica 

aguda y leucémia granulocítica crúnicu que en las normales. 

Vitaminas y Coenzimas.- Se encuentran el Acido Fólico 

vitamina s 12 , Rivoflavina, Tiamina y concentraciones bajas -

de vitamina e y piridoxal fosfato. 

Heparina e Histamina. - Se ha demostrado que el bas6-

filo contiene gran cantidad de histamina y que la gran can­

tidad de la histamina 1circulante en la sa11grc procede de los 

basófilos, un tercio de la misma procede de los eosin6filos 

y el sexto restante de los elementos diversos. (20) 



'TABLA 2 ;3 .1 •·• -···· ·----

CONSTITUYENTES DC LOS GRANULOS DE LOS l~CUTROFILOS 

Fosfatasa ácida 

Aminopep1:ida!>a 

alf n-Amilasa 
Catepsina D 

· Catepsina G 

P~oteínas catiónicas 
j Colagenasas: 

¡ Espeeíficas 

! No-espec!f ícas 

( Dextranasa 

l Elastasa 

; alfa-Fucosidasa 

alfa y beta-galactosidasa 

N-Acetil-beta-galactosaminidasa 

alfa y beta-Glucosidasa 

N-Acetil-Glucosaminidasa 

beta-Glucoronidasa 
Glucosil arninoglicanos 
Lactoferrina 

Laminaranasa 

Lisozima 

alfa-Manosi.dasa 
Mieloperioxidasa 
Proteína de permeabilidad 
aumeniada 

Vi,tamina. B12unida a proteína 

AZUROFILOS 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

Tomado de Hematology-Williams J. W. l2ol 
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ESPECII'ICOS. 
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Composici6n bioouímica de los Monoci tos, -La primc1·,i. 

.c~lula morfol6gicamen-tc identificu.blc de lu ~;erie monocít·ica 

y macr6fagos es el Monoblasto, el cual contiene un complejo 

de Golgi poco desarrollndo y contiene c~cusos gránulo}~ pe--

roxidasa posit:ivos. Conforme esta céluL:1 madur<.1 se incrcm(:>n-

ta de cambios en su contenido bioquímico, así qu<C? en el Mon2. 

cito maduro se encuentran: enzimas liGor.om.:i.Je!>, incluyendo -

beta glucuronidasa, .fosfa tasa ácida, ca tcpsinas, lisozirnas, 

sulfatasas, lipasas, clastasaG, colaeenasil~, d~soxírribonu--

cleasas y arginasa. 

Composici6n bioauímica de los Linfocitos. 

- Contenido de Lípidos.- La importctncia de la separación de 

los linfoci~os de los polimorfonuclcarc~ previa a cstudioG 

de composici6n y metabolismo, ha sido bién establecida por -

an~lisis del contenido lipídico en ambos tipos celulares.Los 

Linfocitos humanos normales contienen aproximadamente 11 pi-

cogramos de lípidos por célula, la mitad. del contenido lipí­

dico total en el polirnorfonuclea11 • En a.1abos tipo5 celula1·es 

el lípido predominante son los fosfolípidos y el linfocito -
1 

es particularmente rico en lecitinas. Los linfocitos maduros 

tienen el doble de lípidos totales que los linfocitos de la 

leucémia linfocítica crónica y que los línfoblastos de la --
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leucémia linfoblástica. El aumento de l~pidos en lu célula 

madura se debe fundamP.nta.lmente a 0str--res d'"::! colc!Stt•rol; el -

contenido de fosfolí.pidos de la célula madura e inmadura. es 

similar, aunque los linfoblastos contienen cantidades mayo-­

res de lccitina y menores de csfineomiclina. 

- Contenido de Carbohidratos.-El !infocito humano tiene s6lu 

pequeñas cnntidades de gluc6geno. 

- Contenido de Enzimas.- El pequeño número de lisosomas de -

los linfocitos de la sangre periférica contienen diferentes­

hidrolasas ácidas incluyendo fosfatasa ácida, beta-glucuroni 

dasa, beta-galactosidasa, alfa-manosidasa, beta-hexornanidasa. 

al.fa-arabinosidasa, alfa glucosidasa y heta-glucosidasa; si 

se mide citoquímicamente la actividad de hidrolasas ácidas -

es generalmente más alta en Linfocitos T que en los Linfoci­

tos no-T. La esterasa ácida lisosomal probada citoquímicame~ 

te con alfa-naftil-acetato como sustrato presenta un puntea­

do característico en los Linfocitos T maduros. 

La membrana plasmática del Linfocito está compuesta 

de part~s iguales de pt•oteínas y l!pidos y un 6\ de carbohi­

dratcs. 

Las enzimas localizadas en la superficie ext~rior -
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del L;infocito ;incluyen a la 5 1 -nucJ eo1),d.3.:::;;J, 1\TP-a!:;a pot.Js.:f. 

ca y sódica y fosfata!in .:1lc.:alin~1. Loe nivoles de• 5'-nuclcotl 

dasa son tres o cu~tro veces más altos en Linfoci~os B que -

en Linfocitos T y S'.! van incremBnti:lndo .-:-nn la madurnción de 

ambas células. Lo~ niveles variablemente b.::tjos de 5 '-nucleo-

tidasa report"ildos en pacientes con hipocamaelobulinemia I"e-..:.. 

flejan el estado inmadut'o do lo!:> lirifoci tos en cii~culación -

en sangre periférica. Los niveles de nuclcotidasn put"den a.y!!_ 

dar a distincuir subclqses de leucémia Jjnfoc:l.tíca crónica -

proveniente de linfocitos To linfocitos B. (20) 

2. 4 Ci togu.í.mica. 

Las reacciones tintoriales que con más frecuencia 5e 

usan para identificar c€ilulas leucén.icas son esenoíalmente -

de dos tip~s: para identificar sustancias estructurales y -­

enzimas~ las cuales se describen a continuaci6n: 

Sustancias estructurales: 

-Carbohidratos. 

-Lípidos. 

Enzimas -Peroxidasa. 

-Fosf atasa alcBlina 

-Fosfatasa ácida 

-Es terasas. 



Carba hidra tos. 

-Desoxinucl.r>otid,i.l transfernsu 

terminal. 
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Los carbohi<lrntos contenidos eh los leucocitos se --

han estudiado mediante métodos niicroqu'.lmicos e histoqu'.lmicos. 

Por medio de estos se estnblcció qu~ el contonido de gluc6-­

geno en los gr§nulos. es de 4. 23 micror,rumos por 106 leuco--

citos granulocitos. Cl gluc6gcno <le los ncutr6filos asocia-

dos a infecciones es significativamente supe1--ior al observa-

do en leucocitos de personas normales. J..ás leucocitos de su-

jetos con Policitemia Vera, leucocitosis o con cuadros leuc~ 

moides, poseen un alto contenido de r,lucógeno. Cn contrus te 

con los valores bajos que se han observado en las leucémias 

granulocíticas cr6nicas. ( :18) 

El primer intento para demostrar glucógeno histoquí­

micamente fué hecho por Neukirch en 1910~ en los neutr6filos 

humanos aplicando el método de Carmín de Best a las células 

polimoI'fonucleares presentes en la snnere y en exudados in--

flamatorios. 

Más tarde se demostr6 la presencia de carbohidratos 

mediante colorantes como yodo. Por ambos métodos se demostr6 
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la presencia de erá.nulos con glucógeno en f~l el top1 asrn<t de -

los neutrófilos, de t.:i.l 11:aneru. que '_:uando r:>r! cr.:t.1illeri0 que 

estos gr&nulos eran <lcgrJdados por lit ~mil~s~ S<llival, NeuL­

kirch concluyó que ellos contenían p,lucóccno o c.1rboh.idrn to 

semejante. Por otra. pu.r•te, estructm•as yod6filu!.i y carminófi_ 

las fueron también observadas en las plaquctus suneuíneas h~ 

manas pero estas no fueron d~gratLHlils por la dmil.:1sd sali•J.al. 

Sin embargo, las tincioncs con yodo se basan en rea~ 

cienes químicas poco comprendidas y la prcsenciu de elucóge­

no por este método s6lo s~ hace presente cuando hay cantida­

des considerables de éste, por ejemplo, en granulocitos rnad~ 

ros, pero falla al detectar pequeñas cantidades de glucóeeno 

en las células inmaduras. 

Wis.locki y Dempsey 1 utilizando el método de Fuelgen­

Bauer en las células sanguíneas de mono Rhcsus, demostraron 

glucógeno en el citoplasma de los ncutr6filos y en lo Meta-­

mielocitos de la médula 6sea, pero nunca en ningún otro tipo 

de célula. 

Gibb y Stowel aplicaron tres métodos histoquímicos -

diferentes para el es~udio del gluc6geno en sangre periféri­

ca normal, anormal y en extendidos de médula ósea; las técn,! 
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cas empleadas fueron: el método de Gomori del 5.cido cr6mjco -

metenamina de plata, la tGcnica <le Hotchkis~ del 5ci<lo pcr-­

y6dico fucsina ácido sulfuroso, modificada del méLodo de Mas_ 

manus y la tinción de Fuelgcn-Baucr ; con (:fitos métodos Gihll 

y Stowel establecen que los resultados más confiables se ob­

tienen con los dos primeros y que la ·técnica de Fucl~cn-Ba11-

er da resulta dos poco sa tisfac1:or-ios. 

En los eritrocitos y sus precursores no se puede de­

tectar glucógeno, mientras que en todas las células de la s~ 

rie mieloide contienen cantidades significativas de éste; 

las tinciones más intensas se encontraron en los leucocitos 

segmentados, sin embargo fué negativa para los gránulos eosi 

nófilos en tanto que el ci toplasmu que t"'odea es tos gránulos, 

contienen gran cantidad de este carbohidrato. Los linfocitos 

y monocitos contienen pequeñas cantidades de gluc6zeno en su 

citoplasma, así como también los megacariocitos y las plaqu~ 

tas. ( 2) 

En la actualidad sabemos que los resultados más se-­

guros y reproducibles se obtienen con la reacción del ácido 

pery6dico de Schiff (PAS) y cuyos patrones de coloración son 

sustancialmente similarc5 a los descritos por Gibb y Stowcl. 

Todas las observaciones subsecuentes en relación a la distr~ 
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bución del glucóeeno en célulns normales y li;uc~rni(~il.S fuct"on 

obtenidas principalmente en esta renc:ción 7 ec. po~ esto que 

parece apropiado discutir sus b<tses químicas y su esµecifi-

cidad. 

El ácido peryódico C.HI0 4 ) oxida el enlace C-C cuando 

ambos átomos poseen grupos hidrox;i. lo ( -CBOH-CHOH·· ) o i:>us -

derivados amino o alqui1-amino has ta producir un dialdehído. 

La reacción de oxidación no continGü y lo:; aldehídos produci 

dos al reaccionar con el reactivo de Schiff d~n una colora-­

ci6n magenta. De acuerdo con Hotchkiss (1948), una reacci6n 

posi-riva puede ser dada por div~rsa::; el.uses de carbohidratos., 

incluyendo a loo monosacár·.idos, polir>ac5.ridos, glucoprotc1-

nas y mucoprateS:nas conjugadas, azúcat•cs fosforilados, deri­

vados inos~tol y cerebrósidos. Compuestos tales corno la rib~ 

sa, el ácido desoxirríbonucléico y los residuos del ácido 

desoxíarnino de proteínas, no dan reacci6n positiva por no 

presentar grupos glicol libres.Rpacción 2.4.0.1. 

