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lNTRODUCCIOll.-

Las leucemias son una causa importante de mortalidad en edad pediátrica 
En nuestro medio se encuentran entre las cinco causas de muerte, en niños de 5 a 
14 años. En los pa~ses desarrollados son la segunda causa de mortalidad, tan --­
sólo excedida por los accidentes. 

Se define la leucemia aguda como una enfermedad maligna de los lirganos 
hemopoyéticos que se caracteriza por la proliferación anormal de leucocitos -----­
inmaduros que producen infiltración generalizada de la médula ósea, sustituyendo -
la hemopoyesis normal de la misma, e infiltrando el resto de los ór\janos linfopoye 
ticos y, practicamente toda la economía. -

~ntes del desarrollo de la quimioterapia moderna, las leucemias agudas -
en cua 1 qui era de ;us formas, eran enfermedades de evo 1 uci ón rápidamente fata 1. 
Actualmente todas son tratables y casi la mitad con posibilidades de curación o -­
remisión prolongada. En el caso de la Leucemia Linfoblástica 1\guda, 65 a 70% de -
los niños permanecerán en remisión completa continua cinco años despúes de estable 
cido el diagnóstico. -

La incidencia real en nuestro país se desconoce ya que no contamos con -
cifras estadísticas apropiadns; sin embargo en la sección de Hematopediatria del -
Hospital General Centro Médico "La Raza", las leucemias constituyen ap.-oximadamente 
el 40% de todas las neoplasias que se atienden en el mismo. Correspondiendo a un 
75% de los casos tipo Linfoblástico Agudo. 

Es por ésto que el objetivo del presente trabajo se basará en la 
caracterización inmunológica de 1 as Leucemias L i nfobl ásticas Agudas (LLA), por --­
medio de Anticuecpos Monoclonales. 
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HIPOTESIS.-

La clasificación inmunológica de las Leucemias Linfoides Agudas mediante 
Anticuerpos Monoclonales, permite reconocer rápidamente la estirpe afectada media!!_ 
te los antígenos linfocitarios presentes en la célula. 
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OBJETIVOS.-

1.- Clasificar morfológicamente las Leucemias Linfoides Agudas. 

2.- Clasificar citoquimicamente a las Leucemias Linfoblásticas, por --­
medio de las diferentes tinciones especiales, encontrándose entre las de mayor -­
importancia de las siguientes: Peroxidasa, Tinción del Acido Peryódico de Schiff 
(PAS), Sudan Negro B, y Fosfatasa ácida entre otras. 

3.- Clasificar inmunológicamente a las Leucemias Linfobldsticas, -----­
utilizando para ello- los diferentes anticuerpos monoclonala5, cuma lo son: BMA 010 
BMA 020, BMA 030, BMA 040, BMP. OGC, ilW1 090, BMA 0120, entre otros, los cuales --­
sirven µdra reconocer a los linfocitos T y B, tanto maduros como inmaduros, asi -­
como a la célula linfocitaria común. 

4.- Proporcionar al médico el prónostico de la enfermedad ya que con -­
ello se aplicará el tratamiento adacua_do para provocar remisión pardal o total. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.-

En nuestra comunidad, las leucemias··constituyen una causa frecuente de -
muerte, aunque no se encuentran dentro de las primeras, esta sobre todo en la ---­
población infantil. Una de las medidas para acortar esa frecuencia es su detección 
a tiempo, ya que si son tratadas tempranamente, es posible lograr una remisión --­
parcial o total. El tratamiento de las leucemias depende de la estirpe afectada, 
ya que al ser clasificadas se da el pronóstico de la enfermedad, y con esto se --­
aplica el tratamiento. 

La clasificacción de las leucemias se ha realizado mediante morf.oJ.ogia 
célular y técnicas citoquimicas enzimáticas y no enzimáticas. Sin embargo, ----­
aunque las técnicas citoquimicas sean de...gran <:tilidad no siempre permiten hacer -
una clasificación correcta. 

Cuando las células del sistema inmune humano son producidas y liberadas 
anómalamente, son las causantes de enfermedades linfoproliferativas como las ---­
leucemias. Estas células se pueden clasificar. en subpoblaciones, pudiendose ---­
identificar mediante antígenos de superficie. utilizando heteroanticuerpos 
producidos ea conejos frente a linfocitos normales o maliynos ( anticuerpos monocl~ 
nales), es posible clasificar a las leucemias en . .cuatro grupos. 

