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CAPITULO I

INTRODUCCION

La histoquimica es la aplicacibn de procesos quimi--
cos a preparaciones microscEpicas para la demostracién de -
componentes celularcs; el hecho de que el depdsito de colo--
rantes especificos en determinadas regiones del tejido sea -
el resultado de propiedades quimicas o fisicas de este, consg
tituye la base de la histoquimica. Esta es un campo de inves
tigacién que se ha extendido r&pidamente, su objetivo es la
localizacibén de dreas especificas o componentes celulares cu
yos componentes quimicos ya conocidos se pongan de manifies-

to por medio de andlisis bioquimico.(3)

Per otra parte, cuando estas t€cnicas son aplicadas
especificamente a muestras de sangre periférica o médula &--
sea la palabra correcta a utilizar es CITOQUIMICA, aungue en
la prdctica pueden ser empleadas ambas indistintamente.

La citoquimica de las células'gematopoyéticas blisti
cas ha demostrado su uso indispensable en el diagndstico y -

diferenciacién de Lelcémias agudas.(13)



OBJETIVOS

1.~ E1 presente trabajo tiene como objeto, hacer una
recopilacidn de los métodos citoqufimicos mis utilizados en -
la actualidad para poner de manifiesto de manera especifica
los diferentes componentes estructurales y enzimdticos aue

se encuentran presentes en los leuvcocitos .

2.- Evaluar las técnicas citoquimicas como auxilia--
: res en el diagnbéstico de los cambios citopatoldgicos y valo-

rar su ayuda al tratar de clasificar ciertas células no dife

s
i

renciadas morfolégicamente y que estan presentes principal--

mente en las leucémias agudas.




CAPITULO II

GENERALIDADES

2.1 Aspectos Hist8ricos.

Por el afio de 1825, se reconoce la histoquimica como
ciencia, aunque las investigaciones se enfocan preferentemen

te a los tejidos vejetales.

En 1905, Opie observa por primera vez la presencia -

de una enzima proteolitica en los neutrdfilos de un exudado.

Mewkler en 1907,'describe enzimas proteolfiticas en -

los grénulos de los leucociltos.

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

mento en el metabolismo celular en los leucocitos leucémicos.

En 1923, Fiessinger, publica sus investigaciones re-
lacionadas con el metabolismo de los leucocitos, demostrando

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

teasas.

En 1927, Sehrt, emplea por primera vez en frotis san
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guineos técnicas citoquimicas tales como: Sudfn IIT y ol Sul

fato de azul de Nilo, para observar leucocitos,

En 1929, Duetsch y Rosler, identificaros una nucleoti

dasa leucocitaria en exudados purulentos. (1y)

Algunos reportes tempranos de estudios citoquimicos -
en la clasificacién de tipos celulares en leucémias fueron -
hechos mediante reacciones de oxidasa y peroxidasa en célu-~

las granulociticas.,

Antes y durante los afios 20's los detalles citomorfo

16gicos eran puestos de manifiesto para su observacidn mi

croscdpica mediante la tincidn de Romanowsky aplicadas a ex-
tensiones de sangre periférica o de médula 6sea; esto era -~

considerado sulficiente para el criterio diagndstico.(15)

Soffer y Wintrobe en 1932, realizaron investigacio--
nes sobre el metabolismo de los leucocitos normales y leuc&-
micos mediante métodos citoquimicos, encontrando que la acti
vidad metabdlica de los granulocitos era similar a la de las

células malignas.

En este mismo afio Stern, detectd la existencia de —-
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una catalasa en los leucocitos polimorfonucleares de exuda--

dos de conejos.,

En 394C Bornes, demostrd una gran variedad de enzi--
mas en los leucocitos de conejo tales como: catepsina;nucleg

sas, amilasas, lipasas y adenosilasas.

Menken, en 1940, estudia la bioqufimica de la migra+-
cibn de los leucocitos en procesos inflamatorios y demuestra
que dicho proceso se relaciona con una sustancia llamada leu

cotaxina gue se produce en los tejidos dafiados,

En 1951, Storti y Perugini, usaron la tincifén de Su-
dén Negro B en preparaciones de cElulas blfisticas de 16 ca---

sos de leuc&mia aguda, de los cuales 9 resultaron positivos.

En 1953 Storti y colaboradores, utilizaron la reac--
cibn del Acido Peryddico de Schiff (PAS) para demostrar tres
diferentes tipos de positividad en las c&lulas leucémicas Se
mejante a la que se observa en los miélocitos, monocitos y

en los linfocitos normales,

Fué en 1964, cuande Hayhoe, Quaglino y Doll, publica

ron una monografia en la cual ellos concluyen a partir de es
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tudios realizados en 140 casos de leucfmias agudas, gque la -
combinacifn de estructuras citomorfolfgicas y reacciones tin
toriales usando la reaccifn de peroxidasa, Suddn Negro, PAS
y Fosfatasa Alcalina Leucocitaria, producen un método adecua
do para llegar al diagndstico del tipe celular en la mayoria
de los casos de leucémia aguda. De ahf en adelante muchas di
ferentes tinciones se han agregadn a esta lista, por varioes
investigadores, algunas se han usado, otras, se han deshecha

do por carecer de valor diagndstico. (11)

En 1879, Glick y colaboradores, publican un estudioc
comparativo entre los métodos citoquimicos, ultraestructural
e histoldgicos para el diagnbstico verdadero en 100 casos de
leucémias agudas, llegando a la conclusidn de que el 90% de
las leuéémias clasificadas por métodos citoquimicos se de---
muestran que son ciertos por medio del} estudio ultraestructy
ral en microscépio electrfnico y este porcentaje a su vez --
fué variable de acuerdo a los diferentes tipos de patologias

diagnosticadas,(5)

En el presente trabajo se revisardn las técnicas ci-
toquimicas mis (tiles para el diagnéstico diferencial de leu

cémias agudas.



2.2 Principigs Generales.

El procedimiento general a sepguir, serd diferente de
acuerdo a la técnica que se desee rcalizar, pero en general
se debe considerar lo siguiente:

- Obtencibn de la muestra.

-Preparacibn de los extendidos.

-Fijacibén de los extendidos.

~Incubacidn y/o tincibn de los extendides.

-Interpretacifn microscdpica.

Obtencibn de la muestra,-La citoquimica puede emple-

arse en muestras de sangre periférica o de m&dula &sea.

Las muestras deben obtenerse de tal forma que las c@&
lulas no sUfran traumatismos, para que las observaciones gue

se realicen , reflejen la estructura real de las mismas.

Preparacién de extendidos.-Las mejores muestras de -
médula 6sea o de sangre periférica para el estudio citoquimi
co, son las que se obtienen sin el uso de anticoagulantes; -
cuando esto no es posible y aungque no son aconsejables, los
anticoagulantes mis éomunmente usados son: el oxalato, el ci
trato, la heparina y el etilen-diamino-tetra-ac&tico(EDTA) -

el cual tiene un efecto muy dé&bil sobre las tinciones cito--
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quimicas. En un portaobjetos limpio, seco y de preferencia -
nuevo, se hacen extendidos delgados y uniformess; estos se e
jan secar de 2 a 4 horas en posicién vertical antes de la fi
jaeidn, para evitar la tendencia que tienen los extendidos -
de mostrar arrugas y de desprenderse durante la fijacifn e -

incubacidn.

rijacidn de los extendidos.-Los procesos de fijacibn
usados en citoquimica hematolfgica, cubren un intervalo bas-
tante grande, muchos de elles se han establecido empiricamen
te buscando un mecanisme efectivo para la preservacién de -
una buena morfologfa; lo que se logra mejor con fijadores -
fuertes, especialmente con alccholes para la optimizacidn de
la conservacibn "in situ" de enzimas u otras sustancias que
se estén estudiandeo. En general las hidrolasas, incluyendo -
muchas de las fosfatasas y esterasas son facilmente demostra
bles en extensiones fijadas con vapores de formaldehido. Los
fijadores alternatives, incluyendo las exposiciones cortas a
las mezclas de alcohol-formol, pueden en algunas circunstan-
cias dar una mejor conservacién celular y reducir la tenden-
cia para que algunas partes de la pelicula no se "laven" es-
pecialmente cuando se requiere de una incubacifn prolongada.
Las deéhidrogenasas y otras enzimas oxidativas son mfs sensi

bles que las hidrolasas y afin con una corta exposicifn a fi-



jadores fuertes se inactivan,

Algunos investigadores hacen uso de la acetona a di-

ferentes concentracicnes como un fijador suave,

Interpretacibn Microscdpica,- E1 Gltimo paso del pro
ceso de muestras hematolégicas para cstudios citoquimicos es
la observacibn microsebpica, durante las mismas, es muy ©o--
mn aplicar calificativos como por ejemplo: débil, fuerte, -
intenso, disperso, granular difuso, etc. cuando sec habla de
positividad a las reacciones citoquimicas. Por muchas razo-
nes préicticas en el diagndstico hematoldégico estos califica-
tivos son suficientes cuando las interpretaciones son simple

mente cualitativas.

Ademis existen métodos semicuantitatives que se han
empleado para medir los niveles de la fosfatasa alcalina leu
cocitaria (FAL)ymétodos semejantes se han usado para las pa-
roxidasas, Sudln Megro y tincifn de PAS; pero excepto la -~--
reaccifn de FAL, los demds métodos no tienen utilidad précti

ca en el laboratorio hematolbgico.

Sin embargo se han encontrado métodos cuantitativos

precisos que han reemplazado a los métodos cualitativos.
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La ayuda que han proporcionado los ¢studios citoqui-
micos es enorme y de gran importancia prictica para entender
las cualidades tintoriales de las cBlulas en el diagnbstico del -

laboraterio de hematologia. (3)

2.3 Composicibn Biogquimica de lecs Leucocitos.

Composicifn bioquimica de los granulocitos.-En los -

Gltimos afios las téenicas para el aislamiento de los leucoci
tos de la sangre, relativamente desprovistos de eritrocitos

y plaquetas y en un estado metabdlico aceptable, han facili-
tado los estudics bioquimicos de estas células. El uso de co
lumnas con perlas de vidre ha permitido ademds de la separa
cifn de los polimorfonucleares de los monsnucleares de la --
sangre periférica. Sin embargo, 1la mayorfa de los estudios -
bioquimicos de los leucocitos normales se ha desarrollado so
bre la poblacibn celular heterogénea. La separacibn de los -
‘Eosinsfilos y de los Basbfilos de los Polimorfonucleares Neu
tr6filos ha sido mucho menos satisfactoria, mientras que la -
separacifn de las formas granulociticas en desarrollo de las
formas eritrociticas afin no se ha podido conseguir. Por ello
la informacién que poseemos sobre la composicién de los gra-
nulocitos en desarrollo en la mé&dula &sea, de los Eosinbfilos
y baséfilos de la sangre periférica procede del estudio me—-

diante métodos histoguimicos, autorradiogréficos y ultraes—-
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tructurales, graclas a los cuales pueden identificarse for--

mas celulares aisladas e individuales,

El Polimorfonuclear Neutr&filo maduro examinado con
microse8pio 8ptico mediante tinciones citoqufmicas y conel
microscdpio electrdnico , revelan dos tipos de grinulos que son:
grénulos azuréfilos y grdnulos especificos, Los grfinulos azu
r6files o primarios son lisosomas, partfculas que almacenan
hidrolasas Hcidas en forma latente similares en estructura y
contenido a los que se encuentran en muchas cflulas de los -
vertebrados superiores. Los grénulos azurffilos primeramente
se observan en el estadio de Promielocito; desde este estadio
en adelante ya no se producen, asi que estos prinulos van --
disminuyendo con las subsecuentes divisiones y modifican sus
caracteristicas tintoriales. Desde el estadlo de Mielocito -
una segunda poblacibn de grdnulos aparece y se les denomina
Especificos o secundarios. El contenido de enzimas y otras
sustancias de los grdnulos de los neutr8filos estd 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 procesc de fagocitosis, Los estudios de es-
tas enzimas durante lbs estadios de maduracién de los granu-
locitos indican que la mieloperoxidasa, hidrolasas &cidas,

proteasas neutras incluyendo una colagenasa no especifica y



proteinas catibnicas bactericidas aparecen en etapas tempra-
nas de maduracibn, En contraste con la aparicibn de lisozima,

una colagenasa especificas vitamina B, unida a protefina y -

12
lactoferrina que se encuentra en los estadios de granuloci--
tos maduros y esto concuerda con la aparicién de los granu-—

los especificos en esta etapa de maduracidn.