Leucocitos normales PAS positivos.- Los neutr6í-ilos contie-­

nen material PAS positivo, generalmente en forma de gránu-­

los moderadamente fin~s tan juntos unos de otros que el fon­

do del cítoplasma no se distingue .. Los Metamielocitos y Mie­

locitos contienen abundantes vacuolas con glucógeno, sin em-
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bareo, menos abundantes que en 1<1.s célulc;\S polimorfonuc]ea-­

res maduras. Los r;ránulos mue::aru.n variaciC.n en su tar.iaño, -

siendo algunas veceG relativamente escasos y cruesos y ol:ras 

numerosos y finos. Los Eosin6filos muestran lln aspecto ~arR~ 

terístico en las preparu.ciones con PAS; los gránulos especí­

ficos de los Eosin6f ilos permanecen sin teñir y contrastan -

fuertemente con el fonclo del citoplasma que es difusam~nt0 -

positivo. Este aspecto también sP encuentra en los precurso­

res de los Eosinófilos. Con respecto a los Basófilos, hay r~ 

sultados contradictorios en lo que respecta a la localiza--­

ci6n de las estructuras PAS positivas lábiles a la diastasa. 

El trabajo de Inagaki (1968), cit:a depór;itos PAS po...; 

sitivos en el espacio intergranular de los Bas6f ilos que son 

lisados por el tratamiento con diastasa, mientras que el tr~ 

bajo de Kaung (1969), demuestra que los gránulos específicos 

de los Bas6filos siempre dan una reacción PAS negativa. Es-­

tos resultados fueron obtenidos t:anto con microscopía Óptica 

como con microscopía electrónica. Algunos trabajos que men-~ 

cionan la presencia de glucógeno en los Bas6f ilos sanguíneos 

se debe principalmente al hecho de que el contenido de gluc~ 

geno depende de las condiciones metab6licas transitorias de 

las células y por lo tanto esta sujeto a grandes variaciones. 

( 11q 18 j 
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Los gr,'inuJos metacromtttic·op d;_- lo.::• Ear,:Gfilos no con-

tienen glucógeno, lu. reacción PAS pos.i. ti va occ:isiona.lmente ol!_ 

serva.da en dichos r;:r_;~í.nu.lo~ específicos se deb1~ t~Gcnrialrncnte 

a la. presencia de rnucopo·lisacáridor> .J..r:idos y ronfolípi.dos. -

Los precursores tcmprunos de los gru.nulocitos, los miclobla.E_ 

tas y promieloci tos 1 muestran una color.:tción ci topllismica d_:h 

fusa, generalmente tcnu...,., pero algunas veces más intensa con 

una tendcnciu. d demarcar los eránulos como lo que se obsArva 

en los Mielocitos. 

Los Linfocitos tienen un menor con tenido de g1uc6ge­

no que los granulociros, pero con f~ecuencia pueden demos-­

trarse gránulos PAS positivoc en el citoplasma ya sean fino~ 

o gruesos, entre un 1 Ot. y un 1~ O't, de los !,infocitos de la Sd.!:!, 

gre perifé'rica muestran positividad con uno o dós gránulos -

perinucleares, pero del 1 al 2i de ios Linfocitos dan una -­

reacci6n más intensa con tres o más gránulos conteniendo ma­

terial PAS positivo. Parece no haber diferencia en la positi 

vidad al PAS entre células T ó B. Los MonociTos contienen -

normalmente pequcñ.:ls cantidades de gránulos de ,glucógeno. 

Células leucémicas PAs positivas.-Los patrones de positivi-­

dad al PAS en la serie eritroide y leucocítica en los trasto~ 

nos hernatopoyéticos son con frecuencia de un valor importan-
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te en el d~agnóstico diferencial. 

Es ;i.mpovtante recapitular las variaciones esencialcG 

que se presentan en al~uno5 estados putolóeicos., en donde la 

reacción de PAS esta sujeta de una manera acentuada a alter~ 

cienes. Entre estas se incluyen las p1'incipa1es vuricdades -

de leucGmias agudas., trastornos c.kl sistema meeacariocit:o-­

plaqueta., talasemias, en a.1 nunos padecimientos linfoprolifg 

rativos y de los granulocitos. (18) 

La reacci6n de PAS es de suma importancia en el diag_ 

nóstico diferencial de varias formas de leucérnias anudas. 

La$ características primordiales de positividad al PAS de 

los diferentes tipos de células blási:icas puede resumirse es: 

mo sigue: Los Promiclocitos y Mieloblastos de leUcémias agu­

das son generalmente PAS negativos, dando al citoplasma un -

aspecto difuso ,. mientras que los lifoblastos de las leucémias 

linfoblásticas muestran una positividad muy intensa al PAS 

en forma de varios anillos concéntricos de gránulos ~ruesos 

o bloques densos de glucógeno que contrastan con un fondo n~ 

gativo. 

Los monoblastos de leucémias agudas teñidas con PAS 

muestran un patron mixto~ algunos dan una reacci6n complet~, 
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mente negativa, otl."'OS da.n una pos.1'.t-,iv;.dacl irrteri~a y.:1 se.:i en 

forma de un fondo rojo difuso o con r,rftr.uloD eruecos o modc-

radamente gruesos. (13) 

Trastornos Linfoproli.ferativoc. - Mucho~; estudios citoquími--

cos establecen que unn proporción varluble d(~ Linfocitos no!: 

males contienen eránulos citoplc'.Ísmicos d~ glucógeno. De acu­

erdo a Gibb y Stowel, no hay diferencias sienifica·tivc:is en-­

tre los Linfocitos leucémicos y norma.le::;.(2) Mientras que en 

investigaciones posteriores se indica que en la leur~émia li!!, 

focítica crónica aumenta la proporción de Linfocitos que corr 

tienen gr&nulos PAS positivos en el citoplasma. Sin embargo 

dichos cambios en el contenido de glucózeno en los Linfoci--

tos no son específicos de leucémias, ya que una gran varie--

dad de tras~ornos linfoproliferativos tales como los Linfa--

mas, presentan altos niveles de glucógeno en los Linfocitos. 

Trastornos de los Granulocitos.- La mayoría de los estudios 

citoquímicos se basan en métodos semicuanti·tativoS del glucª-. 

geno en diferentes tipos de células hemáticás. Ya que la po­

sitividad citopl~smicü difusa presente en ciertos tipos ccl~ 

lares, tales como en lbs neutrófilos, impiden una valoración 

cuantitativa de los cambios en el contenido d~ gluc5geno que 

ocurren en los padecimientos, por lo que el análisis cuanti-
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tativo sólo se puede lograr con ":5cnica5 rnic:roespectrofotomé­

tricas, I .. a utilizaci6n de dicho mét:odo fué rc.wlizadu por Gu­

hrton (1966), en neutrófilo::; de 20 sujetos norm~tlcs y en pa­

cientes con leucémia e;ranuloc.í.tica crónica, c:ncont:r.:indo que 

la cantidad media de mate~ial PAS positivo en los neutr6fi-­

los de personas con leucémia e;r>anulocítica crónica fué tt3% -

menos que el de neutrófilos normales. En los cuudron dB remi:_ 

sión los neutrófilo~ c·ontcnian cantidades normaleG de mate-­

rial PAS positivo. llo se piensa que la disminución en el co.!! 

tenido de glucógeno de los leucocitos leucémicos se deba a -

algún defecto de alguna enzima involucrada en ld síntesis de 

glucógeno, ya que se puede incrementar de t~cs a diez veces 

la capacidad de incorporación de r;lucosa a glucÓgBno en las 

células miel.cides de la leucémi.a gru.nulocítica cr6nicn.. De 

ilCUerdo con Pederson y Hayhoe (1971), la disminución en el 

contenido de gluc6geno de los polimorfonucleares de leucémia 

granulocítica crónica, es compatible con la relativa inmadu­

rez citoplásmica como lo indican también los resultados de -

estudies ultraestructurales. E1 cambio de cüntidndcs bajas ~ 

normales de glucógeno después del tratnmicnto está relacion~ 

do probablemen~e con el surgimiento de unu población predomi 

nantemente normal de neutrófilos, apoyándose esa hip6tesis -

en la reacción de la fosfatasa alcalina, que tiende a alcan­

zar valores normales durante la remisión. (8) 



Reacción 2.4.0.:1,- Pr.incip;i.o de la reacción dr.. ?AS. 
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Reactivo de Schiff 
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Lípidos~ 

Los lípidos desdn !'!l punt.o d<-! vista químico son hete­

rogéneos y una amplia variedad de sustancius comparten con -

ellos p'I'opiedades tales como-: ser insolubles on o.e,ua y ser -

solubles en solventes orgánicos. Los lípidos h~n nido c1asi-

ficados en tres grandes grupos; lípidos simples, compue~tos 

y derivados lipídicos. 

Ci t:oquímicamente los lipidos pueden D.parccer' co1::0 ;;S!, 

"titas microscópicas, en células grasas, células hepáticas a­

nóxicas y macr6fagos, pero esta apariencia no es común e:n la 

mayoría de las célula.s hema:topoyéticas. En est~s los lípidos 

se dispersan finalmente en gotitas muy pequenas que son rf:.!-­

conocidas bajo la observación en microscópío óptico sin ~l -

uso de un colorante selectivo o bién ~n las membranas por -­

combinación con proteínas. Citoquímicamente los métodos uti-

lizados para demostrar la presencia de lípidos se basa en la 

propiedad lipof ílica de algunos colorantes que dejon su sol­

vente y se concentran pref erentementc en lo~ lípidos intra.c~ 

lulares ~ 

·Chaye, ha señalado que los lÍpidos pueden estar uni­

dos a sustancias que los enmascaran en forma variable y de-­

pendiente de circunstancias fisiológicas y patológicas y que 
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pueden estar influenciadas por droeµs, hormonas y otros agn.!:!_ 

tes, de modo que los reDul tadoo obtenidos con un m~todo <l•-? -

tinción dado, pueden dcmost1~ar uno. v ... triab.ilid.:id indep.-:ndien­

te de la inherente al método. 

Los lípidos se pueden demos tr•ar con coloran tes de S~ 

dán, Rojo Oleoso, Escarlñta R, Sulfato de azul de Nilo y co-

lorantes fluorescentes como en 3 ,11-bcnzopircno y Hodamina B. 

La tinción con Rojo Oleoso se basa en que es un col~ 

rante diazo neutro y se emplea en la tinción de crasas neu-­

tras específicamente. (15) 

Tinci6n de leucocitos con Sudán Neero.- Los primeros estu-•­

dios de leucocitos teñidos con Sudán III, Escarlata R y Sul­

fato de azui de Nilo, dieron reacción positiva en los neutr~ 

filos, pero los resultados dieron muy variables, no fué has­

ta años después de haber introducido el Sudán Uegro B por 

List (1934-1936), que se describieron algunas pruebas confi~ 

bles, Sheehan (1939), usó primero el Sudán Negro B para te-­

fiir placas de sangre secadas y fijadas con alcohol metílico 

durante 30 minutos; utiliz6 colorantes de Eosina-Azul de m~ 

tileno para contrasta~ y para ayudar en la identificación de 

las células, concluyendo que los neutrófilos estaban llenos 

de gránulos intensamente teñidos. Los gránulos de los eoGin~ 
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filos aparentemente tienen sólo una ca,pa superficial 5u<lan~ 

fílica, las c~lulas en transición mostraron un cont,~nido rr~ 

nular variable, mientras que los Linfocitos grandes y peque­

ños estuvíeron siempre exentos de ~stP. materiul. Los Mie.lo-­

citos presentan abundantes gr511ulos evidentes y otros escaso~ 

gránulos poco teñidos, los Linfoblastos no presentan r;ránu-­

los. Hallazgos similares fueron reportados por Me Manus, Wi~ 

locki y por Dempsey, quienes estudiaron las células sanguí-­

neas de monos y observaron que los Monocitos contienen csca­

GOS grSnulor. y además una muy fina posi tividad pudo ::;er de­

tectada en Megacarioci tos y PlaquetaG. (1l1) 

Shechan y Storey describieron un método morJificadc -

de tinci6n de leucocitos con Sud5n Negro B en el cual la fi­

jación usual con alcohol metílico fué reemplazada con vapo-­

res de formalina y la solución de Sudán Negro fué mantenida 

a un pH neutro o ligeramente alcalino usando una pequeña ca~ 

tidad de fenal como mordente. F6rmula 2.4.0.2. 