Mediante el uso de estos anticuerpos monoclonales as posible dar un ---­
diagnóstico más certero y rápido, y así aplicar el tratamiento correcto lo antes -
posible, ya que la vida del paciente depende de la prontitud con que se de el ---­
diagnóstico. 
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ANTECEDENTES CIENTifICOS.-

Las Leucemias Agudas se caracterizan por una maduración inadecuada de -­
las células linfocitarias o granuloc1ticas en étapa primitiva de blastos, pudiendo 
ser bloqueada parcial o totalmente dicha maduración. Las células leucémicas ---­
inmaduras se acumulan en la 1nédula Osea, sangre periférica y en ocaciones en otros 
tejidos, ya que estas células no son depuradas ·normalmente (2). Esto es como---­
resultado de una perdida de la función hemopoyética de la médula ósea, teniendo 
como consecuencia desarrollo de anemia, trombocitopenia y granulocitopenia (3). 

La clasificación de las leucemias agúdas por medio del diagnóstico 
morfologico las ha separado en dos grandes grupos: Leucemias Linfoblásticas ----­
Agudas (LLA), y Leutemias no Linfoblásticas Agudas ó Leucemias Mieloblásticas ---­
Agudas (LMA), (4). Virschow probablemente fué el primero en clasificar a las---­
leucemias, esta clasificación permanecio de 1800 a 1900. Para 1930 ya se conocian 
las formas morfológicas de la Leucemia Agüda, descrita por varias clasificaciones. 
Para 1948 farber y colaboradores indicaron la importancia de una clasificación --­
clínica, ya que eran los inicios de la quimioterapia, con lo cuál llegaron a indu­
cir remisiones sobre todo en niños con leucemias de tipo linfoide ó indiferenciada 
que en aquellos con leucemia de origen granulocítico ó monocítico. Para 1950; fue 
introducida la mercaptopurina como droga efectiva para el tratamiento de esta ---­
enfermedad, enfatizando así la importancia del diagnóstico citoléÍg1co. 

Para 1958 "The Medical Research Council 's Working P" en la Gran Bretaña 
planteo su primera terapéutica, consistiendo en mercaptopurina y prednisona, que -
se aplicaron a 100 pacientes dando como resultado una mejor respuesta a está, en -
jovenes con 12uccmia de tipo linfoide, teniendo mejor pronósticoe Desde este tiem 
po se distinguia la leucemia linfoblástica y no ld no linfoblástica ó mieloblástica 

Algunos años más tarde el grupo cooperativo francés - Americano - Britan.:!_ 
co (fAB), clasificarán a las leucemias agudas en: Linfoblásticas y Mieloblásticas 
Dentro de las linfoblásticas encontramos tres grupos: Ll, L2, y L3, definidas por 
la frecuencia individual de los aspectos morfológicos (5). En lo que respecta a -
las de tipo mieloide, la diferenciación es: Ml, mieloide sin maduración; M2, ----­
mieloide con maduración; M3, promieloc1tica hipergranular; M4, mielomonocítica; M5, 
monocítica; M6, eritroleucemia. Definidas de acuerdo con: a) Dirección de diferen 
ciación a lo largo de una o varias líneas celulares y b) Grado de maduración de la 
célula. Aún se encuentra en discu:<ión la clasificación de la M7, ó leucemia megaca­
rioblástica, puesto que no ha sido esclarecida totalmente (6). 

Para 1980 la fAB estudio cientos de aspirados de Médula ósea leucémica, -­
obteniendo como conclusión que la presencia de leucemias linfoides es; Ll = 85.1%, -
L2 = 14.0% y la L3 = 0.9%, encontrandose que la de peor pronóstico es la tipo L3 (7) 

También propuso que para diferenciar mejor entre la Ll y la L2 se conside­
raran las siguientes características: a) Relación núcleo - citoplasma, b) Presencia 
de nucleolos, c) Regularidad en el contorno de la membrana nuclear y d) tamalo de 
la célula. Con esto se incremento la concoordancia de criterios de un 63 a un 83%, 
encontrandose además que el 74'!. de los casos de L1 eran niños, mientras que el 663 -
de los casos de L2 eran adultos, no observandose diferencias significativas para la 
incidencia de los casos de L3, además de que todos los casos de L3 ten1an caracterí~ 
ticas de células B. Dando un mejor pronóstico para la Ll, que pdra la L2, y a su -
vez que para la L3 (8). 
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Alrededor de 1970, Mathé y colaboradores subclasificaron a las leucemias 
linfoblásticas en: 1) Prolinfoblástica; los blastos están más indiferenciados -
que los linfoblástos ttpicos (nucleolos más prominentes, más cromatina reticular, 
más citoplasma básofilo, menor relación núcleo - citoplasma), 2) 14acrolinfobH.s­
tica, los linfoblástos miden 12 micras de diamétro ó más, 3) Microlinfoblástica 
los linfoblástos miden 12 micras de diamétro o menos, 4) Prolinfocítica, las célu 
las leucémicas, estan menos indiferenciadas que las linfoblasticas (nücleolo menos 
visible, menos cromatina reticular, menor relación núcleo - citoplasma). Esta -­
sub.:lasificación presenta ambiguedades en su determinación, por lo que actuamnente 
no es aplicable. 