La actividad de la peroxidasa de las células inmadu-
ras se ha utilizado para el diagndstico y clasificacifn de -
leucémias agudas no diferenciadas. Si esta actividad esta --
presente indica que las c8lulas provienen de las series gra-
nulociticas o monoeciticas. La diferenciacifbn mis amplia en--
tre estas dos series se realiza auxilifindose de la reaccibn
citoquimica de las ecsterasas. Los Promielocitos y otros gra-
nulocitos tienen un alto contenido de naftol-AS-d-cloroaceta
to-esterasa, la cual no se encuentra en los Monocitos, ya que
en los Monocitos, se encuentra un gran contenido de alfa-naf
til-acetato-esterasa y naftol-AS-d-acetato-esterasa sensible
a fluoruros. El color amarillo gque presentan los granulocitos

no tefiidos deriva de la mieloperoxidasa.

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

de DNA de los granulocitos maduros normales es idéntico alque

existe en los leucocitos inmaduros de médula 653&,0,7 X 10_12g de £6s
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foro de DHA per ¢iédlula. La dotermimieifn cuantitativa de DHA
se ha utilizado cn algunas occasiones para determinar el nlme
ro total de células. El contenido de DHA ¢n cflulas leucCmi-
cas ha demostrado gran variabilidad, ya que dicho contenide

en células de leucémias agudas supera al DNA medio de log «-—
leucocitos normales. Esto se dedbe con toda sepuridad, al nii-
mero anormal de cromosomas encontrado en las clilulas de di-w=
cha enfermedad donde el hiperdiploidismc s¢ observa con rela

tiva frecucncia.

-Contenido de RNA.- La maduracifén de los granulocitos va uni
da a una disminucién de la basofilia del citoplasma siendo -
un fiel reflejo del menor contenido de RNA de los estadlios -
maduros de los granulocitos. De acuerdo con estos hallazgos,

las ¢flulas blésticas de los pacientes con lecucémia aguda --
tienen una proporcifinde RHA/DNA superieor a 1la de los granu

locitos normales.

~-Contenido de Aminofcidos.- Los leucocitos incorporan y con
centran amino&cidos con gran facilidad;‘por ello el granulo-
cito contiene concentraciones de aminoicidos que superan las
del plasma y las de 105 eritrocitos , la finica excepcién co-
rre a carco de la Arginina que se encuentra en menor concen-—

tracifn en los granulocitos. En general, la captacién de ami
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nofcidos es mayor en las c&lulas de las leucémias agudas que
en los granulocitos maduros, En las cflulas leuc@micas se en
cuentran altas concentraciones de ! 0-fosfoctanolamina, Sei-
do glutfmico y prolina. El glutatibén y otros compuestos no -
protdicos tambifn se han demostrado en el interior de los --

leucocitos.

-Contenido de Glucbgeno.~ Se ha demostrado que el glucbgeno

sangufneo procede fundamentalmente de los granulocitos.

Las cflulas mieloblisticas tienen una cantidad de --
glucbgeno minima o no mesurable; este aparcce en el Mieloci-
to y aumenta durante la ulterior diferenciacién. En los pa--
cientes con leuc&mia granulociticda crbnica se ha demostrado
un descenso en la cantidad de glucSgeno leucocitario, en com
paracién con la normalidad mientras que estos niveles se han
encontrado aumentados en pacientes con Metaplasia Mieloide,
Policitemia Vera y leucocitosis, Los Linfoblastes, por el --
contrario de las cflulas mieloblisticas, contienen material
PAS ( dcido pery&dico de Schiff) positivo en su citoplasma.-
esta diferencia resulta itil para la clasificacidn de leucg

mias agudas.

~Contenido de Lipidos.- Cerca de un 5% del pesoc en seco de
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los granulocitos humanos son lipidos. Aproximadamente 35% de
los 1lipidos totales son fosfolipidos., una tercera parte son
lipidos neutros, 20% triglicéridos y 10% de colesterol libre,
Los principales fosfolipidos identificados fueron la fosfati_
dil colina, el glicerofosfato de etanolamina, esfingomielina,

fogfatidilserina y fosfatidil inositol.

- Contenido de otras sustanciasg,.-

Piridin dinucle8tidos.-Los niveles de piridin dinu--

clebtidos oxidados vy reducidos se han medido fluorom&trica--
mente en las c@lulas normales y leucfmicas, ancontrindose re
sultados semejantes, exceptuando los de NAD que resultaron -
mucho mis elevados e¢n las c¢@lulas de leucémia mieloblfstica
aguda y leucémia granulocfitica crlnica que en las normales.

Vitaminas y Coenzimas.- Se encuentran el Acido F&lico

vitamina Byys Rivoflavina, Tiamina y concentraciones bajas -

de vitamina C y piridoxal fosfato.

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

filo contiene gran cantidad de histamina y que la gran can-

tidad de la histamina'

circulante en la sangre procede de los
basB8filos, un tercio de la misma procede de los eosinbfilos

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



‘TABL\A 2.3, i omm s et e o2 oy e e

CONSTITUYENTES DE LOS GRANULOS DE LOS NEUTROFILOS

AZUROFILOS

ESPECIFICOS.

Fosfatasa Acida
Aminopeptidasa
alfa-Amilasa
Catepsina D
- Catepsina G
. Protefnas catidnicas
iColagenasas:
i Especificas
! No-especificas
Dextranasa
Elastasa
alfa~Fucosidasa
"alfa y beta~galactosidasa
N-Acetil-beta-galactosaminidasa
alfa y beta~Glucosidasa
N-Acetil-Glucosaminidasa

beta-Glucoronidasa
Glucosil amineglicanos
Lactoferrina
Laminaranasa

Lisczima
alfa-Manosidasa

Mielopervoxidasa

Proteina de permeabilidad
aumentada

Vitamina By,unida a protefna

I T e e T S ¥ o+ o+

+

Tomado de Hematology-Williams J.

W.

C2a)
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Composici&n bioquimica de los Monocitos,-La primera

c8lula morfeldgicamente identificable de la serie monocitiea
y macrb8fagos es el Monoblasto, ¢l cual contiene un complejo
de Golgil poco desarrollado y conticne escasos grinulos pe--
roxidasa positivos, Conforme esta cé&lula madura se incremen-
ta de cambios en su contenido bioquimico, asf gue en el Mono
cito maduro se encuentran: enzimas lisocomales, incluyendo -
beta glucuronidasa, fosfatasa 8cida, catepsinas, lisozimas,
sulfatasas, lipasas, elastasas, colagenasas, desoxirpibonu--—

cleasas y arginasa.

Composicibn bioquimica de los Linfocitos.

'~ Contenido de Lipides.- La importincia de la separacidn de

los linfoeitos de los polimorfonuclearcsz previa a estudios
de composicifn y metabolismo, ha sido bién establecida por -
andlisis del contenido lipidico en ambos tipos celulares.Los
.Linfocitos humanos normales contienen aproximadamente 11 pi-~
cogramos de 1lYpidos por c&lula, la mitad del contenido lipi-
dico total en el polimorfonuclear. En ambos tipos celulares
el lipide predominante son los fosfolipidos y el linfoeito -
es particularmente riéo en lecitinas. Los linfocitos maduros
tienen el doble AE 1ipidos totales que los linfocitos de la

leucémia linfocitica erfnica y que los linfoblastos de la --
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leucémia linfobldstica. El aumento de lipidos en la cflula -
madura se debe fundamentalmente a fsteres de colesterol; el -
contenido de fosfolipidos de la c&lula madura e inmadura es
similar, aunque los linfoblastos contienen cantidades mayo-~—

res de lecitina y menores de esfingomielina.

- Contenido de Carbohidratos.-tEl linfocito humano tiene sbleo

pequefias cantidades de glucégeno.

- Contenido de Enzimas.- El pequefio nfimero de lisosomas de -

los linfociteos de la sangre periférica contienen diferentes-
hidrolasas Acidas incluyendo fosfatasa dcida, beta-glucuroni
dasa, beta-~galactosidasa, alfa-manosidasa, beta-hexomanidasa.
alfa-arabinosidasa, alfa glucosidasa y heta-glucosidasa; si

se mide citoquimicamente la actividad de hidrolasas 8cidas -
es generalmente mis alta en Linfocitos T que en los Linfoci-
tos no-T. La esterasa Scida lisosomal probada citoquimicamen
te con alfa-naftil-acetato como sustrato presenta un puntea-

do caracteristico en los Linfocitos T maduros.

La membrana plasmitica del Linfocito est& compuesta
de partes iguales de proteinas y lipidos y un 6% de carbohi-

drates.

Las enzimas localizadas en la superficie extarior -
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del Linfocito incluyen a la 5'-nucleotidasa, ATP-ass pordsi
ca y sBdica y fosfatasa alealina, Los niveles de S'-nucleotd
dasa son tres © cuatro veces mds altoz cn Linfocitos B que ~
en Linfocitos T y se van incrementando con la maduraciSn de

ambas c&lulas, Los niveles variablemente bajos de 5'=~pucleon-
tidasa reportados en pacientes con hipogamaglobulinemia re--<
flejan el estado immadurc de los linfocites en circulacidn -
en sangre periférica. Los niveles de nuelecotidasa pueden ayu
dar a distinguir subclases de leucdmia linfocitica crdnica -

proveniente de linfocites T o linfocitos B, (20}

2.4 Citoguimica.

Las reacciones tintoriales que con mds frecuencia se
usan para identificar cflulas leucémicas son esencialmente -
de dos tipos: para identificar sustancias estructurales y -=-

enzimas, las cuales se describen a continuacifn:

Sustancias estructurales:
~Carbohidratos.
-Lipidos.
Enzimas : -Peroxidasa,
~Fosfatasa alcalina
~Posfatasa &cdda

~Esterasas.



~Desoxinucleotidil transferasa
rerminal.

Carboliidratoes.

Los carbohidratos contenidos eh los leucocitos se --
han estudiado mediante métodos microquimicos e histoquimicos.
Por medio de estos se establecib que el contenide de glucb--
geno en los gré&nulos es de 4,23 micropgramos por 10% 1euco--
citos granulocitos. El1 glucbgeno de los neutréfilos asocia=
dos a infecciones es significativamente superior al observa-
do en leucocitos de personas normales. Los leucocitos de su-—
jetos con Policitemia Vera, leucocitosis o con cuadros leuce
moides, poseen un alto contenido de glucbHgeno. Ln contraste
con los valores bajos que se han observado en las leucémias

granulociticas crbnicas. (18)

El primer intento para demostrar glucdgeno histoqui-
micamente fu& hecho por Neukirch en 1910, en los neutréfilos
humanos aplicando el mé&todo de Carmin de Best a las céflulas
polimorfonucleares presentes eén la sangre y en exudados in--

flamatorios.

Mis tarde se demostrd la presencia de carbohidratos

mediante colorantes como yodo. Por ambos métodos se demostrd
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la presencia de grdnulos con glucdSgeno en 2l citoplasma de -
los neutrdfiles, de tal manera que cuando e egtablecis que
estos grdnulos eran depradados por la amilasa salival, Neubt-
kirch concluy8 que =llos contenian pluebgeno o carbohidrato
semejante. Por otra parte, estructuras yodéfilas y carmindfi
las fueron también obscrvadas en las plaquetas sangufneas hu

manas pero estas no fuereon degradadas por la aemilasa galiwval.

Sin embargo, las tinciones con yodo se basan en reac
ciones quimicas poco comprendidas y la prescncia de glucbge-
no por este método sblo so hace presente cuando hay cantida-
des considerables de &ste, por ejemplo, en granulocitos madu
ros, pero falla al detectar pequefias cantidades de glucdgeno

en las cé&lulas inmaduras.

Wislocki y Dempsey, utilizando el método de Fuelgen-
Bauer en las cBlulas sanguineas de mono Rhesus, demostraron
glucSgeno en el citoplasma de les neutrdfiles y en lo Meta--
mielocitos de la médula Ssea, pero nunca en ningiin otro tipo

de célula.