Rheingold y Wislocki, hicieron observaciones detail~ 

das de la sudanofilia de células de sangre periférica human~ 

y en las células de médula ósea, ellos confirmaron las obse~ 

vaciones anteriores hechas en neutrófilos y Eosinófilos, pe­

ro además observaron que los granulocitos basófilos eran po-
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si ti vos aunque Sí'! teñían de ¡;.riz pálido a negro int:r~nso. 

Dc:::clc t:rabajos previo:> sobrl~ lu :;;ud.:inofili.1 de los -

Monoci tos, Rhcingold y Wislocki utilizaron ::;a.ne.re de pu.cien­

tes con gran contenido de Monocitos, encontrando una sudano­

filia variable que iba de 11na col.oración d~bil a una colora­

ci6n intensa del citoplasma. 

Los Linfocitos no contienen material sudan6filo, ~a~ 

poco fué observada posi-tividad zranular en los Megaca.rioci--· 

tos y en las plaquetas de la m6dula 6sea y sanere humana. 

Bloom y Wislocki, estudiaron las reacciones de las -

células sanguíneas y de la médula ósea con el método de hem~ 

tina ácida de Baker, y compararon los resultados con los ob­

tenidos después de la coloración con Sudán Negro B. Ellos -­

concluyeron, que el método de Baker daba una tinci6n más sa­

tisfactoria para las partículas finas, probablemente fosfoli 

pidas mitocondrinles, y presentes en Mieloblastos, Linfobla.f!.. 

tos, Megacariocitos y Monocitos, pero notaron que estas par­

tículas pudie~on ser vistas, aunque menos claramente con Su­

dán Negro B. Este incremento en la sensibilidad del método -

de Baker comparado con los resultados con Sudán Negro fué e~ 

plicado como debido al uso de formalina- calcio como fija--



- 35 

dar en lugar de nlcohol metílico y l.'1 eliminn.ción de colora!;. 

te de conÍ-rastc. ( 8) 

Storti y Pcrueini, enfocaron su u.·tención al valor --

que tiene la tinc.i6n de Sudán Ncero en la difcrcncjación de 

células pritnitivas hemáticas en estados normalt:!S y patolóei-

cos. Utilizaron como contraste Giemsa, paro u:yud.:ir a la ide_!!. 

tificación de las células. J::n el mat..:ri.-:il nor1!'.u.l h.:,i1 laron t~ 

das las células eritrocíticas, línfoc:í.ticas, células plasm~ 

ticas, mer;acariocitos y plaquetus, el mayor número de basófi_ 

los y mayor parte de los macrófaeos medulares o células ret.f.. 

culoendoteliales con sudanofllia completa. Lu positividad de 

los gr5nulos de los neutr6filos y eosin6filos desde el esta-

dio de promieloci·to en adelante fué confirmada, así como ta~ 

bién los gránulos finos regulares característicos de los mo-

nocitos. Las células primitivas poco diferenciadas con la --

técnica de Romanowsky de médulas normales y de leucémias ag~ 

das, fueron fácilmente diferenciadas por la tinción de Sudán 

Negro B debido al patrón de positividad característico de m2 

nacitos y granulocitos. (14_) 

La tinción de Sudán Negro fué atribuida a la existeg 

cia de lípidos libres o combinados, pero esta creencia fué -

cambiada por Lillie y Burtner, quienes hallaron que los grá-
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nulos de los polimorfonur.lea.rcs teñidos con Sudán resis-t:l.an 

la decoloración no sólo cor. .... 1.lcohol y x.ilcno, sino también -

con acetona, cloroformo, tetraclo1~ur·o de c.J.rbono, acei.te mi-

neral y otros solventes. 

Si la sudilnof ili~ depende de ur1a simple disolusi6n 

física del colorante en lÍpidos, t~ntoncc5 el color.ante podía 

ser extraído por un exceso de solvente, pero esto no ocurri6 

así. Lille y Burtner también repor-taron que al estcrif.iccJ.r' -

el naftol del colorante Sudán, se bloqueaba la tinción de -­

los leucocitos, mientras que otros lípidos ordinarioD tales 

como ceras, melanina, lipofucsinu cai~idiaca, lípidos de la 

retina y grasa!:l suprarrenalP.s persistian tcfiiclos, por- lo que 

argumentaron que la sudanofi1ja de los leucocitos rt;sultaba 

de una combinación quimica del colorante con un componente 

citoplásmico no lipídico. 

Lillic y Burtner> establecieron que el término 11 sud!!. 

nofilia estable 11 difcrenci.:ib<l la reacción de los gránulos de 

los leucocitos de otros que son inestables ya que la positi­

vidad es reversible. 

1'urner, sin embargo, sostiene que la tinción de Su-­

dán Negro B para los gránulos de los polimorfonucle:ares P.S -



un proceso enzim.St.ico rel~-icionüdo cop ln ilCtiv.i.r1<1cl de~ 111 pP­

roxidasa y que la positividad (Jr.~ Sudttn 1-l•_·f~ro n en leucocitor. 

resulta de la afin.i<k1<l ele los do:J E,Pllpo.s a.m:tno tlel coloranto 

por grupos ácidos pt,obnblcmcntc unidt..J:"~ ,:1 los focfolípido5, -

desde su punto de vista ninguna rcacci611 fuG 0spccifica pa-

ra los lípidos. (14) 

Hayhoe, estdblecc que .-ií'rox.im..idfl!T'.cn te en 5% del peso 

de los polimorfonucle.:i.Pes normales son lÍpidos: de este una 

tercera parte son fosfolípidos y otra "terct.!l'a p.::n,tc :,on llpi 

dos neutros, 

Las células leucé1nic¿1s y los leucocitos cultivados -

tienen cerca de un 40% menos de lÍpidos, siendo es ta dismin~ 

ci~n de lípidos neutros con la correlaci6n de colesterol a -

fosfatidilcolina de 1.0 ó menor, hasta 0.5-0.7 on los blas-­

tos de leucémias agudas, aunque hay diferencias en el conte­

nido de lípidos entre linfocitos y polimorfonucleares, en a~ 

bos tipos de células, las moléculas de lípidos juegan de mo­

do general un papel importante en la constituci6n de membra­

nas, (9) 

La distribución de la sudanof1lia en las c~lulas no~ 

males de sangre o de médula 6sea y en estados patol6gicos 
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está hién establecida, Normalmente la~-; t~élul.i.s de la ::;c;!'i~~ -

granulocitica muestran inayor positivid~1d co1l la madurac1on -

progresiva, los micloblastos pueden GPr ncg,1tivos o po;;e•-~r -

pequeños gránulos localizados cr-n•ca del núcleo, probabl(~rnr:n­

te en la región de <1purato de Golc;i. Esta forma 1..h: posi tivi­

dad viene a ser más acentuada en los inielocitos y metami~lo­

ci tos de la serie ncu trófi la que 1_- iune mayor' número de !3r.1-

nulos sudanof í l.icos. Aparen temen te es to corrc~:;pondc con lo~ 

gránulos cspcc~fico::; c-r~lul,!r'es qUt"'' .s(? ob:;crvc-in norm~-ilmente -

con la tinci6n de Romanowsky aunque más r,randes de ditimetro. 

Los neutrófilos muestran una gran posit.ividad, los gránulos 

llenan el citoplilSJfül y frecuent¿mente obscurecen paro·te del -

nGcleo, las c&lulas eosin6filas en todos los estadios de m~­

duraci6n muestran una fuerte positividad en los grSnulos p~ 

riféricos específicos con una reacci6n ncgutiva en la pat~tl.'.: 

central. La reacción en los bus6filos es vuriable, alr.unos -

son negativos y otros tienen una relativü positividad en lo~ 

gránulos específicos. 

La po~itividad en la serie basófila tiende a decre-­

cer conforme aumenta la maduraci6n celular. Los precursores 

de los 9as6filos son fuertemente positivos, la reacci6n gra­

nular puede ser de un color metacromático rojizo a negro, e~ 

pecialmente en estados patológicos con mayor basofilia, en -
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donde los gr5nulos ~11clanofíli~os son id5nticos ~ los gr5nt1-­

los específicos. 

Los linfoci 1,1..,s y s\i~ precursor" . .:!~ son invu.riahl emente 

negativos excepto ale11nos co11 pun·tos perlnucleares finos o -

los bastoncil.los \/Ísibl·:!~ en lo~ l.infobl.1s:1:.'J.G <~n pr1~pd.r.J.r..:io-

nes no contru.stadüs y p.!'Obdblemente rcpr•:>sentan fosfolípi_ 

dos mitocondriales, unn positividad Gimilar puedR 01~r vista 

en c~lulas ~~s prinitivas de otri1s seri~G, p~ro se enmascara 

con los colorantes de contraste usados en l~'lG preparu.ciones. 

Los Monoc.i t:ns y sus pr·ccursoce!:; pueden alr;unas veces 

ser compl~tamente negativos, pero frecue11tement~ n11estran un 

número vari~.tle de erfinulos finos o moderadamente gruesos y -

dispersos sobre la c€lula, con una ligera tendencia a canee~ 

trarse el la zona perinuclear o en el bordo citoplasm5tico -

como ocur!'e e:;. los mielo<.:i ros tempranos. Este modelo de grá­

nulos discre~amentc dispersos es característico de c6lulas -

de la serie monocítica y no se contraponen con la distribi-­

ci6n de peroxidasa en las series celulares. (14) 

Reacciones con Sudán Negro B en trastornos Leucocit~ 

rios.- En estados patol6gicos la reacción de Sudán Negro B -

tiene un valor especial en la diferenciación de células inm~ 
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duras de leucl';:Jllias agudas. S-torti "j P(:•rur,ini, sr.fic1laron qw~ 

las células más indifet~1.:-nciadas en los frotis ieñi<los con --

los métodos de Romanowsky y que ti1..~nGn rea.cci6n clo pcrC>xida-

S<l ncgntivfl algunas V(-'_c.:~s mui:~:;;t-r-un un patrón d,:-~ sudanofil1a 

similar a la que se observa en los promielocitos, mi0J.oci1·or: 

y monocitos normales. 

La -tinción de Sudán tlegPo fuG u:;;.:.d'.1 p•Jr Hayhoe Qua--

glino y Doll, como au;.:iJ iar en la cl~i.sificaci6n ele l.:is 

leucémias agudas. La sud.:inofi 1 ía proporciona generc-ilmente 

una ayuda muy impor·tante en las Vc-iriedadcs de esta cnfermP.--

dad. 

Se ha observado una rcducci6n en ln sudanofilia en -

polimorfonucleares, oca sionalmen-te negativos o con áreas ne­

gativas en el citoplasma, en las leuc~11iiils ~ranuloc!ticas -­

cr6nicas. De manera similar se ha visto polimorfonucleares -

negativos, algunas veces con ausencia ".le gránulos específi-­

cos, reacción de peroxidasa negativa y reacción de fosfatasa 

.:i.lcalina negativa en una minoría de casos de leucémias miel9_ 

blásticas agudas, existe la posibilidad sin duda, de que es­

tos polirnorfonucleares anormales podrian derivar de precurs~ 

res·ieucémicos, aún cuando la mayoría de los polimorfonúcle~ 

res maduros en las leucémias agudas es más probable que pro-
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ven[;& de los pr<:cursor·cs nor1nules sobr·cv;i.v,ü."!nt··s- (8) 

Enzima. s. 