Las células leucémicas animales y humanas poseen antíyenos de superficie 
que no se encuentran en las células normales. Oichos antígenos se han aislado y 
caracterizado. 

Las células leucémicas de la LLA, pueden diferenciarse por marcadores -
de células By T (10), con anti sueros heterólogos o monoclonales contra células T 
células By células nulas, las células T humanas son reconocidas por su capacidad 
de formar rosetas con eritrocitos de carnero. Las células B humanas son reconoci 
das por la presencia de inmunoglobulinas de superficie, detectables sobre membraña 
y receptores sobre la fracción C3 del complemento. Las células Pre -B tienen --­
inmunoglobulinas unidas a la membrana y reaccionan con antisueros contra determi­
nantes tempranos de·las células B. 

Las céluias nulas car€cen de todos los m~rcadores anteriores de las --­
células T y By no reaccionan con los antisueros. 

Los anticuerpos para estos antígenos son preparados mediante inmunizacio 
nes de animales de laboratorio. Los antígenos séricos asociados con las leucemias 
y los antígenos en general pueden ser deter1uinados o detectados por radioinmunoaná 
lisis, por flutdo citométrico, utilizando anticuerpos monoclonales (para identifT 
car la presench de antfgenos particulares ¡g¡, técnicas de inmunofluorescencia -­
inmunoperoKidasa, inmunofosfatasa ácida) con anticuerpos preparados en animales 
de laboratorio. 
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CLASIFICACION CITOQUIMICA OE LEUCEMIAS AGUDAS.-

La clasificación citoqufmica de Leucemias Agudas se basa en la reacción 
que proporcionan con diferentes compuestos; entre los métodos comunmente empleados 
para su clasificación se encuentran: Peroxidasa, Fosfatasa Acida (técnicas enzima 
ticas), Sudan Negro 8, y PAS (técnicas no enzimaticas). Las tinciones anterior-= 
mente mencionadas son las que se utilizan en el Hospital General Centro Médico -­
"La Raza•, Laboratorio de Hematologfa Especial, pero tambien existen otras tincio 
nes como lo son: Rojo Oleoso, Estearasas, etc. -

TABLA l.- CLASIFICACIDN CITOQUIMICA DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS 

TIPOS DE PEROXIDASA PAS SUDAN FOSFATASA 
LEUCEMIAS NEGRO 6 ACIDA 

Cl!lulas B Negativo Positivo y Negativo Negativo 
Negativo -
menor al -
5% de los 
casos 

Células T Negativo Negativo Negativo Positivo 

Mieloblá!_ Positivo Negativo Positivo Negativo 
ticas 

lndifere.!!. 
ciada 

Negativo Negativo Negativo Negativo 
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ANTICUERPOS MONOCLONALES. -

Definiendo a los anticuerpos, podemos decir que son aquellas moléculas 
sintetizadas por células inmunocompetentes, como consecuencia de la estimulación 
antigénica y que poseen una alta especificidad para reaccionar o unirse al antfge 
no 4ue les dio origen. -

En cuanto a los anticuerpos ononoclonales, estos surgieron accidentalmen 
te en el laboratorio de Cesar Milistein en Cambridge Inglaterra, mientras realiza 
ban estudios sobre la genética de las inmunoglobulinas, utilizando técnicas de -= 
fusión y clonaje célular (18, 19). 

TECNICAS DE OBTENCIDN DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 

La creación de técnicas para la producción de anticuerpos monoclonales 
por parte de Kholer y Milistein, revoluciono el criterio serÓlo91co para el ---­
análisis de los antígenos presentes en la membrana de las células cancerosas. 

Con dicha técnica pueden ºinmortalizarse", por fusión con una línea de 
células de mieloma, células 4ue producen un sólo tipo de anticuerpos (linfocitos 
B) y secretan por tanto un anticuerpo homogéneo de alta especificidad. Estas -­
células "inmortal i z<idas" que producen el anti cuerpo buscado 1>ueden ser segregados 
en clonas ("clonadas") y así obtener el anticuerpo deseado en cantidades ilimita­
das. 

De esta 1Ui111era put:Jen oot.enerse lineas de cé1uias hibridas con capacidad 
de producir anticuerpos monoclonales que reaccionan con linfocitos T de Leucemias 
humanasª 

Para la..obtención de éstos, los ratones son inmunizados con células de 
Leucemias T humanas, durante tres o cuatro días, despúes de la última inyección -
las células esplénicas de los animales se fusionan con la línea de células de --­
mieloma murino que muestran deficiencia de la enzima hipoxantina, guanina, -----­
fosforribosil transferasa (HGPRT.). Las células de mi e loma confieren la capacidad 
de cresimiento ininterrumpido y las células esplénicas inmunizadas confieren la -
capacidad de producir una inmunoglobulina específica. 