Gibb y Stowel aplicaron tres métodos histoquimicos -
diferentes para el estudio del glucbgeno en sangre periféri-

ca normal, anormaly en extendidos de médula Ssea; las téeni
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cas empleadas fueron: el método de Gomori del &cido crbmico -
metenamina de plata, la técnica de Hotchkiss del dcido per--
y&dico fucsina dcido sulfuroso, modificada del método de Mag
manus y la tincién de Fuelgen-Bauer ; con estos métodos Gibh
y Stowel establecen que los resultados mds confiables se ob-
tienen con los dos primeros vy que la técenica de Fuelgen-Bau-

er da resultados poco satisfactorios.

En los erityrocitos y sus precursores no se puede de-
tectar glucbgeno, mientras que en todas las cflulas de la se
rie mieloide contienen cantidades significativas de éste; --
las tinciones mds intensas se cncontraron en los leucocitos
segmentados, sin embargo fué negativa para los grénuloes eosi
néfilos en tanto que el citoplasma que rodea estos grinulos,
contienen gran cantidad de este carbohidrato. Los linfocitos
¥ monocitos contienen pequefias cantidades de glucbgeno en su
citoplasma, as{ como tambifn los megacariocitos y las plaque

tas. (2)

En la actualidad sabemos que los resultados mls se--—
guros y reproducibles se obtienen con la reaccifn del dcido
pery6dico de Schiff (PAS) vy cuyos patrones de coloracibn son
sustancialmente similares a los descritos por Gibb y Stowel.

Todas las observaciones subsecuentes en relacién a la distri
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bucifn del glucbgeno en eélulas normales ¥ leucdmicas Ffueron
obtenidas principalmente en csta reaceidn, es por esto que
parece apropiado discutir sus bases quimicas y su especifi-~
cidad.

El dcido pery&dico (HI0,) oxida el enlace C~C cuando
ambos ftomos poseen grupos hidroxite ( ~CHOH~CHOH- ) © sus -~
derivades amino o alquil-amino hasta produvcir un dialdehido.
La reaceidn d¢de oxidacién no continGa y los aldehidos produci
dos al reaccionar con el reactivo de Schiff dan una colora~-—
cién magenta, De acuerdo con Hotchkiss (194%8), una reaccidn
positiva puede ser dada por gdiversas clases de carbohidratos,
ineluyends a los meonosacfridos, polisacfridos, glucoprotei-
nas y mucoprotecinas conjupadas, azficares fosforilados, deri-
vados inositol y cerebrfsides. Compuestos tales come 1a ribo
sa, el Acido desoxirribonucléico y los residuos del 8cido -~
desoxiamino de proteinas, no dan reaccifn positiva por no --

presentar grupos glicol libres.Reaceifn 2.4.0.1.

Leucocitos normales PAS positives.- Los neutréfiilos contie--

nen material PAS positivo, generalmente en forma de grénu--

los moderadamente finos tan juntos unos de otros que el fon-

do del citoplasma no se distingue. Los Metamielocitos y Mie-

locitos contienen abundantes vacuolas con gluclgeno, sin em—
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bargo, menos abundantes que en las células polimorfenuclea--
res maduras. Los gridnulos muestran variacién cn su tamafic, -
siendo algunas veces relativamente escasos y gruesos y otras
numerosos y finos. Los FosinSfilos muestran un aspecto carac
teristico en las preparaciones con PAS; los gréinulos especi-
ficos de los Eosinéfilos permanecen sin teiiir y contrastan -
fuertemente con el fondo del citoplasma que es difusamente -
positivo. Este aspecto tambifn se encuentra en los precurso-
res de los Eosindfilos. Con respecto a los Baséfilos, hay re
sultados contradictorios en lo que respecta a la localiza---

cifn de las estructuras PAS positivas 18biles a la diastasa.

El trabajo de Inagaki (1968), cita depésitos PAR po-
sitivos en el espacio interpranular de los Basb6filos que son
lisados por el tratamiento con diastasa, mientras que el tra
bajo de Kaung (1969), demuestra que los grénulos especificos
de los Bas6filos siempre dan una reaccidn PAS negativa. Es--
tos resultados fueron obtenidos tanto con microscopia Sptica
como con microscopia electrdnica. Algunos trabajos que men--
cionan la presencia de glucfgeno en los Bas6filos sanguineos
se debe principalmente al hecho de que el contenido de glucé
geno depende de las condiciones metabélicas transitorias de
las células y por lo tanto esta sujeto a grandes variaciones.

(143 18 3
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Los granulos metacromiiticos de los BaclGfilos no con-

tienen glucdgeno, la reaccidn PAS positiva ocasionalmente ob
servada en dichos grinulos especificos se debe esencialmente
a la presencia de mucopelisaciridos Acides y fosfolipidos. -
Los precursores tempranos de los granuleocites, los micleblag
tag y promielocitos, muesgtran una coloracidn citoplismica di
fusa, generalmente tcnue, perco algunas veces mids intensa con

una tendencia a demarcar los grinules como lo que se observa

en los Mielocitos.

Los Linfocitos tienen un menor contenide de glucSge-
no que los pranulocites, pero c<on frecuencia pueden demos-—-
trarse granulos PAS positivos en el citoplasma ya sean finos
o gruesos, entre un 10% y un 40% de los Linfocitos de la sap
gre perif@rica muestran positividad con uno o dos grénulos -
perinucleares, pero del 1 al 2% de los Linfocitos dan una --
reaccién mds intensa con tres o mis grdnulos conteniendo ma-
Parece no haber diferencia en la positi

terial PAS positivo.

vidad al PAS entre ¢£lulas T & B. Los Monocitos contienen -

normalmente pequefias cantidades de grénulos de glueSgeno.

Céiulas leucdmicas PhS positivas.~Los patrones de positivi--
dad al PAS en la serie eritroide y leucocfitica en los trastor

nos hematopoyéticos son con frecuencia de un valor importan-



te en el diagndstico diferencial,

Es importante recapitular las variaciones esenciales
que Se presentan en algunos estados patolbgicos, en donde la
reaccifn de PAS esta sujeta de una manera acentuada a altera
ciones. Entre estas se incluyen las principales variedades -
de leucémias agudas, trastornos del sistema megacariocito--
plaqueta, talasemias, en algunos padecimientos linfoprolife

rativos y de los granulocitos., (18)

La reaccibn de PAS es de suma iImportancia en el diag
ndstico diferencial de varias formas de leucémias agudas. --
Las caracteristicas primordiales de positividad al PAS de --
los diferentes tipos de células blésticas puede resumirse co
mo sigue: Los Promielocitog y Mieloblastos de leuvcémias agu-
das son generalmente PAS negativos, dando al citoplasma un -
aspecto difusc , mientras que los lifoblastos de las leucémias
linfobldsticas muestran una positividad muy intensa al PAS
en forma de varios anillos concéntricos de grdnulos gruesos
o bloques densos de glucfgeno que contrastan con un fondo ne

gativo.

Los monoblastos de leucBmias agudas tefiidas con PAS

muestran un patron mixto, algunos dan una reaccibn completa .
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mente negativa, otros dan una positivadad intensa ya sea en
forma de un fondo rojo difuse o con pgriinulos gruesos © mode-

radamente gruesos. {(13)

Trastornos Linfoproliferativos.~ Muchos estudios citoquimi--
cos establecen que una proporcién vardiable de Linfocitos nor
males contienen grinulos citoplésmicos de glucbgeno. De acu~
erdo a Gibb y Stowel, no hay difercnclas significativas en--
tre los Linfocitos leuc&micos y normales.(2) Mientras que en
investigaciones posteriores se indica que en la leucfmia lin
focitica erfnica aumenta la proporcidn de Linfocitos que con
tienen grdnulos PAS positivos en el citoplasma. 5in embargo

dichos cambios en el contenido de glucbgeno en los Linfoci--
tos no son especificos de leucémias, ya que una gran varie--
dad de trastornos linfoproliferativos tales como los Linfo-~

mas, presentan altos niveles de glucSgeno en los Linfocitos.

Trastornos de los Granulocitos.- La mayoria de los estudics

citoquimicos se basan en métodos semicuantitativos del glucd
geno en diferentes tipos de c&lulas hemiiticas. Ya que la po-
sitividad citopldsmica difusa presente en ciertos tipos celu
lares, tales como en 1és neutréfilos, impiden una valoracién
cuantitativa de los cambios en el contenido de glucSgeno que

ocurren en los padecimientos, por lo que el anilisis cuanti=-
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tativo s8lo se pueda lograr con tScnicas microespectrofotomf-
" tricas, La utilizacién de dicho método fu# realizada por Ga-

hrton (1966), en neutrdfilos de 20 sujetos normales ¥y en pa-
cientes con leucémia granulocitica crénica, encontrande que
la cantidad media de material PAS positivo en los neutrbfi--
los de personas con leucémia granuloeitica crénica fué u43% -
menos que el de neutréfilos normales. En los cuadros de vemi
si8n los neutr8filos contenian cantidades normales de mate--
rial PAS positivo. Ho se plensa que la disminucifn enel con
tenido de glucpgeno de los leucoeitos leucdnmicos se deba a -
algln defectc de alguna enzima involucrada en la sintesis de
glucbgeno, ya que se puede incrementar de tres a diez veces
la capacidad de incorporacién de glucosa a glucdgeno en las
células mieloides de la leucémla granulocitica crbfnica. De
acuerde can Pederson y Hayhoe (1871), la disminucibén en el
contenido de glucbgeno de los polimorfonucleares de leuc@mia
granulocitica crénica, es compatible con la relativa inmadu-
rez citoplismica como lo indican también los resultados de -
estudios ultraestructurales. E1 cambio de cantidades bajas a
normales de glucbgeno despuds del tratamiento est8 relaciona
do probablemente con el surgimiento de una poblacifn predomi
nantemente normal de neutrbffilos, apoyindose esa hipbtesis -
en la reaccidn de la fosfatasa alecalina, que tiende a alcan-~

zar valores normales durante la remisién, (8)



Reaceibén 2.4.0.1,- Principio de la reaccidn de PAS.
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Lipidos.

Los 1ipidos desdeo e) puntodae vista quimico son hete-
rogéneos y una amplia variedad de sustancias comparten con -~
ellos propiedades tales como: ser insolubles en agua y ser -
solubles en solventes orginiceos. Los lipides han side clasi-
ficados en tres grandes grupes; lipidos simples, compuestos

y derivados lipidicos.

Cirtoquimicamente los 12ipidos pueden aparecer come go
titas microscépicas, en cdlulas grasas, cdlulas hep&ticas a-
néxicas y macrbfagos, pero esta apariencia no es comin en la
mayoria de las c@lulas hematopoyéticas. En estas los iipidos
se dispersan finalmente en gotitas muy pequeiias que son re--
conocidas bajo la observacidn en microscedpio Sptico sin el -~
uso de un colorante selectivo o bién 2n las membranas por --
combinacidn con proteinas. Citoquimicamente los métodos uti-
lizados para demostrar la presencia de 1lipidos se basa en la

propiedad lipofilica de algunos colorantes que dejan su sol-

vente y se concentran preferentemente en los 1ipidos intrace

lulares.

-Chaye, ha sehalado que los lipidos pueden estar uni-
dos a sustancias que los enmascaran en forma variable y de--

pendiente de circunstancias fisiolSgicas y patoldgicas y que
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pueden estar influenciadas por drogas, hormonas y otros agen
tes, de modo que los resultados obtenidos con un mitodo due -
tincidén dado, pueden demostrar una variabilidad independien-

te de la inherente al método.

Los 1lipidos se pueden demostrar con colorantes de Su
dén, Rojo Oleoseo, Escarlata R, Sulfate de azul de Nilo y co-

lorantes fluorescentes como en 3,4-benzopirecno y Rodamina B.