Fosfata.saz;. - Las fosfa't.'lsc:is ácida y alcalina inclu-­

yen una gran variedad d-c isocnzimo.u con lu capacid•td de lib~ 

rar fosfato a pa.rt:ir <le muchos f osfomonoésteren alcoh6licos 

o fenGlicos a pH 5cido y alcnlinn respectivamente. 

Estas enzimas estan .:i.mpliamcnlt'.' d3.Jt:r-1bui<.Lois tanto 

en las c&lulas como en los tejidos y son de gran in·te~~s e -

incalculable valor para la hematología. L<l <lemostraci6n cit2 

química de las fosfa tasi.ls con el mic:ro!icópio 6ptico clepend1~ 

de la formaci6n de un precipitado insoluble colorido en los 

sitios de tiidr6lisis del sus·trato y de los mGtodos utiliza-­

dos inciden en dos ampli~s catceorras: 

-Métodos de Gomori-Takamatsu 

-Métodos de co1orante Azo. 

En los primeros, las preparaciones celulares se dejan -

actuar sob~e un fosfomonoéstcr adecuado en presenci~ de jo­

nes capaces de formar un compuesto ín5oluble con el fo~f3to 

liber-ado a un pH seleccionado. Gornori y Takama-rsu, en forma 

independiente mostraron una técnica para lograr esto con la -

enzima alcalina y esta técnica con modoficaciones mínimas ha 

sido utilizada ampliamente. El fundamento consiste en el uso 
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de un gl;i.cerofosfa to u otro fo::;,fomonoGwte;r.,"' cot:;o su~;-rz.-.ato ~1 -

vados. El fosfato que se lib•2r11 cr; atrL1p.1do con;o un fosfuto 

de calcio insolublé, r¡uc se conv.ie1•tc p1 1 imt•ro en fosfato ele 

cobalto y posteriormente en sulfuro de cobalto nc[';rO, la. re­

acción es como sigue :(10, 1.2, 17) 

fH20H O 

CH-D-11-P ( - ) 
1 OC-l 
CH 2 0H 

beta-glicero­
f osf ato 

H-{)-H 

f H2 0H 

-"f-"o"s-"t"a-"t"'.1"'~~'-"d'---'u'-'J~:'-;~C-- CHOH 
pH 9.2 Mr; l 

CHOH 

eliccrol 

HOP03 = + 3 CoN03 ---------- coro,, + 3 N03 -

HO-ri-0(-) 
Íi<-l 

fosfato 

2CoP04 + 3 Cfft\l 2S ---------+ 0;.i~,i;, + rnH4 llD4 

de cobalto 

Con ambas enzimas, estas técnicas inicialmente die--

ron algunos resultados erróneos. En las células sanguíneas y 

de la médula Ósea por ej~mplo, 81 uso del procedimiento dP -

Gomori y Takamatsu para la fosfutasa aiéalina llevó a discr~ 

pancias sobre las células que daban reacción positiva y tam­

bién sobre la localización de la rcacci6n dentro de las cé--

lulas. 



El J1ec}10 de que se encuentre ·tinci6n nucl.e~r inter1~rl 

y r;ranularidad en el c:itoplasmu., lli:ova a cluda.r' si lrJ posj ti'1i 

dud nu~lear ~s un artefa.cto debido a lil di.fusión de lu enzi.­

rna o de los iones fosfato liberddos, Este problema se rerhcc 

parcialmente con el uso de altas concentraciones de iones -­

calcio lo que hace que la enzimd se inmovilice por el incre­

mento en la conc.~fftr•ación de estos iones. (B) 

Algunos es1:udios sobre la positividad citoplfismica -

de estas Anzimu3 en los ePanulocitos, ponen de manifiesto va 

riaciones importantes en algunus enfermedades~ por ejemplo: 

una disminución en las leucémian granulocíticas crónicas y 

una elevaci6n marcada en la mctaplasia mieloide e infeccio-­

nes piógenas. (21 ) 

Los trabajos de Jiolt (1959)~ condujeron a determinar 

la localizaci6n nuclear de la enzima. La enzima ácida a dif!:_ 

rencia de la alcalina se puede localizar exclusivamente en -­

los lisosomas y puede por lo tanto ser inaccesible al sustr~ 

to a menos que la membrana lisosornal se haga permeable por -

la fijaci6n a un pH bajo. (14) 

Aunque los métodos de G omori para fosfatasas sean -­

muy utilizados para el diagn6stico hematológico, los métodos 



del colorante Azo poseen ciertas ventajas ultraestructurales 

que han conducido a imponers~ a los primeros. <22) 

Método del colorante Azo. -El s ""'eundo grupo de~ rnl_':·todos para -

demostrar las fosfatasas citoquímicamente, implican el uso -

de s11stratos que contienen el fosfato de naftol o un deriva-

do de naftol. A r:'ledida que ocurre una hidr6lisis enzimc"i'.tica. 

en presencia de iones magnesio activadores, el ~3f~nl :itEr~ 

do más que el. fosfato es capturado por una dmina diazoada, -

el. resultadO de la uni6n, es un precipitado colorido brillar!_ 

te de colorante Azo. Los pasos de la reacci6n se sintetiz,1n 

a continuación: (1~, 1"/) 

ro
oPa~c. ... 

~1 ++ 
+ H,10 Fosf~"tasa 

beta-naf"til-
fosfato de calcio 

beta-na.ftol 

OO
N:NC.I 

-----~ 
/, 

dlfa-naftil-cl.oruro 
de diazonio. 

colorante rojo insol.uble. 



Fosfatasa' alcalina 

El primero en introducir un método para la dcmos·tra­

ción de la fosfatasa alcalina fué Menten. Los diferr::ntes mé­

todos usados en hernatologia difieren en el tipo de fij~ci6n 

con el derivado de naft:ol que se emplea, ya sea como naftol 

o como sal de diazonio, pero dan r,encralmr:-nte los mismos re­

sultados. Una t~cnica citoquimica para la demostraci6n d~ -­

fosfatasa ácida fué descrit.-1 por S··!lr.-gn-1n y Manheur la cual 

consiste en utilizar alfa-naftil-fosfato de calcio como sus­

trato a un pH de 5.0 y cloruro de .:::intraquinona diazonio como 

agente acoplante, se requiere de periodos de incubaci6n pro­

longados y la mayoría da los invas~isadores consideran que -

este mGtodo es poco satisfactorio; a1111que haciendo alg11nas -

modificaciones en el sustrato como el uso de diferentes naf­

toles tales como: naftol-AS, naf~ol AS-B con varias sales de 

diazonio y para-rosa-anilina hexazoada se ha mejorado la re­

acción. 

Tal vez el mejor método desarrollado ha sido el de -

Rutenburg y Selegman quienes emplearon 6-benzoil-2-naftol 

fosfato de sodio a pH 5.0 como sustrato e incubaci6n para el 

acoplamiento con azul rápido a pH entre 7.0 y 8.0. <20) 

El m&todo que se describe en el sieuientr• ~apítulo 
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para la ident.ificaci6n d•1 fosfa:ta.sa. alc¿1lina leucoci·tar.ia 

es el descrito por Ernest Beutler. La detrrminaci6n se 1Jsa -

para diferenciar la leucémia r,t'u.nuloc.í.t·ica crónica de las -­

reacciones leuccmoides que se ven en infecciones agudas, la 

Policitcmia Vera y la 11Iclofibrosis con mctaplasia mieloide. 

El sustrato rn:iftol-A~-BI-fosfato, se hidroliza a fOE._ 

fato y una naftol arnida arílica que se uno a 11na snl de dia­

zonio rojo violeta LB (5-benzamida-4-cloro-2-toluidin~ dia-­

zoada) formando una coloraci6n insoluble. 07,17) RPacc. ?.w.o.s. 

Reacciones citoquímicas para la demostración de Fos­

fatasa leucocitaria.- Los primeros estudios empleando la té!:_ 

nica de Gomori sugieren que la actividad de la fosfatasa al­

calina de las células sanguíneas se restringe a las células 

maduras de la serie granulocítica y que el contenido celular 

enzimático es mucho más reducido en las leucémias granulocí­

ticas crónicas, pero elevado en las leucocitosis inflamato-­

riils, en cuadros leucemoides y en la mielofibrosis. La posi­

tividad se restringe al citoplasma de los neutrófilos. Los -

eosinófilos algunas veces muestran una tinción positiva en 

el fondo de su citoplasma con sus gránulos específicos nega­

tivos, pero los bas6filos normalmente son negativos y se ma!!. 

tieneñ as! aún en estados patológicos, aunque Perwaresh ha -



Reacción 2,4.0,5, 
OPO.:i No.;¡. 

<:.- ~ ~ +H12..0 FAL 
11 ')==/ pHB.3 ro OH 

o OC.t13 
Naftol AS-BI-fosfato 

<:.-IJ~ 
ti \ 'F: 
0 \-\ ocH 

AS-BI-Hafto¡ 3 
de sodio. 

+ 
5-Benzamida-4-cloro-2-toluidina 
diazoada. 

Q> ~ 
~tJ::Nyc..1 

o:.<:.: OH <:.::.O Q-rll1-1 \i~-0 
C.H~ Compuesto colorido insoluble. 
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reportado 11na rcacci6n posit·iva n los bas6filos además dP -

una mayor acentuaci6n de la ac1:ivid<ld en los n·:-ut1,Ófil0~;, (~11 

un sólo caso de basofilia aso<.:iada con osteorniP.]ofibr•osis, -

sin metaplasia 1nieloide. Otras cGlultls S.J.n~uín~Ms incluycnclo 

monoci tos, linfocitos, eri troci-tos y p1u.quvt2w, son ccneral­

mente negativas, aunqu;:; 11n<i tinci6n tenue se ller:.-1 el obscr--

var· ocosionalmr.ntc <~n plnqucta:.:; y pocos li11fut":it.os r.ortwil•_,~~. 

menos de 1% pueden mostrar T'--:!..:.i.ccié.n cit:opl[ir;micrt débil o rnod~ 

las hem&ticas que norn~lmente dan reacci6n positiva y estas 

son los granulocitos tardíos, empezando en •:!l estadio de me­

tamielocito donde muy ocasionalmente las c;';lulas dan positi­

vidad, hasta los ncutrófilos ~--;e!:',lílent.::i.dos que tnH<~s-tr<'Jn variü­

ción en la intensidad de la r~acción. Las c•?.lu1as retl.culo­

endote1iales de la médula, eeneralmente presentan fuert0 ac­

tividad enzim&tica al igual que los ostcoblastos, pero otras 

células de la médula ósea incluyendo los precursores de los 

granuloci tos, eri·troblas tos, rnegacarioci tos, casi todos los 

linfocitos y los monocitos, normalmente no reaccionan. (21) 

GeneI"almente en las leucémias de células inmaduras -

son negativas a la fosfatasa alcalina, sin embarBo, Schubert 

y Martín reportaron una intensa positividad en el 19't de los 

mieloblastos de la sangre de un paciente con crisis blástica 
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de leucémia granuloc:ltica cronJ.c<.i. 1 ·también se ha vi.sto posi-

tividad en los blastos de la lcucGmia niclnl1l~otica agiida. -

La positividad de la rosfa.té1si"1 alcalina hü sido obn<::?rvada 

·también en muchos pro.linfocitos d(! irnpl'Ontu.s d<2 ~~cinglios ~ oQ 

tenidos en pacientes co11 leuc~mitl proli11rocftica, pero las -

células noepl&sicas circulantes en este caso no dnban positi 

vidnd, por lo consiguic11t~ la. unz..i1j1d pued.1 ser' más fa'cilmen-

te demostrable en c~lulas de ganglios linfS~icos que en los 

linfocitos de sancre ¡JerirGrica o el·~ m~dul.a 6sca. Ln nctivi-

dad de la fosfatasa alcalin.:i. en la m•'!mbr-anu de los linfoCi- ... 