La tincidn con Rojo Oleosa se basda en que es un colg
rante diazo neutro y se emplea en la tincién de grasas neu--

tras especificamente. (15)

Tineifn de leucocitos con Sudéin Negro.- Los primeros estu---
dios de leucocitos tefiidos con Sudin III, Escarlata R y Sul-
fato de azul de Nilo, dieron reacecidn positiva en los neutrd
filos, pero los resultados dieron muy variables, no fué has-
ta afios después de haber introducido el Suddn Hegro B por
List (1934-1936), que se describieron algunas pruebas confia
bles, Sheehan (1939), usé primeroc el Sudin Megro B para te--
fiir placas de sangre secadas y fijadas ¢on aleochol metilice
durante 30 minutos; utilizé colorantes de Eosina-Azul de me
tileno para contrastarn y para ayudar en la identificacidn de
las cé&lulas, concluyendo que los neutrBfilos estaban llenos

de grinulos intensamente tefiidos. Los grénulos de los eosind



- 32
filoz aparentemente tienen sdlo una capa superficial sudano
filica, las c8lulas en transicidn mostraron un contenido Fra
nular variable, mientras que los Linfocitos grandes y pequo-

as estuvieron siempre exentos de aste material, Los Mielo--—

ot

citos presentan abundantes grinulos evidentes y otros escasos
grinulos poco tefiidos, los Linfoblastos no presentan grinu-~
los. Hallazgos similares fueron reportados por Mc Manus, Wis
locki y por Dempsey, quienes estudiaron las células sangui--
neas de monos y observaron que los Monocitos contienen esca-
sos grinulos Yy ademis una muy fina positividad pudo ser de-

tectada en Megacariocitos y Plaquetas. (14)

Shechan y Storey describieron un método modificade -
de tincidn de leucocitos ¢on Sudfin Megro B en el cual la fi-
jacifn usual con alcohol metflico fué reemplazada con vapo--
res de formalina y la solucidn de Sudin Negro fué mantenida
a un pH neutro o ligeramente alcalino usando una pequefia can

tidad de fenol como mordente. Férmula 2.4.0.2.

Rheingold y Wislocki, hicieron observaciones detasla
das de la sudanofilia de células de sangre periférica humana
y en las c8lulas de médula Bsea, ellos confirmaron las obser
vaciones anteriores hechas en neutr8filos y Fosin&éfilos, pe-

ro ademds observaron que los granulecitos basdéfilos eran po-
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sitivos aunque se tefifan de gris pdlido a nepro intenso.

Desde trabajos previos sobre la sudanofilia de los -
Monocitos, Rheingold y Wislocki utilizaron sanpre de pacien-
tes con gran contenido de Monocitos, encontrando una sudano-
filia variable que iba de una coloracién débil a una colora-

cifn intensa del citoplasma,

Los Linfocitos no contienen material sudan&filo, tawr
poco fué observada positividad granular en los Megacarioci--

tos y en las plaquetas de la médula Hsea y sangre humana.

Bloom y Wislocki, estudiaron las reacciopes de las -
células sanguineas y de la médula &sea con el método de hema
tina 4cida de Baker, y compararon los resultados con 1los ob-
tenidos despu&s de la coloracidén con Suddn Negro B. Ellos «-
concluyeron, que el método de Baker daba una tineifn mis sa-
tisfactoria para las particulas finas, probablemente fosfolfl
pidos mitocondriales, y presentes en Mieloblastos, Linfoblas
tos, Megacariocitos y Monocitos, pero notaron que estas par-
ticulas pudieron ser vistas, aunque menos claramente con Su-
ddn Negro B. Este incremento en la sensibilidad del método -
de Baker comparado con los resultados con Sudin Negro fug€ ex

plicado como debido al uso de formalina- calcio como fija--
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dor en lugar de alcohol metilicoe y la eliminacidn de coloran

.
te de contraste, (8)

Storti y Perugini, enfocaron su ateneidn al valor --
que tiene la tincién de Suddn Nepro en la diferenciacién de
células primitivas hemfticas en estados normales y patoldgi-
ces. Utilizaron como contraste Giemsa, para ayudar a la iden
tificacién de las c&lulas. En el material normal hallaron to
das las células eritrociticas, 1linfociticas, c&lulas plasmi
ticas, megacariocitos y plaquetas, el mayor nimero de basdfi
los y mayor parte de los macréfagos medulares o células reti
culoendoteliales con sudanofilia completa. La positividad de
los grénulos de los neutrbfilos y eosinb6filos desde el esta-
dio de promielocito en adelante fué confirmada, asi como tam
bién los gr&nulos finos regulares caracteristicos de los mo-—
nocitos. Las células primitivas poco diferenciadas con la =--
técnica de Romanowsky de médulas normales y de leucémias agu
das, fueron facilmente diferenciadas por la tincidn de Sudin
Negro B debido a2l patron de positividad caracteristico de mo

nocitos y granulocitos., (14)

La tincidn de Suddn Negro fué atribuida a la existen
eia de 1lipidos libres o combinados, pero esta creencia fud -

cambiada por Lillie y Burtner, guienes hallaron que los gra-
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nulos de los polimorfomucleares tefiidos con Sudin resistian
la decoloracifn no sBlo con alcohol y xileno, sino también -
con acetona, cloreformo, tetracloruro de carbono, aceite mi-

neral y otros solventes.

Si la sudanofilia depende de una simple disolusién
fisica del colorante en lipidos, entonces el colorante podia
ser extraido por un exceso de solvente, pero esto no ocurrid
asi. Lille y Burtper tambi&n reportaron que al esterificar -

Vel naftol del colorante Suddn, se bloqueaba la tincidn de --
los leucocitos, mientras que otros lipidos ordinarios tales
como ceras, melanina, lipofucsina caridiaca, lipidos de la
retina y grasas suprarrenales persistian tefides, por lo que
argumentarcon que la sudanofilia de los leucocites resultaba
de una combinacidén quimieca del colorante con un componente

citoplésmico no lipidico.

Lillie y Burtner, establecieron que el término "suda
nofilia estable" diferenciaba la reaccibn de los grénulos de
los leucccitos de otros que son inestables ya que la positi-

vidad es reversible.

furner, sin embargo, sostiene que la tincibn de Su--

dén HNegro B para los grinulos de los polimorfonucleares es —
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un proceso enzimdtico relacionade cor la actividad de la pe-
roxidasa y que la positividad de Sudin Mepre B en leucocitos
resulta de la afinidad de los dos grupos amino del ecolorante
por grupos Acidos probablemente unidos a los focfolipidos, -
desde su punto de vista uninguna reaceibn fué cspecifica pa-

ra los 1lipidos. (1u)

Hayhoe, establece que aproximadamente en 5% del peso
de los polimorfonucleares normales son lipidos: de este una
tercera parte son fosfolipidos y etra tercera parte son 1ipi

dos neutros,.

Las células leucémicas y los leucocitos cultivados -
tienen cerca de un 40% menos de lipidos, siendo esta disminu
cibn de lipidos neutros con la correlacifp de colesterol a -
fosfatidilcolina de 1.0 6§ menor, hasta 0.5-0.7 en los bdlas--
tos de leucémias agudas, aunque hay diferencias en el conte-
nido de lipidos entre linfocitos y polimorfonucleares, en am
bos tipos de células, las moléculas de lipidos juegan de mo-
do general un papel importante en la coﬁ;titucién de membra-

nas, (9)

La distribucibn de la sudanofilia en las c&lulas nor

males de sangre o de m8dula 6seay en estados patolbgicos
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estd bién establecida, Normalmente las células de la serie -
granulocitica muestran mayor positividad cor la maduracion -
progresiva, los micloblastos pueden ser negativos o posear -
pequefios grdnulos localizados cerca del nficleo, probablemen-
te en la regidn de aparato de Golgi, Esta forma de positivi-
dad viene a ser m&s acentuada en los mielocitos y metamielo-
citos de la serie neutréfila que tiene mayor nlmero de grd-
nulos sudanofilicos. Aparentemente esto corresponde con los
granulos especifices celulares que se observan normalmente -
con la tincifn de Romanowsky aunque mds grandes de difimetro.
Los neutrdfilos muestran una gran positividad, los gré&nules
llenan el citoplasma y frecuentemente obscurecen parte del -
nicleo, las cé&lulas eosindfilas en todos los estadicos de ma-
duracién muestran una fuerte positividad en los grdnulos pe
rifé@ricos especificos con una reaccidn negativa en la parte
central. La reaccidn on los baséfilos es variable, alpunos -
son negativos y otros tienen una relativa positividad en los
grénulos especificos.

La positividad en la serie basédfila tiende a decre--
cer conforme aumenta la maduracién celular. Los precursores
de los basb6filos son fuertemente positivos, la reaccién gra-
nular puede ser de un color metacromftice rojizo a negro, es

pecialmente en estados patoldgicos con mayor basofilia, en -
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donde los grinulos sudanofflicos son-idénticoz a 10s grinu--—

los especificos.

Los linfociins y sus precursores son invariablemente
negativos excepto alpgunos con puntos perinuclearess finos o -
los bastoncillos visibles en loc linfoblastas en preparacio-
nes no contrastadas y probablemente representan fosfolipi

dos mitocondriales, una positividad similar puede ser vista

en células mis primitives de otras series, pero se enmascara

con 10s ceolorantes de contraste usados en las preparaciones.

Los Monecitos y suc precursores pueden algunas veces
ser completamente negativos, pero frecuentemente muestran un
nimero varioble de grénulos finos o moderadamente gruesos y =
dispersos sobre la c&lula, con una ligera tendencia a concen
trarse el la zona perinuclear o en el borde citoplasmitico -
como ocurre ¢i los mieloeitos tempranos. Este modelo de gri-
nulos discretamente dispersos es caracteristico de cé&lulas -
de la serie monocitica y no se contraponen con la distribi--

cibén de peroxidasa en las series celulares. (14%)

Reacciones con Suddn Negro B en trastornos Leucocita
rios.- En estados patolégicos la reaccibn de Sud&n Negro B -

tiene un valor especial en la diferenciacidén de c&lulas inma
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duras de leucémias agudas, Storti y Perugini, sefialaren qus
las cé&lulas mds indiferenciadas en los frotis tefiidos con ~-
los métodos de Romanowsky y que tiwnen veaccidn duo peroxida-
sa negativa algunas veces muestran un patrdn de sudanofilia
similar a la que se observa en los promielocitos, mielocitos

¥y monocitos normales.

La tincibn de Suddn Hegro ful usada por Hayhee Qua--
glino y Doll, come un auxiliar en la clasificacifn de lés -
leucémias agudas., La sudanofilia proporciona generalinente --
una ayuda muy importante ep las variedades de esta cnferme--

dad.

Se ha observado una reduccién en la sudanofilia en =
polimorfonucleares, ocasionalmente negativos o con dreas ne-
gativas en el citoplasma, en las leucémias granulociticas --
crbnicas. De manera similar se ha visto pelimorfonucleares -
negativos, algunas veces con ausencia de grénulos especifi--
cos, reaccidn de peroxidasa negativa y reaccifn de fosfatasa
alcalina negativa en una minoria de casos de leucémias miele
blésticas agudas, existe la posibilidad sin duda, de que es-
tos polimorfonucleares anormales podrian derivar de precurso
res - leucdmicos, afin cuando la mayoria de los polimorfoniclea

res maduros en las leucémias agudas es mds probable gue pro-
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venga de los precursoves neprmales sobravivientes. (8)

Enzimas.

Fesfatasas.- Las fosfatasas Heida y alealina inclu--

yen una gran variedad de isaenzimas con la capacidud de libe
rar fosfato a partir de muchos fosfomonofisteres alcohblicos

o fenSlicos a pH &cido y alcalino respactivamente.

Estas enzimas estan ampliamente distribuidas tanta -
en las cé&lulas como en los tejidos y son de gran interés e -
incalculable valor para la hematolegfa. La demostracidn cito
quimica de las fosfatasas con el microsedpio Gptico depende
de la formacidn de un precipitado insoluble colorido en los
sitios de hidrflisis del sustrato y de los mBtodos uvtiliza--
dos inciden en dos amplias cateporias:

~-Métodos de Gomori-Takamatsu

-Métodos de colorante Azo.

En los primeros, las preparaciones celulares se dejan -
actuar sobre un fosfomono@ster adecuééo en presencia de jo-
nes capaces de formar un compuesto insoluble con el fosfate
liberado a un pH seleccionado. Gomori y Takamatsu, en forma
independiente mostraron una técnica para lograr esto con la -~

enzima alecalina y esta téenica con modoficaciones minimas ha

sido utilizada ampliamente. El fundamento consiste en el uso
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de un glicerofosfato u otro fosfomonolster como sustrato a -

en praesencin i 25 calelo y wd 161 rti-
un pH alcalino en presencia de fones calelo y wagnesio acti

vados. El fosfato que sc

libera es atrapado como un fosfato

de caleio insoluble, que s¢ convierte primero en fosfate de
cobalto y posteriormente en sulfurc de cobalto negro, la re-
aceidn es como sigue:(10, 12, 17)
?HZOHO FH:,OH
CH—0-P—P(-) + nop-y fostatasa ale. .oy + uo-foo(-)
t b~ pH 9.2 Mg i 1C=)
CHZOH CHOH
beta-glicero- glicerol fosfato
fosfato

= . -
HOPO,™  # 3 CONOy *——mm——mn——m¥ C(OFQ, + 3 HO,
2CoF0 + 3 (MNH,).§ ~———————— 3C0,5 + 2 (NH,) PO

hd w2 sulfiro wE

de cobalto

Con ambas enzimas, estas técnicas inicialmente die--
ron algunos resultados errfneos. En las células sanguineas y
de la médula ésea por ejemplo, ¢l uso del procedimiento de -
Gomori y Takamatsu para la fosfatasa alcalina 1levé a discre
pancias sobre las cé&lulas que daban reaccifn positiva y tam-

bién sobre la localizacién de la rcaccidn dentro de las cé--

lulas.
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El hecho de que se encuentre tincidn nuclear intensa

y granularidad en el citoplasma, lleva a dudar si la positivi
dad nuclear es un artefacto debido a la difusifn de la enzi-
ma o de los iones fosfato liberados, Este prablema se reduce
parcialmente con el uso de altas concentraciones de iones --
calcio lo que hace que la enzima se inmovilice por el incre-

mento en la concaentracidén de estos iones. (8)

Algunos estudios sobre la positividad citopldsmica -
de estas enzimas en los granulecitos, ponen de manifiesto va
riaciones importantes en algunas enfermedades, por ejemplo:
una disminucifn en las leucémias granuloeciticas crdnicas y
una elevacidn marcada en la metaplasia mieloide e infeccic--

nes pidgenas. (21)

Los trabajos de Helt (1959), eondujesron a determinar
la localizacibn nuclear de la enzima. La enzima fcida a dife
rencia de la alcalina se puede localizar exclusivamente en --
los lisosomas y puede por 1o tanto ser inaccesible al sustra
to a menos que la membrana lisosomal se haga permeable por -

la fijacidn a un pH bajo. (14}

Aunque los métodos de G omori para fosfatasas sean -—-

muy utiliizados para el diagn&stico hematolégico, los métodos
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del colorante Azo poseen ciertas ventajas ultraestructurales
que han conducido a imponerse a los primeros, (22)

Método del colorante Azo.-El segundo grupo de métodos para
demostrar las fosfatasas citoquimicamente, implican el uso -
de sustratos que contienen el fosfato de naftol o un deriva
do de naftol. A medida que ocurre una hidrdlisis enzimitica
en presencia de iones magnesic activadores, e}l naf-=nl Zitera

do

mis que el fosfato es capturado por una amina diazoada,
el resultado de la unibn, es un precipitado roloride brillan
te de colorante Azo. Los pasos de la reaccibn se sintetizan

a continuacidén: (14, 17)

OPDsC~ oH
Mt
4+ Ha0  Toofatasa
beta-naftil- beta-naftol

fosfato de calcio MN=NC)

oo™+ OO

beta-naftol alfa-naftil-cleruro
de diazonio.

oH 72N
-—> — N =N

>

colorante rojo insoluble.



Fosfatasa alcalina

El primero en introducir un m&todo para la demostra-~
cibn de la fosfatasa alcalina fué Menten. Los diferentes mé-
todos usados en hematologia difieren en el tipo de fijacibn
con el derivado de naftol que se emplea, ya sca como naftol
o como sal de diazonio, pero dan generalmente los mismos re-
sultados. Una técnica citoquimica para la demestracidpn do -
fosfatasa dcida fué descrita por Selegmin y Manheur la cual
consiste en utilizar alfa-naftil-fosfato de calcio como sus-
trato a un pH de 5.0 y clorurc de antraquinona diazonio como
agente acoplante, se requiere de periodos de incubacién pro-
longados y la mayeria de los investigadores consideran que -
este método es poco satisfacterio; aunque haciendo algunas -
modificaciones en el sustrato como el uso de diferentes naf-
toles tales como: naftol-AZ, nafiol AS-B ¢on varias sales de
diazonio y para-rosa-anilina hexazoada se ha mejorado la re-

accibn.

Tal vez el mejor mé8todo desarrolladc ha sido el de -
Rutenburg y Selegman gquienes emplearon 6-benzoil-2-naftol ~-
fosfato de sodic a pH 5.0 come sustrato e incubacién para el

acoplamiento con azul ripido a pH entre 7.0 y 8.0. (20)

El método que se describe en el siguiente capitulo -
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para la identificacifn de fosfatasa alcalina leucocitaria -
es el descrito por Ernest Beutler. La determinacibn se usa -
para diferenciar la leucémia granulocitica crénica de las --
reacciones leucemoides que se ven en infecciones agudas, la

Policitemia Vera y la MIelofibrosis con metaplasia mieloide.

El sustrato naftol-Af-BI-fosfato, se hidroliza a fog
fato y una naftol amida arflica que se une a una sal de dia-
zonie rojo violeta LB (5-benzamida-t-cloro-2-teluidina dia--

zoada) formande una coloracién inseluble. (12,17) Reace. 2.4,0.8,

Reacciones citocuimicas para la demostracidn de Fos-
fatasa leucocitaria.- Los primeros estudios empleando la tég
nica de Gomori sugieren que la actividad de la fosfatasa al-
calina de las células sanguineas se restringe a las c@lulas
maduras de la serie granulocftica y que el contenido celular
enzimitico es mucho mds reducido en las leucémias granuloci-
ticas crdnicas, pero elevado en las leucocitosis inflamato--
rias, en cuadros leucemcides y en la mielofibrosis. La posi-
tividad se restringe al citoplasma de los neutr§filos. Los -
eosinéfilos algunas veces muestran una tincibn positiva en
el fondo de su citoplasma con sus grfnulos especificos nega-
tivos, pero los bas6filos normalmente son negativos y se man

tienen asf ain en estados patolbgicos, aungue Perwaresh ha -
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"__;:'\ —Q + HyO

(o]
Naftol AS-BI-fosfato OcHs

de sodio.
QT Epad

AS-| BI—Naftol

T-Z

D
So-u=n
o= OH
AH

CHy

Reaccidn 2,4.0,5,
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-N
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v= Nl
S-Benzamida-4-cloro-2-toluidina
diazoada.

Compuesto colorido insoluble.
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reportado una reaccifn positiva a los bas@files ademis de -
una mayor acentuacifin de la actividad en los nsutrdfilos, en
un s6lo caso de basofilia asociada con osteomielofibrosis, -
sin metaplasia mieloide. Otras cflulas sanpuineas incluyendo
monocitos, linfoeitos, eritrocitos y plaquetas, son general-
mente negativas, aunque nna tineién tenue se llega a obser--
var ocasionalmente en plaquetas y pocos linfocitos normiles,
menos de 1% pueden mostrar reaccifn citoplismica débil o mode

rada, Las extensiones de la midula 8s

:a sélo presentan célu-
las hemfticas que normalmente dan reaccisn positiva y estas

son los granulocitos tardfos, empezando en el estadio de me-
tamielocito donde muy ocasionalmente las ciflulas dan positi-
vidad, hasta los neutrdfilos sepmentados que muestran varia-
cibn en la intensidad de la rezaccibdn. Las células reticulo-
endoteliales de la mfdula, generalmente presentan fuerte ac-
tividad enzimdtica al igual que los osteoblastos, pero otras
cflulas de la médula dsea incluyendo los precursores de los

granulocitos, eritroblastes, megacariocitos, casi todos los

linfocitos los monocitos, normalmente no reaccilonan. (21)
k]

Generalmente en las leucémias de c€lulas inmaduras -
son negativas a la fosfatasa alcalina, sin embarpo, Schubert
y Martin reportaron una intensa positividad en el 19% de los

mieloblastos de la sangre de un paciente con crisis bléstica
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de leucémia granulocitica crdnica, también se ha visto pogi-
tividad en los blastos de la leucémia nieloblistica aguda. -
La positividad de la fosfatasa alcalina ha sido observada --
también en muchos prolinfocitos de improntas de ganglies, ob
tenidos cn pacientes con leucimia prolinfocitieca, pero las -
células noeplésicas circulantes en este caso no daban positi
vidad, por leo consiguiente la unzima puede ser mis facilmen-
te demostrable en c€lulas de ganglios linfdticos que en los
linfecitos de sangre periférica o de médula dsea. La activi-
dad de la fosfatasa alcalina en la membrana de los linfodi--
tos en ciertos casos de Linfomas no-Hodgkin, han sido tam--
bién estudiados tanto en frotis como en biopsias. Las enfer-
medades linfociticas malignas bién diferenciadas incluyendo
la leucémia linfocitica e¢rbnica y los linfomas linfociticos,
fueron negativos tampién como lo fueron otres 8 tumores difu
sos de c€lulas B, 8 linfomas linfobldsticos y las c&lulas en
cuatre casos de sindrome de Sezary. En los ganglios linféti-
cos normales o testigos, los linfocitos fosfatasa alecalina -
positivos, se restringieron a los nbdulos primarios y a las
zonas del manto de los nddulos de los {oliculos sacundarioss;
lo que sugiere que las neoplésias linfoides que reaccienan -

positivamente se derivan de estos sitios. (1)

Se ha trabajadc con neutrbfilos no fijados de sangre
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periférica y se ha pensado que la reactividad enzimdtica sec
localiza en los grinulos secundarios, pero la conservacifn
de las células fué pobre y el producto de la reaccibn apare-
cid sSlo en pocas estructuras vacuolares de tamafio muy varia
ble. Baiton y coiaboradores en 1971, tambifin concluyeron gue
la actividad de la fosfatasa alcalina se localiza estructuy--
ralmente en las cisternas del aparato de Golgi y en los gré-
nulos secundarios pequefios de forma alargada o irregular. Es
to s6lo ocurrid en una proporcibn de granulocitos que se en
contraban en un estadlo avanzado de desarrollo (metamieloci-
tos en adelante). La confirmacién de que la enzima estd pre--
sente en los grénules pequefios proviene de estudios bioquimi

cos con fracniones subecelulares. (14}

Un logro importante es la determinacidn scmicuantita
tiva de la positividad en los neutrdfiles circulantes, lo --
cual se logra correlacionando la intecnsidad de la tinecibn --
con el nmero de gr&nulos en 100 neutréfiles consecutivos en
la forma descrita por Kaplow. La suma de las puntuaciones ob
tenidas en las 100 c&lulas nos da un valor con un limite en-
tre 0 a 400, dicho valor es conocido como el Indice de posi-
tividad .de la fosfatasa alcalina leucocitaria en neutrbfilos.

Los indices de fosfatasa alcalina leucocitaria de --

neutrdfilos varia ep sus 1lfmites normales de acuerdo con el
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método empleado; segln Quaglino y Hayhoe obtubieron los 1fmi

tes de 50 sujetos normales con valores entre 14 y 100 con -
una media de 46, mientrac que Xaplow, encontrd un intervalo
de 37 a 98 con una media de 68. Las diferencias tienen poca
importancia puesto que cada laboratorio utiliza un método di

ferente y establece sus propios intervalos normales. (%)

Se han observado incrementos en la actividad de la -
fosfatasa alcalina en cuadros de Policitemia Vera, Mielofih-
brosis y leucocitosis inflamatoria; contrastando con la dis-
minucidn en dicha actividad en la leucémia pranulocitica crd
nica, lo que se confirmd® con 1los métodos del colorante Azo.
Se han encontrado valores normales de la enzima en todas 1las
variedades de linfomas no-Hodgkin, en la leucémia granuloci-
tica crbnica y en la mayorfa de las anemias debidas a defi--
eiencia en algunes factores. Puntuaciones bajas s2 obtienen
invariablemente en las leucémias granulociticas crénicas con
Cromosoma Philadelphia positivo. En las leucémias mielobléds-
ticas agudas, las puntuaciones para la fosfatasa alcalina --
son bajas cuando los Mieloblastos o Proﬁkelocitos predominan,
pero generalmente son normales o altos cuando predominan los
precursores monociticos. De una manera semejante, en las eri
troleucémias el patrén es el eritroblasto con puntuaciones -

bajas. Otros trastornos hematolfgicos con puntuaciones bajas
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son la hemoglobinuria paroxistica nocturna y la mononucleo--

sis infecciosa, (2)

La mayoria de los tejidos dque poscen contenido sufi-
ciente de fosfatasa alcalina para ser demostrada citoquimica

mente contienen isoenzimas especificas, separables por sus -

propicdades bioquimicas, inmunoléeicas y electroforétric
Se han identificado isoenzimas de fosfatasa alcalina en higa
do, hueso, intestino, placenta, cflulas HELA y en ciertos tu
mores. También se sugicre que ta fosfatasa alcalina leucoci-
taria representa una isoenizima separable, que se indactiva po
co con el calor con respecto a las isoenzimas de higado vy &-
hueso, pero tambifn menos resistente al calor gue la iseenzi
ma placentaria y se inhibe menos con la fenilalanina gue las
iscenzimas de placenta o intestino. Tanaka en 1970, encontrd
tres isocnzimas mayores de la fosfatase alcalina: F (rdpida),
I (intermedia) y S (lenta), en los extractos de leucocitos -
normales. Los patrones fueron iguales en los mongoles en dop
de la actividad de la fosfatasa alealina es alta, pero la --

forma F estuvo ausente en la lcucé&mia pgranulecicica crdnica.