tos en ciertos cacos de Linfom::J.s no-f!odgkin, han sido tam--

bién estudiados tanto en frotis como er1 biopsias. Las cnfer-

medades linfocíticas malignas bí~n d:i.f,corpncíadas incluyendo 

la leuc~mia linfocítica cr6nica y lon linfornas linfocíticos, 

fueron negativos también como lo fueron o·tros 8 tumores difl_,!. 

sos de células B, 8 linfomas linfobláGticos y las células en 

cuatro casos de síndrome de Sezary. En los ganr;lios linfáti-

cos normales o testigos, los linfocitos fosfatasa alcalina -

positivos, se restringieron a los n6dulos primarios y a las 

zonas del manto de los n6dulos de los folículos secu11darios; 

lo que sugiere que las neoplásias linfoides que reaccionan -

positivamente se derivan de estos sitios. (14) 

Se ha trabajado con neutrófilos no fijados de sanerP 
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periférica y se ha pensado q1H~ 1 a reactividrld enzi.Jlláticc1 se 

1.ocaliza en los gránulos Sf:ocundarios, pero la conserv.:i.ción 

de las células fué pobre y el producto de la reacci6n apare­

ció sólo en pocas estructuras v.J.cuolarcs d~ tamaño muy vuri'.'!_ 

ble. Baiton y colaboradores en 1971, tambiGn concluyeron que 

la activic1ad dP. la fosfat"asa alcalina. se localiza estructu-­

ralmente en las cisternas del aparato de Golgi y en los ¡_;rS­

nulos secundaPios pequeños de forma alu.rgada o irregular. E~ 

to s6lo ocurrió en una proporci6n de r,ranulocitos que se e!]_ 

contr~'iban en un estadlo avanzado de desarrollo (metamieloci­

tos en adelante). La confirmación de que la enzima está pre-·; 

sente en los erSnulos pequeños proviene de estudios bioquími_ 

cos con frac~iones subcelulares. (14) 

Un logro importante es la determinaci6n scmicuantit~ 

tiva de la positividad en los neutrófilos circulantes, lo 

cual se logra correlacionando L:i. intensidad de la tinci6n 

con el número de gránulos en 100 neutr6filos consecutivos en 

la forma descrita por Kaplow. La suma de las puntuaciones o~ 

tenidas en las 100 células nos da un valor con un límite en­

tre O a 400, dicho valor es conocido como el Índice de posi­

tividad .de la fosfatasa alcalina leucocitaria en neutr6filos. 

Los Índices de fosfatasa alcalina leucocitaria de -­

neutrófilos varía en sus límites normales de acw~rdo con el 
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método empleado; scr;Gn Quaglino y Hayhoc ob·tubi•o•ron los 1 ími 

tes de 50 sujetos normales con valores u11tre 111 y 100 con -

una media de 46, mientras que K.:i.plow, cncon-t.ró un intervalo 

de 37 a 98 con una media de 68. Las <lifo~cncias tienen poca 

importdncia puesto que cada lnliorator-io utili~a un mGtoclo di 

ferente y establece sus propios intervalos norm~lcs. (8) 

Se han observado incrementos en la actividad de la -

fosfatasa alcalina en cuadros de Policitemiu. Vera, H:i.elofi:..­

brosis y leucocitosi.s inflamatoria; contra~:;ta.ndo con lo. dis­

minuci6n en dicha actividad en la leucérnid ~c.:inulocítica cr§. 

nica, lo que se confirmó con los métodos del colorante Azo. 

Se han encontrado valores normales de la enzima en todus las 

variedades de linfomas no-Hodgkin, en la. leucémia cranulocí­

tica crónica y en la mayoría de las anemia5 debidas a defi-­

cienci a en algunos factores. Puntuaciones bajas S•O! obtienen 

invariablemente en las leucémias granulocíticas crónicas con 

Cromosoma Philadelphia positivo. En las leucémias mieloblás­

ticas agudas, las puntuaciones para la fosfatasa alcalinü -­

son bajas cuando los Mieloblastos o Promielocitos predominan, 

pero generalmente son normales o altos cuando predominan los 

precursores monocíticos. De una manera semejante, en las er~ 

troleucémias el patrón es el eritroblasto con puntuaciones :.... 

bajas. Otros trastornos hematológicos con puntuaciones bajas 
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son la hemoglobinuria paroxística noctu('na y la mononucleo-­

sis infecciosa. (2) 

La mayoría de los tejidos que poseen contenido st1fj­

ciente de fosfa.tas.:.-l olcalin.-:?. puru ser <lPmostr.:tda ci toquímic~ 

mente contienen isoenzima.s específicas, r.~parables por su~; -

propiedades bioquímicas, inmunal6~icas y elcctrofor6ricas. -

Se han idcn1·ificado isoenzinus de fos(utasa alc¿¡ljna en hÍg~ 

do, hueso, intestino, plucenta, C'6lulris HELA y en ciertos t~ 

mores. 1'ambién se sugiere que 1.a fosfutusa alculina leucoci­

taria repre:;ent.::i una isoen;~ima ;,eparabl.c, que st;? ith.lc ti'Jü. p~ 

co con el caior con respecto a las isoenzima~; dí! hír.ado y ... -

hueso, pero tambi~n menos resis·tentc al calor qu~ lu isoen2i 

ma placentaria y se inhibe menor; con la fenj:talanifü> que l<.!S 

isoenzimas de.> placenta '-' j_;11.cs tino. Tanal<a en 1970, encontró 

tres isocnzirnas n1aynres de la fosfatasa alc~lina: f (r~pida), 

I (intermedia) y S (len-ta), en los extractos de leucocitos -

normales. Los patrones fuet'on iguales en los mongoles en do!.!. 

de la actividad de la fosf.:itc1sa al.calina es alta, pero la -­

forma F estuvo auseute en li1 lcucémiu e,ranulocícica cr6nica. 

Algunos investigadores han separado la. fosfatasa al­

calina de los leucoci"tos por cromatografía en columna, ul tr~ 

centrifugaci6n en grctdlen tt; :le sacarosn y cJ (~ci:Poforésis en 



gel de alm.idQn, Las en::imas purif.i.c.-l'Ju.o por (':J"tr.,:; mt:t-odo.s f)~ 

ra los leucocitos obtenidos en r;anr,r·~ normu l, ] Cl. leuclhnid 

granulocS.tica cr6nica. y r.h: la l('ucor:it.o:~in ceL·ttiva fueron 

similares en sus ctJ.ra::.::t•~l'Í!.:tic<.l~:; tJi.<;qu:ímlc.J!'" y Li.ofísicaD, -

con pesos molecula1~1-~s entPe 5 y 6 000 (.L:.tl-cones~ It1munoJ.ógi-­

camente son id5ntícas, sin cmba1,co, las activicl~d~s cn~imSt! 

cas especificas son muy diferentes. (16) 

Se han J1ccho (!Studios en ncutrófilos dr: l.""~Jnbr.ioncr. h.!.:!_ 

manos, encontrfindor;e que los neutr:•6filos muduro~ tJ,.; hÍ.r,~u.lo y 

médula 6sea fueron negutivos a 1<1 f1.H>fatasu. ulcalina duJ>antc 

el primer trimestre,ocusionalrncnte con fuerte poGjtividad C!;. 

lular que apar~;-ce en lu. sangre y org..-1nos hemi'.l topoyé t·i.co~ t..,~n 

el ser,undo trimestre y una total y .fuer·tc. positividad ce.Ju-­

lar que aparece en los ncutr6filo~ de la snr1grc del tercer -

trimestl"e de gestación, donde los ínriice.s de fosfatas<l alca­

lina fueron de 169, siendo el intervaio normal en el adulto 

de 14 a 100 puntuaciones. t22} 

Se ha encontrado elcvüci6n ~n los niveles de fosfat~ 

sa alcalina en la neutropenia inducida por medicamentos y en 

algunos casos de anemia aplásica idiopática, lo que se atri~ 

buye a la liberaci6n de neutr6fíioz reci~n formados en la m! 

dula 6sca con una alta actividad de la enzima. Not'malmen"te -



las Bandas son negativas y en rarns ocasiones tienAn activi­

dad positiva mientr·as que les polimorfon\JC]nares d~ l~ ~6du­

la ósea son en su mayoría ncr;ativos. 

Si tomamos en cuenta las diferencias significa~ivas 

en los valores enzimáticos asociados a granulocitos en enfc~ 

medades tales como la diab~tcs y la. cnf<:?rmcCco-:d de Hodgkin -­

con valores altos, con los v.1lores bajos como en lq hemoclo­

binuria paroxística nocturna o la hipofosfat1~mia hcroditilrla 

con fcsf atasa alcalina negativa no habrá duda de que hay --­

ot1,os factores además de la edad de la célula que afectan a 

la síntesis o activaci6n de la enzima. Los estímulos exter-­

nos que conducen a la. leucocitosis inflamatoria tar:,t.ién acti_ 

van la enzima, mientras que los defectos celulares internos 

de las clonas de la leucémia granulocítica que conducen a un 

desequilibrio en la producci6n y liberación de granulocitos 

también puede conducir a una producci6n o activación dcfec-­

tuosa de la fosfatasa alcalina leucocitaria. Hayhoe ha apoy~ 

do esta Última hip6tesis al comparar la actividad de la fos­

fatasa alcalina leucocitaria y a la capacidad fagocítica de 

los neutr6filos de pacientes con leucémia granulocítica cr5-

nica Y.encontró que las células con más enzima demostrable -

son fagocitos más activos que aquellas células con la fosfa~ 

tasa alcalina negativa, por lo que conside-rarcr1 que la baja 



actividad enzimá·tica y la defec·t-uosa. ,1ctividad Lq_i,ocítica. -

son manifestaciones d•J inmadurez citoplft~;·.1ica 1'n los n~:utr?­

filos segmentados de la leucémia gr¿¡nuloc J'. tic a cr-óni.cn. Mic.!l 

tras que la fosfatasn ácida. es c·l p1'..inci.pal constituyentP. de 

los gránulos ncutr6filos primarios, la fc,~filta~;u ~-ilcali:ia 110 

se presenta an estoc gr~nulos o es neeativa como lo dcmucs-­

tra el examen ul traes tructural de 1 os l(:.:ucocit:os humanos. (a) 

Chikkappa en 1973, encontró que los leucocitos de -­

leucémias granulocíticas cr6nicus cultivados 1.::n c.J.muras de 

difusi6n presentaban capacidad de m.:uJurdr a. neutr6filos y si 

multaneamcnte expresar actividad de fosf<!t~1sn alcalina leuc2_ 

citaria. 

También podemos decir que en la fase crónica de lü -

leucémia granulocítica cr6nica se presentan niveles de fosf~ 

tasa alcalina leucocitaria bajos, lo cual se debe en parte a 

una insensibilidad intrínseca de los neutrófilos a f~cLorcs 

que estimulan la enzima y en parte a una maduración defec--­

tuosa de las células circulantes. 

Sobi"'e el papel del Bazo en la fase crónica de la en 

fermedad se ha sugerido que los neutrófilos recién formados 

provienen de la médula ósea con llna reacci6n de fosfatasa al 
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calina intensamente positiva, son atrQpados en el buzo y re­

tenidos ahí, hasta que su actividad desapa~ece y dP~pu~s son 

liberad Os a la sangre periférica. La csplcnectomía pr1odujo 

en 8 pacient~~ 7 l~1cocito~ls neutrofílica e incremento en -­

los niveles de fostatasa alcalina leucocitaria. 