. Algunos investigadores han separado la fosfatasa al-
calina de los leucocitos por cromatografia en columna, ultra

centrifugacibn en gradiente de sacarosa y eloactroforésis en
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gel de almidén, las enzimas purificadas por cstos mStodos pa
ra los leucocitos obtenddos en sangre normal, la leuclmia --
granulecitica crénica ¥y de la lceucoeitosis relativa fueron
similares en sus caracterfsticas bioquimican y blofisicas, -
con pesos moleculares entre b y 6 000 daitones. Inmuncldgi--
camente son idénticas, sin embargo, las actividades encimdti

cas especificas son muy diferentes. (16)

Se han hecho estudios en neutréfilos de embriocnes hy
manos, encontréndose que los neutrdfilos maduros de higado vy
médula Ssea fueron negativos a ia fusfatasa alcalina durante
el primer trimestre,ocasicnalmente con fuerte positividad ce
lular que aparece en la sangre y organos hematopoyéticos en
el segundo trimestre y una total y fuerte positividad celu--
lar que aparece en los ncutrbfilos de la sangre del tercer -
trimestre de gestacidn, donde los indices de fosfatasa alea-
lina fueron de 169, siendo el intervalo normal en el adulto

de 14 a 100 puntuacicnes. (22}

Se ha encontrado elevacifn en los niveles de fosfata
sa alcalina en la neutropenia inducida por medicamentos y en
algunos cascs de anemia aplSsica idiop8tica, lo que se atrih
buye a la liberacién de neurr8files recifén formados en la mg

dula Ssca con una alta actividad de la enzima. Normalmente -
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las Bandas son negativas y en raras ocasiones tienen activi-
dad positiva mientras que ics polimorfonucleares de la médu-

la 6sea son en su mayoria negativos.

Si tomamos en cuenta las diferencias significativas
en los valores enzimdticos asociades a granulocitos en enfer
medades tales como la diabates y la enfermedad de Hodgkin --

con valores altos, con los valores bajos como en la hemogloe

binuria paroxistica nocturna o la hipofosfatemia hereditariz
con fecsfatasa alcalina negativa no habrd duda de que hay ---—
otros factores ademis de la edad de la cflula que afectan a

la sintesis o activaci8n de la enzima. Los estimulos exter--
nos que conducen a la leucocitosis inflamatoria también acti
van la enzima, mientras que los defectos celulares internos

de las clonas de la leucémia granulocitica que conducen a un
desequilibrio en la produccifn y liberacidn de granulocitos

también puede conducir a una produccibn o activacibn defec--
tuosa de la fosfatasa alcalina leucocitaria. Hayhoe ha apoya
do esta {iltima hipStesis al comparar la actividad de la fos-
fatasa alcalina leucocitaria y a la capacidad fagocitica de

los neutrdfilos de pacientes con leucé&mia granulocitica crd-
nica y encontrd que las c&lulas con mis enzima demostrable -
son fagocitos més activos que aquellas células con la fosfa-=

tasa alcalina negativa, por lo gque considerarern que la baja
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actividad enzimdtica y la defectuesa actividad fagocitica -

son manifestaciones de Inmadurez citoplswaica ecn los neurrde
filos segmentados de la leucimia granulocitica crénica. Mien
tras que la fosfatasa fcida es ¢l principal constituyente de
los grénulos neutrdfilos primarios, la fosfatasa alealina no

se presenta en estoc grinulos o es negativa como lo demues—-

tra el examen ultraestructural de los leucocsitos humanoes, (3)

Chikkappa en 1973, encontrd que los leucocitos de —-
leucBmias granulocfticas crénicas cultivados en cdmaras de
difusibn presentaban capacidad de madurar a neutrbfilos y si
multaneamente expresar actividad de fosfatasa alcalina leuco

citaria.

Tambi&n podemos decir que en la fase crdnica de la -
leucémia granulocitica crénica se presentan niveles de fosfa
tasa alcalina leucocitaria bajos, lo cual se debc en parte a
una insensibilidad Iintrinseca de los neutr&filos a factores
que estimulan la enzima y en parte a una maduracidn defec---

tuosa de las células circulantes.

Sobre el papel del Bazo en la fase crdnica de la en
fermedad se ha sugerido que 1os neutrdéfilos recién formados

provienen de la mfdula Ssea con una reaccifn de fosfatasa al
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calina intensamente positiva, son atrapados en el bazo y re-
tenidos ahl, hasta que su actividad desaparvece v despu?s son
liberados a la sangre periférica. La esplenectomia pradujo
en 8 pacientzs, leucocitosis neutrofilica e incremento en -

los niveles de fogfatasa alcalina leucocitaria,

También puede haber incramento en la actividad de es
ta enzima en la metamorfosis terminal en la crisis bléstica
de la leucémia granulocitica crénica. Hayhoe sugiere que es-
te incremento se deba a que los neutr5filos maduros se origi
nan en el bazo, ya que durante la crisis bléstica la mayorfia
de los leucocitos circulantes se producen en este dltimo or-

gano. (8)

Fosfatasa §cida

En los primeros intentos hechos sobre la demostracidn
de fosfatasa Scida se observf que la distribucién de esta en
las c&lulas hem&ticas era predominantemente nuclear, esto --
probablemente pudo deberse a un artefacto, ya que mds tarde
se observd gue las c8lulas hemiticas nucleadas contenfan gri
nulos positivos en su citoplasma. La positividad mis intensa
se preséntG en los granulocitos y muy poco en 1os linfocitos,
de tal manera que los eosinSfilos, ‘monocitos y plaquetas dig

ron una reaccifn intensamente positiva.
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Sin embargo, en c&lulas de la rédula 8sea las reacciones mds
intensas fueron encontradas en las c&lulas reticulares, cflu
*las plasmiticas, mepacariocitos, plaquetas y cdlulas cebadas,
mientras que los precursores de los pranuclocitos son mig ~-—
fuertemente positivos que Los neutrdfilos maduros. Esta Gti
ma observacibn va de acuerdo con la demostracién ultraestruc
tural utilizada por Gomori, que permiti& concluilr que la --
fosfatasa fcida se localiza principalmente en los gré&nulos -
primarios de neutrd{ilos, pero estf ausente en los grénulos
secundarios, de tal forma que los promielocitos contienen s&
lo grénulos fosfatasa Scida positivos mientras que en los )
timos estadlos de los granulocitos su positividad es menor,
esto se debe a que los grdnulos azuréfilos primarios se divi
den durante la mitosis entre las c&lulas hijas, desarrollan-
do al mismo tiempe numeresos grinulos secundarios negativos

a la fosfatasa dcida.

La fosfatasa 4cida se localiza alrededor de los liso
somas y no cabe duda que los grdnulos primarios representan

lisosomas primarios.

La fosfatasa dcida también se encuentra en los grénu
los basb6filos de algunas especies, en las cisternas de apara

to de Golgi. (8)
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Tanto los granulociros como los monpcitos por medio
de métodos citoquimicos muestran positividad a esta enzima

con un patrdn difuso. (1)

Por otra parte, se sabe que lasg leuefmias linfoeiti-
cas crénicas muestran disminucifn en la actividad de esta en
zima, asi como también las células de Linfoma no-Hodgkin, —~-
aungue contrariamente, se ha observado un incremento en la -
actividad en los linfocitos transformados por estimulaciébn -

con la fitchemaglutinina.

En las células de 10 casos de leucé&mia de células -
peludas estudiadas por Li en 1970, se demostrd una intensa -
positividad de fosfatasa dcida en los neutrdfilos de leucé--
mia granulocitica erfnica, Policitemia Vera y en las infec--

ciones.

En afios recientes se ha identificado hasta 7 iscenzi
mas de fosfatasa 8cida por medio de electroforésis, de las -
cuales las isoenzimas encontradas en cflulas mieloides difie

ren de aquellas encontradas en c€lulas linfeoides.

Li sugiere que las iscenzimas de la fosfatasa &cida

se localizan en diferentes organelos celulares.



Mientras que en los granulocitos las iscenszimas 1, 2
y 4 se encuenhtran en ios gridnulos primarios, en los linfoci
tos ninguna de estas estd presente, las isoenzimas 3 y 5 ge
encuentran en otros tipos de lisosomas, muy diferentes en

estructura a los granulocitos vy 1os monocitos. (k)

Los cambios gque se presc tan durante la maduracidn -
de los monocitos a macréfapos incluyen un aumento en cuanto
al tamafio y la complejidad del aparato de Gelgi ¥y un inere--
mento en el nGmero de lisosomas paralelamente con la activi-
dad de fosfatasa dcida, lo que concuerdda con lo qusa se obser
va en las células blasticas de leucémia monobllstica aguda.
Posiblemente la enzima est8 constituida por isocenzimas 1 y U
tal como en los monocitos normales. Por otra parte se ha vii
to que un estimulo en la produccidn de la fosfatasa 8cida in
cluye una activacidén inmunoldgica y mitogdnica, de tal forma
que los linfocitos circulantes ya sean T 8 B presentan s&lo
cantidades moderadas de fosfatasa dcida citoguimicamente de-
mostrable, pero a medida que las e&lulas B son activadas por
via inmunolbgica hacia c&lulas plasmiticas se¢ presenta un --
aumento en el contenido de fosfatasa &cida, muy similar al
que se.presenta durante la estimulacibn de las c&lulas T con
la fitohemaglutinina. Las c&lulas de Reed-Sternberg de la en

fermedad de Hodgkin, probablemente de origen B, zeneralmente
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presentan positividad granular dispersa.

El método que desbribiremos en el capitulo sjiguiente
para la demostracidn de fosfatasa dcida leucocitaria es el -
descrito por Pavey y Nelson; cuyo fundamento de la prueba es
la demostracidn de fosfatasa fcida tartrato-resistente en c@
Julas leucémicas y puede ser usada como un marcador enzimiti
co en la confirmacién del diagnbstico de la leucémia dec célu
las peludas. La fosfatasa dcida tambifn puede ser usada en
la identificacifn de subgrupos de células T de leucémias lin
foblasticas agudas, particularmente cuando no se cuenta con

otros métodos de identificacién de células T.

El principio de la prueba: se basa en que la fosfata
sa dcida en células hematopoydticas puede hidrolizar una va-
riedad de anilidas hidroxinaftdlicas, produciento naftoles -
insolubles acoplado a la eficiencia de saleg de diazonio a -
pH &cido, los productos resultantes forman un precipitado ¢o
lorido y da una buena localizacién enzimftica microscépica.
El &cido L(+)-Tartdrico inhibe las isoenzimas 1 a 4 de la —-
fosfatasa &cida, pero la iscenzima 5 es resistente. (20

. La reaccibn es la misma que para fostatasa alcalina -

pdgina 47 reacc. 2,4.0.5 s6lo que a pH 5.4,
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Peroxidasa leucocitaria { Mieloperoxidasal.

La reaccifn de peroxidasa es positiva en cflulas de
la serie neutrofflica y cosinoffiica, y débilmente positiva
en monecitos y puede ser usada para diferenciar células de -
estaos tipos de las células linfoides o eritroides, las cuaiaz:

les son peroxidasa negativas.