También puede haber incr.-.:.men to en la il.Cti v idad de CE_ 

ta enzima en la metflmorfosis termi11al en la crisis blástica 

de la leucémia granulocítica cr6nica. Hayhoe sugiere que i;s­

te incremento se deba a ~ue los neutrófilos maduros se oriei 

nan en el bazo, ya que durante la crisis blástica la mayoría 

de los leucocitos circulantes se producen en este último or­

gano. (8) 

Fosfatasa ácida 

En los primeros intentos hechos sobre la demostración 

de fosfatasa ácida se observ6 que la distribuci6n de esta en 

las células hemáticas era predominantemente nuclear, esto 

probablemente pudo deberse a un artefacto, ya que más tarde 

se observó que las células hemáticas nucleadas contenían gr! 

nulos positivos en su citoplasma. La positívidad más intensa 

se presentó en los granulocitos y muy poco en los linfocitos, 

de tal manera que los eosinófilos, ·monoci tos y plaquetas di§_ 

ron una reacción intensamente positiva. 
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S;i.n emlurgo, en ce:;lulas de ln 1w$<tlll.:i ós~a. L1s reacciones l'Il<:Ís 

intensas fueron encontradas en l.:i.s célula.;, reticulnrr:s 1 cél~ 

las plasmáticas, mer,cJ.ca.riocitos, pla.qw~-r.-1s y c!'.Hu las cebt1dar:, 

mientras que los precursores de los r;ranucloci tos son más -­

fuertemente positivas que los 11cutr6filos m~duroz. Esta Glti 

ma observación va de acuerdo con la demostraci6n ultracstru~ 

tural utilizada por Gomori, que permitió concluir que la -­

fosfatasa ácida se localiza principalmente en los 13.r&nulos -

primar'ios de neutrófilos, pero estfi ausente en los ~ránulas 

secundarios, de tal forma que los promiclocitos contienen s.§ 

lo gránulos fosfatasa ácida positivos micn tras qw: en los Ú.!_ 

timos estadios de los grunulocitos su positividad es menor, 

esto se debe a que los ertlnulos uzurófilo~ primarios se divi 

den durante la mitosis entre las células hijas, desarrollan­

do al mismo tiempo numerosos grilnulos secundarios negativos 

a la fosfatasa ácida. 

La fosfatasa ácida se localiza alrededor de los lis~ 

somas y no cabe duda que los gránulos primarios representan 

lisosomas primarios. 

La fosfatasa ácida también se encuentra en los grán~ 

los bas6filos de algunas especies, en las cisternas de apar~ 

to de Golgi. C B) 
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Tanto los eranulocitos como los monocitos por medio 

de métodos c'itoquímico!.3 muestran po[i,itiv,idüd a estu. cnzimd 

con un patrón difuso. (1) 

Por otra parte, se sabe que las 1uuc6Miils linfocíti­

cas crónicas rnuestL~an disminuci6n en lu. actividad de esta e~ 

zima, así como ta1nbi~11 las c€lulas de Linfoma no-•lodBkin, 

aunque contrar>Íamentc, se ha observado un incremento en la 

actividad en los linfocitos transformados por estimulaci6n -

con la fitohemaglutinina. 

En las células de 10 casos de leucémia de células 

peludas estudiadas por Li en 1970, se demostr6 una intensa -

positividad de fosfatasa ácida en los neutr6filos de leucé-­

mia granulocítica cr6nica, Policitemia Vera y en las infec~­

ciones. 

En años recientes se ha identificado hasta 7 isoenzi 

mas de fosfatasa ácida por medio de electroforésis, de las -

cuales las isoenzimas encontradas en c.é.lulas mieloides dífi§.. 

ren de aquellas encontradas en células linfoides. 

Li sugiere que las isoenzimas de la fosfatasa ácida 

se localizan en diferentes organelos celulares. 



- ~) 9 

Mientras que en los cranulocitos las isoenzimao 1~ 2 

y 4 se encuentran e11 los gr5nulos primarios, en lo~ Linfoci 

tos ninguna de estas est& preser1to, las isoonzimas 3 y 5 s~ 

encuentran en otros tipos de 1 :if;oi;omas, muy diferent,~s en 

estructura a los eranulocitos y 10s monocitos. (1;) 

Los cambios que se pretn' t"an rJurnnte ln maduración -

de los monocitos a macróf.:igos incluyen un aumento en cuant" 

al tamafio y la complejidad del aparato de Golgi y un incrc-­

mento en el número de lisosomds paralelamente con la activi­

dad de fosfatasa ácida, lo que concuerda con lo que se obse!: 

va en las células blásticas de leucérnia monoblástica aguda. 

Posiblemente la enzima está constituída por isoenzimas 1 y 4 

tal como en los monocitos normales. Por otra parte se ha vi:!. 

to que un est~mulo en la producci5n de la fosfatasa Scida ia 
cluye una activaci6n inmunol5gica y mitog~nica, de tal forma 

que los linfocitos circulantes ya sean T 6 B presentan sólo 

cantidades moderadas de fosfatasa ácida citoquímicamente de­

mostrable, pero a medida que las células B son activadas por 

vía inmunológica hacia células plasmáticas Sü presento un -­

aumento en el contenido de fosfatasa ácida, muy similar al 

que se.presenta durante la estimulaci6n de las células T con 

la fitohemaglutinina. Las células de Reed-Sternberg de la t:n 

fcrmedad de Hodgkin, probablemente de origen E, generalmentP. 
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presentan pos.i.tividi\d r;ranular d.ispersa. 

El m&todo que desbribiremos en el cap!tulo siguiente 

para la demostrac.ión de fosfatasa .'.icida leucocitaria es el -

descrito por Davcy y Nelson; cuyo funda.m~nto de la prueba es 

la demostración de fos.fatasa 5.cida t.:irtrato-rcsi.stcntc en e§_ 

lulas leucémicas y puede ser usadrl. como un marcador enzim~it-i_ 

co en la confirmaci6n del diaenóstico de la leucémia de cél~ 

las peludas. La fosfatasa ácida también puede Der usuda en 

la identificaci5n de subgrupos de c5lulas T de lcuc~mias lin 

foblásticas agudas, particularmente cuando no Ge cuenta con 

otros m~todos de identific~ción de c&lulas T. 

El principio de la prueba: se basa en que la fosfat~ 

sa ácida en células hematopoyéticas puede hidrolizar una va­

riedad de anilidas hidroxin~ftÓlicas, produciente naftoles -

insolubles acoplado a la eficiencia de sales de diazonio a -

pH ácido, los productos resultantes forman un precipitado e~ 

lorido y da una buena localizaci6n enzimática microsc6pica. 

El ácido L(+)-Tartárico inhibe las isoenzimas 1 a 4 de la 

fosfatasa ácida, pero la isoenzima 5 es resistente. ( 2W 

La reacci6n es la. misma que para fos·tatasa alcalina -

página 47 reacc. 2,4.0.5 sólo que a pH 5.4. 
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Peroxidasa ·1eucoci tAri.:i ( Mielopcr·oxidu.su}, 

La reacción de peroxid.:i.sa es positiva en células de 

la serie neutrofílicü y co::;ino.fílic••, y débilmente positiva 

en monocitos y puede ser usadn para diferenciar células <le -

estos tipos de las cGlulas linfoides o critr•oides, las cua:...;.:-: 

les son peroxidasa n0gwtivas. 

En el capítulo siguiente se describir& el m~todo --

descrito por Williams J. W. y cuyn fundamento es eJ que sieue: 

la peroxidasa leucocitaria transforma el hidróeeno de la ben 

cidina u otros sustratos en per6xido de hidróeeno, dando lu­

gar a un derivado de color azul o maPr6n, pudiCndose obser-­

var esta colorac.i6n en el luear de la actividad enzim5.tica .. 

Reacci6n 2.4 .. 0.6 t 20,14} 

NH~ 

NH~ 
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La.s reacciones citoquímicas paru la determinación d0 estera-

sas utilizando diferentes sustratos ayudan a distinguir er1--

tre células de la $erie monocí·tica ele célul~1s de lil scri•.:! --

granulocítica. La reacci6n para las esterasas no especificas 

utilizando como sustratos alfa-r1aftil-acetato o alfa-naftil-

butirato, es fuertemente. positiva en los monocitos y déb.ilmc.!!_ 

te positiva o nega·t:iva en lo~ nc:utl'.:.ifilos. La rcacci6n util!_ 

zando AS-D-cloroacctato como sustrato es positiva en los ne~· 

trófilos y sus precursores y débilmente positiva o nceativa 

en los monocitos y sus precursores. 

El fundamento del método que se describe en el capí-

tulo III para la identificación de esterasas leucocitarias -

en general es el siguiente: las esterasas leucocitarias hi--

drolizan sustratos sintéticos monoésteres derivados de naftol 

como son: naftol AS-D-cloroacetato, alfa-naftil-acetato y al-

fa-naftil-butirato. Un compuesto naftol o naftil es liberado 

y rápidamente se une a una sal de diazonio presente en la 

mezcla de reacción, resultando un precipitado colorido en o 

cerca del sitio de la actividad enzimática. Reacc. 2.4.0.7(11.20) 

La cloroacetato esterasa actúa a un pH óptimo entre 

7.0 a 7.6 y no se inhibe con fluoruros; mientras que las -

esterasas no específicas reaccionan mejor a pH entre 6.0 a 
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6. 3 y son inhibidas poi• fluoruros • 

Reacc;i.ón 2.4.0.7 

IMFTOL-AS-D-CLOROACi:TA1'0 NAFTOL-AS-D 

+ 
NAFTOL-AS-D 



AEJlCGIOf\ES CITOOUlMlCAS EN CELULAS SANJUif\EAS NORMALES Y EN CEUJLAS BLASTICAS a: LELCEl.IIAS ACUDAS 

E5TEAASAS 

Sudan Ne- alfo-nnftll a.lfa-naf"til Noftol-
oro B. ocelnto tullr>Jto ,l\!3-0-clo 

Cf!lula P!i!rmddQsa 'rnr."!"'!.Q PAS Fnsfat.-1f", .. !S;r..i11 .• 

PromleJ oci to - ! ;!: +/-H !./+ +/H 

Ncutr6Tilo -/ ;!: +/++ 

Monoci.to ;!: ++! +++ -/;!: ;!: 

Lirifocito -/;!: 
o 

-/;!: 
o 

-/+ -/.+ 
Eri troblasto -/;!: 

b 
:!!-

Megncarioci to ;!: 

LLA -!+ 
e 

+/++ 
e 

-/+ 
L M A +-/H -/ ;!: 

L P A :!: -+H ;!:/+ 

L MU A -/++ -/++ -t/+++ +/+++ ;!:/++ -/++ +/++ 
LEN O 

Simbolos r:laves: - Neoativo +++ Fuartam13nte positiva LLA "' Lcucé11>ia linfobl.:lslica e\i;HHti 

LMA .,. Leucemia miclobl6sticn o¡::¡;.¡da 
lPA "' L, prom'\oJ.oc.1 lic~ agutle . 
LMP.~A .. L, mielomor.oblhst.ic~ .:mudo 
LEND .. L. n~ di ferenclada agu~n 

.;t Débil o poco positive. 

+ Moderado 

t+ Moderedarronte fullrte 

e) Post ti vi dod focal no di fusa 
b) En eritrocleucémia y on a.launas rlefl:.'Ctcs de matiJr!lc16n 

eritroide la positividad os fuerte, 
e) Positivir11'.d cHODl&smotico focal en Dt."l1t.mñil proporcifin de LLAs. 
d) Po-;;itivo en eritroleucér:11l'I 
el Bloques to::;i:O!> t1picm> 

Tcn~dn da ..-EtJATGl.OCIY. l'JllLIAMS, J, W,, (20) 



CA P I T U L O III, 

METO DOS 

Tinción de PAS (Acido pePVÓdico de Sch.iff ). 

Frederick R. Davcy; 
Douglas A Nelson. 

Reactivos: 

1.-Formalina alcoh6lica al 36% 

2.-Amilasa. Saliva. humana clarificada por centrifugación. 

3.-Acido pcry6dico 0.69g/100 ml. aflua/0.3 1nl. HN0
3
conc. 