En el capitulo siguiente se describird el método --
descrito por Williams J.W. y cuyo fundamento es el que sigue:
la peroxidasa leucocitaria transforma el hidrdgeno de la ben
cidina u otros sustratos en perfxide de hidrépeno, dando 1lu-
gar a un derivado de color azul o marrén, pudifindose obser--
var esta coloracibn en el lugar de la actividad enzimdtica.

Reaceidén 2.4.0.6 ( 20,14)

NHg NHz- - - --NH ~i§§i

Ll
—1H
l::‘:: katzl I::::: ;L
! L

NH, NHz_____NH NH

-




Esterasas leucpcitarias,

Las reacciones citoquimicas para la determinacibn de estera-
sas utilizando diferentes sustratos ayudan a distinguir en--
tre células de la serie monocitica de células de la serie —-
granulocitica. La reaccién para las esterasas no especificas
utilizando como sustratos alfa-naftil-acetato o alfa-naftil-
butirato, es fuertemente positiva en los monocitos y d&bilmen
te positiva o negativa en los ncutrdfilos. La reaccién utili
zando AS-D-clorcacetato como sustrate es pesitiva en los neu:
trifilos y sus precursores y débilmente positiva o nepativa

en los monocitos y Sus precursores.

El fundamento del métedo que se describe en el capi-
tulo III para la identificacifn de esterasas leucocitarias -
en general es el siguiente: las esterasas leucocitarias hi--
drolizan sustratos sintfticos mono€steres 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 rdpidamente se une a una sal de diazonioc presente en la ~-
mezcla de reaccifn, resultando un precipitade colorido en o

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

La cloroacetato esterasa actlia a un pH 8ptimo entre
7.0 a 7.6 y no se inhibe con fluoruros; mientras que las -

esterasas no especificas reaccionan mejor a pH entre 6.0 a



6.3 y son inhibidas por fluoruros.

Reaccidn 7.,4.0.7

0-CoCHLCH
2 o H

co- w@ + Hlo—w—g%}iti‘" ‘* :
lisis. \— NH:

O
CHy
NAFTOL-AS-D-CLOROACZTATO NAFTOL-AS-D
@O @ b AR NN D
CHg T,
NAFTOL-AS-D SAL DY DIAZOHIO

N'—N@
M o

COMPLEJO COLORIDO ROJO



REACCIONES CITOQUIMICAS EN CELULAS SANCUINEAS NORMALES Y EN CELULAS BLASTICAS OF LEUCEMIAS AGUDAS

ESTERASAS
Sudan Ne- alfo-paftil alfa-naftil Nef tol-
gro B, acetato butirato AS.D.clo
Chlula Peroxidass racetato PAS Fosfatass Acily
Promielncito + ++ -7 % - 44 al+ +/ ++
Neutrtfilo 4 + 4o - 4 o >
Manoct to - * e ] e -/+ + ++
Linfocito - - e /5" - —/+ /s
b

Eritroblasto - - “/ - - - /-
Megacarioci to - - +++ * - ++ ++
LLA - - 14C ~ - +/++° /4
LMA + ++ - - H4r -+ +
LPaA - 4t + - e /4 -+
LMMA -/ -/ 44 4/ et +/ A+ =/ ++ + 4+
LEND - - - - . - -
Sfmbolos claves: - Negativo +++ Fusrtanante positiva 1A o cucémia linfoblastica aguch

+ Dé&nil o poco positiva LMA = Leucemia micloblésticn aguca

LPA = L, promialocstica aguus
+ Maderad f g
adarada LM#A= L, mielomoroblhstica suuda
t+ Moderedamente fuerte LEND. L. no-diferenciada aguca

a) Positividad focal no difusa

b) En eritrocleucémia y en algunos defectos de madsracifn
eritroide la positividad es fuerte,

e) Positividad citoplfsmatice focal en oequsia proparci6n de LUAs,

o) Pasitivo en eritroleucémia

e) Blogues tosces tipicos

Tomadn da HEMATCLOGY, WILLIAMS, J.W,,(20)



CAPITULO III,

METOQDOG,

Tincidn de PAS (Acido pervddico de Schiff ).

Frederick R, Davey;
Douglas A Nelson.

Reactivos:

1.-Formalina alecchflica al 36%

2,~-Amilasa. Saliva humana clarificada por centrifugacidn.
3,-Acide peryddico 0.695/100 ml. agua/0.3 ml. HNOBCOHC.
4,~Reactivo de Schiff.

S.~Metasulfito de sodio 0.5% acuoso.

6.-Hematoxilina de Harris.

Técnica:

1.~ Los frotis de sangre periffrica o de médula 8sea se secan
al aire y después se fijan con formalina alcohBlica durante

5 minutos.

2.- Los frotis se lavan al chorro de ééua durante 15 min.
3.-Despuds del paso anterior, los frotis se cubren con sali--
va durante 30 minutos a temperatura ambiente y después se la-
van con agua corriente durante 10 minutos.

4.- Los frotis son tratados con dcide peryfdico a temperatu-
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ra ambiente durante 10' y despuds se lavan con agua durante

5 min. Los frotis previamente tefides con Giemsa o Yright --
pueden ser tefildos con PAS empauzando en este paso,

5.- Los frotis scen sumergidos dentro del reactivoe de Schiflf
durante 10', despuds se pasan a travez de tres bafios sucesi-
vos de metasulfito de sodio, despufis de esto se lavan con a--
gua durante 5'.

6.-Los nlcleos se tifien sumergiendo los frotis dentro de la
solucibn de Hematoxilina de Harris durante 107,

7.- Los frotis se lavan con agua durante 5'.

8.- Se secan al aire y se examinan microscdpicamente.( 20 )

Interpretacidn:

Estructuras y compuestes PAS (+) ¢ rosa

Nicleos ¢ morados

Citoplasma : amarillo

En la sangre periférica, el citoplasma de los leuco-

citos polimorfonucleares se tifie de un color rosa intenso o
rojo con una apariencia granular en algunas c8lulas. E1 ci--
toplasma de los monocitos aparece débilmente rosa y pucde =-
contener granulaciones finas o gruesas. Un pequefic nfimerc de
linfocitos contiene escasas granulaciones pequefias de color
rojo o rosa. Los eritrocitos no se tifien, Las plaquetas se -

tifien intensamente. En la médula &sea normal, los precursores
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tempranos de los granulOGitos.no se tifien, pero aparece una

tineidn granular difusza que se va inerementvando de acuerdo

a los estadios de maduracibn de la serie mieloide., Los mepga-
cariocites pueden aparecer difusa o intensamente tefiidos de
un color rosa o rojo. Los precursores de los eritrocitos no

se tifien. La dipestifn con amilasa, remueve el material tin-
torial del citoplasma de todos los tipos de células sanpui-

neas. (20)

Tincién de Sudin tepgro B.

Douglas A. Nelson;
Frederick R. Davey.

Reactivos:

1.-Formalina al 37% en solucifn acuosa.

“2.-%0lucién amortiguadora. 16g de fenol/30 ml alcohol absolu
to/0.3g de MNa,HPO,' 12 HZO/IDO ml. agua destilada.
3.-Solucidn colorante de trabajo. 60 ml. de sol. madre de Su
d3n Negro B/u0 ml. sol. amortiguadora.

4,-Solucibn madre de colorante,0.3g de S;J(L"m Negro B/100 mi. EtOH.

5.-Hematoxilina de Harris,

Técnica:

1.- Los frotis de sangre periférica o de médula Gsea se dejan secar al -
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aire y se fijan con vapores de formalina dupante 10'. Se pue
den tefilr frotis recientes o viejos; los frotis que tiencen -
muchos afios se tifien satisfactoriamente.

2.-Los frotis fijados se sumergen en la solucibn de coloran
te de Sudfn Negro B en un recipiente de Coplin durante 30 a
60 minutos.

3.- Se lava con etanol al 70% 2 & 3 minutos para eliminar el
exceso de colorante.

4.- Lavar con agua.

5.~ Se hace la coloracién de contraste con hematoxilina 10!,
6.~ Se lava con agua durante 5'.

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

Interpretacidn:

Los grémulos de los granulocitos: café o negros.

Los nficlecs ; azul o morados.

Citoplasma: incoloro. ( 7 )

Los linfocitos y los eritroblastos no se tifien con e~

Sud8n Negro B. Los precursores de los granulocitos normales
a partir de las c&lulas blasticas aumentan progresivamente -
su sudanofilia, correspondiendo estrechamente con la presen-
cia de los grénulos. Los promielocitos pocos grénules sudand
filos, mientras que los polimorfonucleares neutrffilos madu-

ros contienen gran nGmero de grinuleos sudanbéfilos. Los eosi-
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néfilos tambidn son intensamente sudanbfiless; lcs monocitod

ne se tifien o contienen pocos granulos sudandfilos.

En geneéal la tincidn de Sudén Negro B ¢s similar a
la de la peroxidasa, sirve para distinguir entre leuc&mia --
linfobl&stica aguda de la leucémia mielobllstica. Ambas tin-
ciones son fitiles cuando la tincifn de Romanowsky no revela
grénulos y por lo tanto, ¢s mis sensible para la deteccidn -

de las células tempranas de los granulocitos. (20)

Fosfatasa alcalina leucocitaria.

Ernest beutler.

Reactivos:

1.-Solucidn fijadora: 100 ml. de formaldehido al 37% + 800 ml
de agua destilada.

2.-Solucién Stock de 2-amino-2-metil-1,3-propanediol 2.1% ac.
3.-Sclucién amortiguadora: 250 ml. de solucidn stock de pro--
panediol + 50 ml. de HC1 0.1 M aforar a 1000 ml.

4.-Mezela colorante: $ mg de naftol-AS-BI-fostate *+ 0,3 nl de
dimetil formamida + 60 ml. de solucibén amortiguadora + 40 mg
de sal rojo violeta LB.

5.~ Tincidn de contraste: Hematoxilina 0.1% acuosa + 200 mg

de vodato sSdico + 50 mg de sulfato aluminico potdsico.



Técnicas

1.~ Fijacibn de los frovis.-Las preparaciones se deben fijar
antes de 24 horas, se sumergen durante 30 segundos en la so-
lucidn fijadora a temperatura ambiente.

2.~ Lavarlos suavemante con agua y secarleos al aire.

3.~ Tefiir los frotis durante 10 miputes aexactamente a tempe-
ratura ambiente con la mezcla de colerante-sustralto. Es pre
ferible tefidr los frotis inmediatamente; sin embargo las —~-—
muestras fijadas se pueden mantener c¢n el congelador durante
2 & tres semanas con pérdida de. su actividad s6lo en un 10%.
4.~ Lavarlos c¢on agua durante 30 a 60 segundos.

5.—- Se tifien ¢on solucibBn de colerante de contraste durante
5 a 8 minutos.

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

7.~ Dejarles secar al aire y cobservarlos mocroscbpicamente.

Interpretacidn:

. Cdlceulo de resultados: se clagifican 100 leucocitos
neutrffilos de 0 a 4+ segln la intensidad del precipitado en
su citoplasma. Los criterios para la clasificacifn se resu--
men en la tabla 3.1, Es sumamente importante clasificar s6lo
los neutr8filos madurosjlos linfoeitos, los baséfilos y los

eosindfilos no se deben incluir,



Tabla 3.1

Criterios para la ciasificacibn de los neutr6filos tefiidos seglin la actividad de la
fosfatasa alcalina.

Coloracibn del precipitado

Clasificacifn de las Cantidad % #*# Tamano de Intensidad de Coloracidn del
células * los grénulos 1a coloracién citoplasma
1+ menor de 50 Pequefio D&bil o mode- Ineelore a rosa
rada muy pdlido.
2+ 5u-80 Peaquefic a Moderada a Incoloro a rosa
mediano. fuerte. pélido.
3+ 8u-1u0 Hediano a Fuerte Incoloro a rosa
grande.
Y+ 1u0 Mediano y Brillante Mo wvisible
grande

" Cuando no hay precipitado colorante en el citoplasma no se tific con coloracidn de fon-
do de las cé&lulas se leen come “cero".

n%"Porcentaje del citoplasma ccupado por el precipitado.

Tomado de HEMATOLOGY ; Williams, J.¥W. (20
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Los adultos sanos generalmente tienen un indjce de -
fosfatasa alcalina leucocitaria que oscila entre 13 y 130 --
puntuaciones aunque los rangos normales deben ser determina-
dos por cada laboratorio dependiendo del colorante y ¢l lote
del colorante usado, la forma  de obtener el Indice de fosfata

sa alcalina leucocitaria se describe en la pfigina 50.