4.-Reactivo de Schiff. 

5.-Metasulfito de soJio o.si acuo50. 

6.-Hematoxilina de Harris. 

Técnica: 

1.- Los frotis de sangre periférica o de médula Ósea se secan 

al aire y después se fijan con formalina alcohólica durante 

5 minutos. 

2.- Los frotis se lavan al chorro de aeua durante 15 min. 

3.-Después del paso anterior, los frotis se cubren con salí--

va durante 30 minutos a temperatura ambiente y después se la-

van con agua corriente durante 10 minutos. 

~.-Los frotis son tratados con áciOo peryódico a temperatu-



ra ambiente durante 10' y después se lav.:i.n con a.gua dur.1nte 

5 min. Los frotis previamente tcnl;i.dos con Gicms<.i o Wr•i¡3ht -­

pueden ser teñidos con PAS empezando en C:!:~te puso. 

5.- Los frotis son sumergidos dentro dr•l reactivo d0 Schi~f 

durante 10 1 ., de::>pués se pasan Ll truvcz. dr:! tres bafíos .succ:..i­

vos de mctasulfito de sodio, dcspuGs de 0sto se lavan con a-­

gua durante 5 1 
• 

6.-Los núcleos se tiñen sumer.~iendo los frotis dentro de la 

soluci6n d~ ilemutoxilina de tlarris durante 10'. 

7.- Los frotis se lavan con agua durante S'. 

8.- Se secan al aire y so examinan microsc6picamente.( 20 ) 

Interpretación: 

Estructuras y compuestos PAS (+) 

Núcleos 

Citoplasma 

rosa 

morados 

amarillo 

En la sangre periférica., el ci·toplasma de los leuco­

citos polimorfonucleares se tiñe de un color rosa intenso o 

rojo con una apariencia granular en algunas células. El ci-­

toplasma de los monocitos aparece débilmente i~osu y puede 

contener granulaciones finas o gruesas. Un pequeño número de 

linfocitos contiene escasas granulaciones pequeñas de color 

rojo o rosa. Los eritrocitos no se tiñen. Las plaquetas se -

tiñen intensamente. En la médula ósea normal, los precursores 
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t~mpranos de los ~ran11 loci tos no se. ·tificn, pi~!''O aparPce unD 

tinción gr.;:inular d,i.fusu que se va. increment:an<lo ele acuerdo 

a los es't«dios de maduración de ].a, .:.cric miclo.-ido. Los mee;.J.-

cariocitos p11ed011 aparecer difusa o int~r1samF~nte tcfiidos de 

un color rosa o rojo. Los prcctirsorF:S de los f:ritrocitos no 

se tiñen. La die:esti6n c:on amilt;.su, remucv~ f"l material tin-

torial del citoplasmd de todo5 los tipo~ de c~lulas sangui-

neas. ( 20) 

Tinci6n de Sudán tlegro G. 

Douglas A. Nclson; 

Frederick R. Davey. 

Reactivos: 

1.-Formalina al 37\ en soluci6n acuosa. 

~2.-Soluci6n amortiguadora. 16e de fenol/30 rnl alcohol absol~ 

to/0.3g de Na 2HPOq" 12 H20/100 ml. aeua destilada. 

3.-Solución colorante de trabajo. 60 ml. de sol. madre de S~ 

ddn Negro 8/4-0 ml. sol. amor-rigud<lor·u. 

4.-Solución madre de colorante.0.3g de Sud..'111 Nee;ro B/100 ml. EtOH. 

5.-Hem:itox.ilina de Harris. 

Técnica: 

1.- L::>s frotis '1e sangre periférica o de médula 6sea se dejan s•:car al -
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aire y se fijan con vapores de fo¡:•¡nal~.nµ duJ;'ante 10 1 • Se pu~ 

den teñir f1:otis re.ciente~ o viejos; los frotis que tienen -

muchos años se tiñen satisfactoriamente. 

2.-Los frotis fijados se s1.nncrgen en la solución de col.ora!!_ 

te de Sudán tlc~ro B P-n un recipient? <le Coplin durL!.nte 30 a 

60 minutos. 

3.- Se luva con etanol al 70% 2 6 

exceso de colorante. 

4. - Lavar• con aeua. 

minutos para eliminar el 

5.- Se hnce la coloración de contraste con hcma·toxi1ina 10 1 • 

6.- Se lava con aeua durante 5 1 • 

7.- Se seca al aire y se observa microsc6pícamcnte. 

Interpre"tación: 

Los gránulos de los gronulocitos: café o negros. 

los núcleos azul o rron1dos. 

Citoplasma: incoloro. ( 7 ) 

Los linfocitos y los eritroblastos no se tiñen con e­

Sudán Negro B. Los precu~sores de los granulocitos normales 

a partir de las células blásticas aumentan progresivamente -

su sudanofilia, correspondien<lo estrechamente con la presen­

cia de ~os gránulos. Los promielocitos pocos gránulos sudan§. 

filos, mientras que los polimorfonucleares neutr6filos madu­

ros contienen gran número de gránulos sudan6filos. Los eosi-
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n6filos también son intensamente sud¿lnÓf .i.los; Je;; monoc;i tod 

no se tiñen o con tÍ•::!nL'n pocos gránulo o sudanófi.los. 

En ecneral la tinci6n de s,1clSn JJagro B ~~ cimi1nr a 

la de la peroxi<lasa, sirve pura dist;i neuiP entre leucémiu 

linfoblástic.:i ar,.uda de la lcucémia mícloblástic.:1. Amb.:i.s tin­

ciones son útiles cuando la t:i.nción d0 Rornanowsky no revela 

gránulos y por lo tu.nto, es m.Ss sen~iblc pal.·~"1 l..:i dctecc-i0n -

de las célul.:i::; tempranas de los 3r.:inulocitos. {_20) 

rosfatasa alcalina leucocítari.:i. 

Ernest beutler. 

Reactivos: 

1.-Solución fijadora: 100 ml. de formaldehído al 37% + 900 ml 

de agua destilada. 

2.-Solución Stock de 2-amino-2-metil-1,3-propanediol 2.1% ac. 

3.-Solución amortiguadora: 250 ml. de solución stock de pro-­

panediol + 50 ml. de HCl 0.1 M aforar a.~000 ml. 

LJ.-Mezcla colorante: S mg de naftol-AS-BI-fostato + 0.3 ml de 

dirnetil formamida + 60 ml. de soluci6n amortiguadora + 40 mg 

de sal rojo violeta LB. 

5.- Tinción de contraste: Hematoxilina O.l% acuosa + 200 mg 

de yodato s6dico + 50 mg de sulfato alumínico potásico. 
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Técnica; 

1.- Fijación de los frol:is.-Lus prepar<.tcion•·s ::;e deben fijur• 

antes de 21i horas~ se sumergen duran te 30 seeundos c11 ] u r.o­

lucíón fijadora a te.mper.i. tura ambien-tc. 

3.- Teñir los frotis duran-te 10 minutos <.!Xüctamente il tempe-

ratura ambien·te c.::on la rnc?.clu de colorilni:e-:-;ustrato. Es pre 

ferible tefiir los frotis inmediatamcntn; sin embnreo l~D 

muestras fijadas se pueden mantener en el cong~lador d11rante 

2 ó tres semanas con pérdida de· su ac·tivida<l sólo en un 10'!.. 

~.- Lavarlos con aeua durante 30 a 60 segundos. 

5.- Se tiñen con solución de colol"afftc de contraste durante 

5 a. 8 minutos. 

6. - Lavarlos con agua durante 1 ó 2 minutos. 

7.- Dejarlos secar al aire y obscrvnrlos mocroscópicamcnte4 

Interpretación: 

Cálculo de resultados: se clasifican 100 leucocitos 

neutr6filos de O a 4+ segGn la intensidad del precipirado en 

su citoplasma. Los criterios para la clasificación se resu-­

men en la tabla 3.1. Es sumamente imp.drtante clasificar sólo 

los neutr6filos maduros;los linrocitos, los basófilos y los 

eosinóf ilos no se deben incluir'. 



Tabla 3,1 

Criterios para ia c1as1ficaci6n de los neutr6filos teñidos segein la act1vid<id de la 
fosfatasa alcalina. 

Coloración del precipitado 

Clasificación de las Cantidad ' .. Tamaño de Intens.idud de Coloración 
células . los gránulos l.> coloración citoplc1sma 

1+ menor de 'º PPqUl"!f':iO Dr!bil o modc,- I ner,] orn a 
rada rr.uy p,'ílido. 

2+ SU-80 Püaueño a Moderada " 1ncoloro a 
mediano. fuerte. pálido. 

3+ BU-lUO Mediano a ruerte Incoloro a 
grande. 

4+ lUO Mc:dic:ino y 8rlll.:rntc Mo visible 
grande 

del 

t'OC:i 

n Cuando no hay precipitado colorante en el citoplasma 
do de las células se leen como 11 cero 11

• 

se tiñe con coloración de fon-

l't 1'IPorcentaje del citoplasma ocupado por el precipitado. 

Tomado de HEMATOLOGY ; Williams, J.W, (20 l 



- 72 

Los a.dultos sanos g0neralmcnt12 tienen un .'lndir.::e de -

fosfatasa. alcalina leucocituriu que o~;cila (~ntrP .13 y 130 --

puntuaciones aunque los rangos norm.:ilcc deben ser determina-

dos por cada laboratorio dependiendo del color~nte y el lotG 

del colorante usado, la form'l de obtener el í.ndi.cP de fo:-:;fat!}. 

sa alcalina leucocitaria se describe en la p5.ginu 50. 

Los pacientes con leucémia granulocítica cr6nica no 

• tratada presentan un índice inferior a 13 puntuaciones (en--

tre O a 13). 

Los pacientes con policite.mia Vera o leucocitosis por 

infecci6n~ o con metaplasia mieloide presentan un índice en 

el límite superior de la normalidad o francamente elevado. 

Los pacientes con hemoelobinuria paroxística noctur­

na, presentan constantemente un Índice de fosfatasa alcalina 

leucocitaria disminuido. (20) 

Fosfatasa ácida leucocitaria'. 

Frederick R. Davey; 
Douglas A. Nelson 

Reactivos: 

1. - Soluci6n fijadora. 10 ml. de metano! + 90 ml. ( ~zcla de 
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60 ml de acetona + 1+ O ml de de. c)'..t1,ico ajusta:ido el pl-1 5, t• 

con Na OH 1 N • l 

2.- Solución stock sustrato. 10 mn de <leido nnftol-/l.S-D-fo.E, 

f5rico in o.5 ml <le I~~N-dimetil formamida ~forar a 100 ml --­

con solución amortir;uadora de aceta to O .1!·1 u pH 5. O. 

3.- Solución colorante-sustrato. 10 ml. de solución stock de 

sustrato + 5 mg de colorante rojo r<"i.pido GBC. 

4.-Solución comercial. de Hemalum U.e Maycr. 

5.-Solución de ácido tartárico. 75 m~ de ác. L(.+)-tartárico 

en 10 ml. de solución amortiguadora de actatos 0.1M a pH 5.0 

conteniendo 1 mg de ác. naftol AS-D-naftol-fosfórico. 

Técnica: 

1.- Coloque los frotis frescos en la soluci6n fijadora dura~ 

te 30 segundos de 4 a 10°C. 

2.- Lavar los frotis fijados tres veces con agua destilada. 

3.- Secar los frotis a temperatura ambiente durante 10 a 30' 

4.- Incubar los frotis en la soluci6n de colorante-sustrato 

y ácido tartárico a 37ºC durante 45 min. 

5 ·• - Lavar con agua de la llave. 

6.- Teñir con el colorante de contraste Hemalum de Mayer de 

1 a 3 rnin. 

7.- Montar en glicerina gelificada. 