Los pacientes con leucémia granulocftica crbnica no
[ ]
tratada presentan un indice inferior a 13 puntuaciones (en--

tre 0 a 13).

Los pacientes con policitemia Vera o leucocitosis por
infeccibn, o con metaplasia mieloide presentan un indice en

el limite superior de la normalidad o francamente elevado.

Los pacientes con hemoglobinuria paroxistica noctur-
na, presentan constantemente un fndice de fosfatasa alcalina

leucocitaria disminuido. (20)

Fosfatasa Scida leucocitaria.

Frederick R. Davey;
Douglas A. Nelson

Reactivos:

1.- Solucién fijadora. 10 ml. de metancl + 90 ml. ( mezclade
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60 ml de acetona + 40 ml de c. citrico ajustando el pH 5.4
con Ha OH 1 N.)
2.- Solucibn stock sustrato. 10 mg de dcido naftol-AS-D-fos
fé8rico in 0.5 ml de N,M-dimetil formamida aforar a 100 ml —---
con solucibn amortifuadora de-acetato 0.1 a pH 5.0,
3.~ Solucidn colorante-sustrato. 10 ml. de solucibn stock de
sustrato + 5 mg de ceolorante rojo ripido GBC.
4%,=-So0lucibén comercial de Hemalum de Hayer.
5.-Solucibén de &cido tartfrico. 75 mg de dc. L(+)-tartdrico
en 10 ml. de solucibén amortiguadora de actatos 0.1M a pH 5.0

conteniendo i mg de &c. naftol AS-D-naftol-fosfbrice.

Técnica:

1.- Coloque los frotis frescos en la solucifn fijadora duran
te 30 segundos de 4 a 10°C.

2.~ lLavar 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 solucifn de colorante-sustratoc
y &cido tartlrico a 37°C durante 45 min.

5.~ Lavar con agua de la llave.

6.~ Tefiir con el colorante de contraste Hemalum de Mayer de
1 a 3 min.

7.- Montar en glicerina gelificada.

Interpretacifn:
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la actividad de la fosfatasa deida estd indicada por medic de -
un precipitade granular rojo y se puede observar en la mayoe--
rfa de las c£lulas hematopoyfticas. Una coleraci®n moceraca
se observa en cflulas plasmiticas, megacariocitos y monoci--
tos. Reacciones débiles se observarn en nceutrb6filos,bandas, -
metamielocitos, mielocitos y promielocitos. Muy pera activi-

dad est& presente en linfocitos y eritrocitos normales.

Un incremento de la fosfatasa &cida o aiccitzriz oo
observa en las c€lulas mononuclerares anormales de pacientes
con leucémia de c&lulas peludas, linfocitos de pacientes con
macroglobulinemias, linfocitos transformados de mononucleo--
sis infecciosa, linfoblastos de pacientes con leuc@mias lin-
blisticas de c&lulas T y secciones de tejido infiltrade por

enfermedad de Hodgkin,

El descenso de la fosfatasa Scida se presenta en cé-
lulas neoplisicas de leucémia linfocitica erfnica. linfosar-

coma y linfomas linfociticos no Hodgkin. (20)

Peroxidasa leucocitaria (Mieloperoxidasal
William J. Williams.




Reactivos:

1.~ Solueibn fijadora., 10 ml. de formalina al u40% + 90 ml de
aleohol abscluto.

2.~ Colorante-sustrato:

Etanol al 30% (v/v) en agua 100 ml.
Dicloruroc de bencidina 0.3g
ZnSOu' 7 H?O, 0.132 M { 3.8% p/fv ) 1iml
Acetato sédico trihidratado 1g
Perbxido de hidrbgeno 3% 0.7 m1,
NaOH 1N 1.5 ml.
Safranina O 0.2 g
Téenica:

1.- Se deben de emplear extensiones frescas se sangre o de
médula Ssea. Como la actividad de la peroxidasa leucocitaria
es inestable a la luz las preparaciones conservadas en la -4
obscuridad hasta tres semanas también se pueden utilizar.

2.~ Las extensiones sec fijan por inmersibn derante 60 segun--—
dos en la solucibn 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 solucién colorante-sustrato durante 30 segundos a tempe

ratura ambiente.
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4,- Los frotis se yuelven a lavar durante unos pocos segundos

en agua, y se dejan secar y se¢ examinan microscbpicamente,

Interpretacibn;

Todos los nficleos aparecen tefiidos en rojo por la sa
franina al igual que el citoplasma de los eritrocitos. En la
serie neutrofflica la actividad de la peroxidasa se indica -
por grénulos azules en las cllulas. La actividad de la pero-
xidasa existe en las c8lulas de la serie neutrofilica en to-
dos los estadios del desarrollo, incluyendo las c8lulas blés
ticas. Generalmente la peroxidasa se localiza en los grinulos
citoplésmicos, pero puede ser fuertemente positiva en los ci
toplasmas de cflulas totalmente indiferecnciadas. Los basto--
nes de Auer también son peroxidasa-positives. Los eosinbfi--
los muestran intensa coloracidn peroxididsica de un color ma-

rrén-negro o verdi-negro, Los basdfilos no se tifien.

Los monocites no se tifien tan intensamente como los
granulocitos y muestran discretos gréinulos azules o colora--

¢cibn citopl@smica difusa y tenue.

Los linfocitos y los eritrocitos no presentan activi

dad peroxiddsica en ninglin momento de su desarrollo.
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La reaccifn de la peroxidasa puede ser negativa en -
algunos neutrdfilos maduros de la leucdmia aguda u on 1log --
neutrdfilos que aparccan en respuesta a una infeccisn grave
¥ se caracterizan per grandes grinules baséfilos( ss decir,

granulaciones téxicas).(20).

Lsterasas leucocitarias.

Douglas A. Nelsonj; Frederick P, Davey.

Reactivos y ténica de incubacibn para ambas aesterasas:

1.- Solucién fijadora. Mezcla formalina-acetona amortiguada
con fosfatos pH 6.6.

2.~ Los frotis de sangre periffrica o de médula Ssea pueden
ser recientes o preparaciones conservadas en la obscuridad a
temperatura ambiente aunque no estén fijadas.

3.- Coloque los frotis dentro de una solucifn fijadora duran
te 30 segundos de 4 a 10°C.

4.- Lavar los frotis tres veces coh agua destilada y después
dejarlos secar al aire a temperatura ambiente durante 10 a

30 minutos.

Cloroacetato-esterasa.

Reactivos:



1.~ Mezecla de Incubacibng

a) Solucibn amortiguadora de fosfatos phH 7.6

b) Nueva fuchsina hexazoada al 4% en HCL 2H.

c) Naftol-AS-D-clorcacetate Smg en 2.5 ml de H,N-dimetil forma-
mida. ‘

d)} Mezcla final de¢ incubacién con un pH de 7.4.
2.-Hematoxilina de Harris como colorante de contraste.

3.~ Solucién lavadora de HHQOH (28%) 0.2 ml. aforar a 100 ml

con agua.

Técnica;

1.~ Sumerja los frotis fijadeos dentro de la mezela de incuba
¢ién durante 10 minutos a temperatura ambiente.

2.~ Lavarlos con agua de la llava.

3.~ Tefiirlos con colorante de contraste durante 10 minutos.
4.~ Lavarlos con solucibn lavadora hasta que el color de los
frotis cambie de rojo a azul.

§.- Lavarlos suavemente con apua, secarlos al aire y obser-—

varlos microsc8picamente.

Esterasa no-especifica: alfa-naftil-acetato,

Reactivos:



1.- Mezcla de incubacién:

a) Solucidn amortiguadora de fosfates piH 7.6

b) Pararosanilina hexasoada 1 £ + 20 ml, de apua destila-
da + 5ml. de HCl conec.

c) alfa-Naftil-acetato 50 mg en 2.5 de Ster monometil e¢kilen
glicol.

2.- Hematoxilina de Harris como colorante de contrastc.

3.~ Solucibn lavadeora de NHQOH (28%) 0.2 ml. aforar a 100 ml

con agua destilada,

Técnica:

1.~ Sumergir los frotis fijados dentre de la mezcla de incus
bacidn durante 45 min. a temperatura ambiente.

2.- Lavar con agua.

3.~ Tefiir con colorante de contraste durante 10 min,

4.~ Lavar los frotis con solucién lavadora hasta que el co-—-
lor de los frotis cambie de roje a azul. .

§.- Lavar con agua, secar al aire y montar sobre recina o -~

bdlsamo de Canada.

Esterasa no-especifica alfa-naftil-butirato.

Reactivos:
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=
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s
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1.-Mezela de incubacidng;

a) Solucidn amortiguadora de fosfatos pHLG.3,

b) Parrarosa anilina hexazoada concentracibn igual a la uti
lizada en la ténica anterior.

e) Soluci8in de alfa-naftil-butirato 50 mg en 2.5 de Ster no-
nometil etilen~glicol.

Se utilizan los reactivos 2 y 3 de las técnicas anteriores.

Té&cnica:

1.-Sumergir los frotis fijados dentro de la mezcla de incu--
bacibn durante 45 min. a temperatura ambiente.

2.~ Lavar con agua.

3.- Tefiir con colorante de contraste durante 10 min.

4.- bLavar los frotis con solucifn lavadora hasta que aparez-
ca el color azul.

5.- lavar con agua, secar al aire y montar sobre recina o -«

bdlsamo de Canada.

Interpretacifn;

Los estudios citoguimicos de los dos grupos de este-
rasas son indispensable en el diagnSstico diferencial entre la

leucémia mieloblistica y la leucfmia mielomonoblfstica.

El producto de la reaccién de 1a cloroacetato-estera



- 81
sa ¢s de color rojo, mientras que para ambas estcrasas no-es-

pecificas es anaranjado-café,

La interpretacifn de las reacciones citoquimicas en -
las células de sangre normal y blastes en leucémias agudas sec
encuentran detalladamente descritas en la tabla que se encuep

tra en la pigina 64 del capitulo anterior.(20)



CAFPITULO v

CONCLUSIOHNES S,

El presente trabajo describe los métodos citequimicos

© que actualmente con mis frecuencia se usan en el laboratorio
hematolbgico, asi como su interpretacidn para establecer un -
diagnbstico verdadero en los diferentes tipos de leucémias --

agudas, eliminando la dificultad subjetiva de diagnéstico.

Existen varios métodos diferentes a los métodos cito-
quimicos tales como los ultraestructurales, autorradiogrificos
e inmunoquimicos; describirlos en este trabajo esta fuera de

los objetivos que desde el principio de este se establecieron.

La tincidn de PAS es de gran ayuda en el diagndstico --

de algunos casos de eritroleucémia y leucé&mia linfoblédstica.
La tineién de Suddn Negro B se usa para diferenciar -
la leucémia mielobldsticay la leucémia mielomonobléstica de -

la leucémia linfobléstica morfolSgicamente no diferenciadas.

La demostracifn de la actividad de la fosfatasa alca-
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lina leucocitaria, es de gran ayuda en el diapnbstico de la -
leucémia granulocitica crénica de las reacciones loucemoides,

policitemia vera y metaplasia mieloide agnogénica,

La demostracibn de la actividad de la fosfatasa fcida
tartrato resistente, puede ser usada para =1 diagnbstico con-

firmativo de la leucémia de las cflulas peludas.

La demostracibn de la actividad de la peroxidasa leu-
cocitaria es utilizada para diferenciar las leucémias mielo-
blistica y la leucEmia mielomonoblistica de la leucémia lin-
fobl&stica, principalmente cuande aparecen c&lulas bldsticas

morfoldgicamente no diferenciadas.

La demostracifn de la actividad de las esterasas leu-
cocitarias utilizando diferentes sustratos, sirve para diferen
ciar células de la serie granulocitica de las de la serie mo-
nocftica y sus precursores tempranos que se encuentran en las

leucémias mielobldsticas y mielomonoblésticas.

Las tinciones citoquimicas descritas en el presente
trabajo muestran que la utilizacibn combinada de cada una de

estas ténicas, tales como la reaccifn de PAS, Sudln Hegro B,
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asi como la demostrecidn de la actividad de las enzimas leuco
citarias, conducirln al diagndstico adecuado, proporcionando

la informacién necesaria en la mayoria de los casos.
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