Int:erpretaciÓn! 
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La. activic41d de la fosfaTi!.Sa ácida está .úldicad.l. [X>r m2dic •.11~ -

un precipitado cranular rojo y se puede obse!"hl.r en ln n;iyo-­

ría de las células hernatopoyéticas. Una colorwc.i5n mcc.:f!~~::i.c.:1 

se observa en células plasmát.icac, megacariocitos y monoci--

-cos .. Reacciones débilef.i se obse1~va r. en ncut:róf i los, bundas, -

mctamielocitos, mielocitos y pro~ielocitos. Muy poca octivi­

dad está presente en linfocitos y eritrocitos normales. 

Un incremento de la fosfatasc1 ácid-i =·~ 1:c.c:it:.r~J -.. : 

observa en las células mononuclerares anormales de pacientes 

con leucérnia de células peludas, linfocitos de pacientes con 

macroglobulinemias, linfocitos transformados de mononucleo--

sis infecciosa, linfoblastos de pacientes con leuc~rnias lin-

blásticas de células T y secciones de tejido inf il trC1do por 

enfermedad de Hodgkin. 

El descenso de la fosfatasa 5cida se presenta en cé­

lulas neoplásicas de leucémia linfocítica cr6nica. linfosar­

coma y linfomas linfoc1ticos no Hodgkin. (20) 

Peroxidasa leüco-citaria CMieloperoxidasa) 

William J. Williams. 
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Reactivos: 

1.- Solución fijadora. 10 ml. de formal.ina al t¡Q'fi + 90 ml de 

alcohol absoluto. 

2.- Colorante-sustrato; 

Etanol al 30% {v/v) en aeua 

Dicloruro de bencidina 

ZnS04 " 7 H2o, 0.132 M ( 3.8% p/v J 

Aceta·to sódico trihidratado 

Peróxido de hidr6geno 3% 

NaOH 1N 

Safranina O 

Tétl:.nica: 

100 ml. 

o. 3¡>; 

1 ml 

1 g 

0.7 ml.. 

1. 5 ml. 

0.2 g 

1.- Se debBn de emplear extensiones frescas se sangre o de 

médula ósea. Como la actividad de la peroxidasa leucocitaria 

es inestable a la luz las preparaciones conservadas en la ---l 

obscuridad hasta tres semanas también se pueden utilizar. 

2.- Las extensiones se fijan por inmersi6n derante 60 segun-­

dos en la solución fijadora a temperatura ambiente. 

3.- Las extensiones se lavan de 15 a 30 segundos en agua, se 

escurren y el exceso de agua se sacude. Entonces se sumergen 

en la solución colorante-sustrato durante 30 segundos a temp~ 

ratura ambiente. 
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4 .- Los frot;Ls se yt1elven n lavar durante unos pocos segundos 

en agua, y se dejan sccari y 5c cxamin~'\n rnicroscópicar.wnte. 

In1:erpre tac ión: 

Todos los núcleos ap.1rccen teñidos en rojo por la s~ 

franina al igual que el citoplasma de los eritrocitos. E:n la 

serie neutrofílica la actividad de la pcroxidaso se indica -

por gránulos azules en las células. La actividad de la pcro­

xidasa existe en las células de la serie neutrof~lica en to­

dos los estadios del desarrollo, incluyendo las células blá~ 

ticas. Generalmente la peroxidasu. se locdliza en los gránulos 

citoplásmicos, pero puede ser fuertemente positiva en los e! 

toplasrnas de células totalmente indiferenciadas. Los basto-­

nes de Auer también son peroxidas~-positivos. Los eosinófi-­

los muestran in"tensa coloración peroxidásica de un color ma­

rr6n-negro o verdi-negro. Los basófilos no se tiñen. 

Los monocitos no se tiñen tan ·intensamente como los 

granulocitos y muestran discretos gránuios azules o colora-~ 

ción citoplásmica difusa y tenue. 

Los linfocitos y los eritrocitos no presentan activi 

dad peroxidásica en ningún momento de su desarrollo. 
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La I"'eacci6n de la peroxidasu. puedB $er neeativa en -

algunos neutr6filos maduro~ de la leuc~n1ia aeuda u en los -­

neutr6filos que u.parecen en respuesta a una infecci6n crave 

y se caracterizan por grandes crSnulos busóLilos( •!5 decir, 

granulaciones t6xicas).(20). 

I:stcrasas leucóci tarias, 

Douglas A. Nelson; Frederick R. Davey. 

Reactivos y t~nica de incubación para ambas esterasoo: 

1.- Solución fijadora. Mezcla formalina-acetona amortir;uada 

con fosfatos pH 6.6. 

2. - Los frotis de sungre periférica o de médula :::isea pueden 

ser recientes o preparaciones conservadas en la obscUridad a 

temperatura ambiente aunque no estén fijadas. 

3.- Coloque los frotis dentro de una solltci6n fijadora dura~ 

te 30 segundos de 4 a lOºC. 

4.- Lavar los frotis tres veces con agua destilada y después 

dejarlos secar al aire a temperatura ambiente durante 10 a 

30 minutos. 

Cloroacetato-estcrasa. 

Reactivos: 



- 78 

1.- Mezcla dr- incuh.;tc.ión: 

a) Soluci6n nrnortir;uaclor<l de fo5f,1tos pi! 7. G 

b) Nueva fuchsina h~:xazoad.:i u.l Li'i, en HC.L 2U. 

e) Naftol-t\S-D-cloro .. 1cct:J.to 5mr; en 2. 5 ml de ti ,ti- dirrP-tÍ1 fonM­

mida. 

d) Mezcla final de incubaci6n con un ptl do 1.11. 

2.-Hem.;itoxilina de Harr-is como colorante de contrustc. 

3.- Soluci6n l.:ivadora de t1H
4

0H (28'.f,) 0.2 ml. aforar rt 100 ml 

con agua. 

Técnica; 

1.- Sumerja los frotis fijados dentro de la mezcla de incub~ 

ción durante 10 minutos a temperatu:t>.:i ambiente. 

2 .- Lavarlos con agua de la llave. 

3 .- Teñirlos con colorante de contrJstc durante 10 minutos. 

4. - Lavarlos con solución la·.radora has ta que el color de l:os 

frotis cambie de rojo a azul. 

5. - Lavarlos suavemente con ar; u a, secarlos al aire y obser-­

varlos microscópicamente. 

Esterasa no-espec'í.fica.: alfa.-naftil~ace'ta to, 

Reactivos: 
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l.- Mezcla de incubación: 

a) Soluci6n amortiguadora ele fonr<1 to~ pH 7. 6 

b) Pararosanilina hcxasoadil 1 ~ + 20 ml. de aeua dc~tila-

da + Sml. de HCl conc. 

e) alfa-N.:i.ftil-acetnto 50 me en 2.5 de ,5'tcr mouomctil ctilen 

elicol. 

2. - Hema toxilinu de Harri s como col orante de con tras te:. 

3.- Soluci6n lavadora de NH 4 0H (7flt.) 0.2 ml. uforilr a 100 ml 

con agua destilada. 

Técnica: 

1.- Sumergir los frotis fijados dentro de la mezclñ de incuM 

baci6n durante 45 min. a temperatura ambiente. 

2.- Lavar con agua. 

3.- Teñir con colorante de contraste durante 10 min. 

t¡. - Lavar los frotis con soluci6n lavadorc"J hasta que el co--

lor de los frotis cambie de rojo a azul. 

5. - Lavar con agua, secar al aire y montar sobre recinu o ;..._ 

bálsamo de Canada. 

Esterasa no-específica alfa-·n·uftil-butir·ato. 

Reactivos: 

ESTA 
SAUR 

Tfi!S 
l'l;c ¡ f\ u.. &.;¡ 
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1.-Mezcla de .1.ncubac;ión; 

a) Solución amortiguadora de fosfa-tOG pH:1íi. 3. 

b) Parrarosa anilina hexnzoada concentrnci6n igunl il la ut.:f.. 

lizada en la ténica anterior. 

e) Soluci5n de alfa-na.ftj 1-butiP."'\tO SO me en 2. 5 de ~ter mo­

nometil etilen-glicol. 

Se utilizan los reactivos 2 y 3 de las t5cnicas anteriores. 

Técnica: 

1.-Sumergir los frotis fijados dentro de la mezcla de incu-­

bación durante 115 min. a -temperatura ambiente. 

2.- Lavar con agua. 

3.- Teñir con colorantB de contraste durante 10 min. 

4.- Lavar los frotis con solución lavadora hasta que aparez­

ca el color azul. 

S.- Lavar con agua, secar al aire y montar sobre recina o 

bálsamo de Canada. 

Interpretaci6n; 

Los estudios citoquimicos de los dos grupos de este­

rasas son indispensable en el diagn6stico diferencial ent:re la 

leucémia mieloblástica y la lcucémia mielomonoLl.'.'istica. 

El producto de la reacción de la cloroaceta.to-ester~ 
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sa es de color rojo, m;i.cntras que para ambas estcrasag no-es­

pecíficas es anaranjado-café. 

La interpret~ci6n de las reacciones citoquímicas en -

las células de sanere normal y blastos en leuc~mias agu<las se 

encuentran detalladamente descritas en la tabla que se encue~ 

tra en la página 64 del capítuJ.o anterior. ( 20) 



C A P l T U L O ¡y 

e o N e L u s l o N E s 

El presente trabajo describe los métodos citoquímicos 

que actualmente con más frecuencia se us.:in en el labor•atorio 

hematológico, así como su interpretación para cstablecei~ un -

diagnóstico verdadero en los diferentes tipos de leucémias 

agudas, eliminando la <lificul tad subjetiva de diagnóstico. 

Existen varios métodos diferentes ñ los métodos cito-

químicos tales como los ultraestructurales, autorradioeráficos 

e inmunoquímicos; describirlos en este trabajo esta fuera de 

los pbjetivos que desde el principio de este ~e ·~stable¿i~ron. 

La tinción de PAS es de gran ayuda en el diagnóstico -­

de algunos casos de eritroleucémia y leucémia linfobláStica. 

La tinción de Sudán Negro B se usa para diferenciar -

la leucémia mieloblástica y la leucémia mÍ-iilomonoblástica de -

la leucémia linfobl~tica morfol6gicamente no diferenciadas. 

La demostración de la actividad de la fosfatasa alca-
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lina leucocitaria, es de gran ayuda en el diaen6stico de ltl -

l.eucémia granulocí.tica crónica de las reacciones lcucE>moi<le5, 

policitemia vera y metaplasia micloide agnoeGnica. 

La demostración de la actividad df~ la fosfatasa .'ícida 

tartrato resistente, puede ser usada para ~l diagn6stico con­

firmativo de la leucémia de las c(l.ulos pe:: ludas. 

La demostración de la actividad de la peroxidasa leu­

cocitaria. es utilizada para diferenciar las leucémias mielo­

blástica y la leucémia mielomonoblástica de la leucérnia lin­

foblástica, principalmente cuando aparecen células bl5sticas 

morfológicamcnte no diferenciada~. 

La demostración de la actividad de las esterasas leu­

cocitarias utilizando diferentes sustratos, sirve para difere~ 

ciar células de la serie granulocítica de las de la serie mo­

nocítica y sus precursores tempranos que se encuentran en las 

leucérnias mieloblásticas y mielomonoblésticas. 

~as tinciones citoquímicas descritas en el presente 

trabajo muestran que la utilizaci6n combinada de cada una de 

estas ténicas,. tales como 1.a reacción de PAS, Sudán Negro B, 



así como la demost:r>ación de la act.i.v;i.d.,,_d c,!t:: 1~1::; enzimas lP.UCQ. 

ci tarias, conducirán d 1 diagn6s t.ico <1dec1h1.do, proporc ioni\ndo 

la informaciOn nect?saria en l.3. mayot':l.::~ de los ca.so~. 
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