Las células no fusionadas se eliminan por cultivo en un 1¡1edio que----­
contenga aminopterina, hipoxantina y timidi na (HAT). Las células...de mielorna no -
fusionadas carecen de la enzima HGPRT, necesario para la utilización de purin<>~ -
hexógenas, razón por la cual no sobreviven en un medio con aminopterina. 

Las celulas esplénicas normales que no se fusionan 11 no son inmortales 11 

desaparecen en cultivo ininterrumpido. De este modo sólo sobreviviran los -----­
híbridos que han obtenido la actividad de la enzi1na HGPRT de las células espléni­
cas la capacidad..por parte de la~ células de mielo1na de crecimiento ininterrumpido 

Las..clonas...obtenidas se pueden conservar indefinidamente en cultivos o -
proliferar.como un tumor de ascitis "in vivo". El líquido ascftico producido por 
estos hibridomas contiene .anticuerpos en cantidades extraordinariamente grandes y 
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el líq~ido de ascitis a menudo posee títulos superiores a una parte por millon. 

En base a estos anticuerpos monoclonales ha sido posible clasificar a -
las leucemias linfoides agudas. (Tabla II) 

TABLA II.-

Anticuerpo 
Monoclonal 

* 
BMA 010 

BMA 020 

BJ.IA 030 

8MA 040 

BMA 060 

BMA 090 

BMA0120 

* 

CLASIFICACION INMUNOLOG!CA DE LEUCEMIAS AGUDAS POR 
ANTICUERPOS MONOCLONALES. 

Valor de Leucemia Leucemia Leucemia Leucemia Leucemia 
Referen- Pre-preB Pre-B B Pre-T T 
cia% 

100 100 100 100 100 100 

12+5 12 ¡~59 ')'-780 12 12 

70+10 70 70 70 70 70 

50+15 50 50 50 50 f-780 

menor a 0.5 0.5 o.s 0.5 'i_,.30 
l 

menor a 0.5 0.5 
l 

_o.5 1' ~30 0.5 

menor a f->75 1' -760 0.5 0.5 0.5 
·l 

Leucemia 
Indife--
renciada 

100 

12 

70 

50 

0.5 

0.5 

0.5 

Existe un nümero mayor de Anticuerpos Monoclonales para la caracteriza 
cion de LLA que no fueron ütilizados debido a que carecia de ellos en­
el Laboratorio de Hematologia Especial del Hospital General del Centro 
Medico "La Raza-.. 
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MATERIAL Y EQUIPO.-

EQUIPO 

Balanza analftica; Mettler 
Balanza granataria; Mettler 
Baño Marfa; J. M. Ortfz 
Centrifuga; Sol - Bat 
Congelador a -2o•c; Reveo Rheem 
Estufa a 37ºC; J. M. Ortlz. 
Microscopio de contraste de fases; Leitz Wetzlar 
Microscopio de fluorescencia; Carl Zeiss 
Microscopio de Luz visible; Carl Zeiss 
Refrigerador a 4ºC; General Electric 

MATERIAL 

Agitadores de vidrio 
Algodón 
Bulbos para Pipetas Pasteur 
Cajas de Petri 
Cámaras húmedas 
Cámaras de Neubauer 
Capilares 
Cubrehematfmetro 
Cubreobjetos 
Embudos de vidrio de cuello corto 
Espatulas 
Gr.adi llas metálicas para 20 y 40 tubos 
Jeringas de 5 ml. 
Jeringas de 10 ml. 
Lancetas 
Matraces aforados de 50 ml. 
Matraces aforados de 100 ml. 
Matracés aforados de 1000 ml. 
Matraces aforados de 2000 ml. 
Matraz Erlenmeyer de 125 ml. 
Matraz Erlenmeyer de 250 ml. 
Papel filtro 
Papel pH 
Pipetas automáticas de 5 microlitros 
Pipetas automáticas de iO microlitros 
Pipetas automáticas de 25 microlitros 
Pipetas automáticas de 50 microlitros 
Pipetas automáticas de 100 microlitros 
Pipetas automáticas de 500 microlitros 
Pipetas graduadas de l ml. 
Pipetas graduadas de 5 ml. 
Pipetas graduadas de 10 ml. 
Pipetas para globulos blancos 
Pipetas para globulos rojos 
Pipetas para hemoglobina 
Pipetas Pasteur 
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Portaobjetos 
Probetas graduadas de 50 ml. 
Probetas graduadas de 100 ml. 
Probetas graduadas de 250 1111. 
Probetas graduadas de 500 ml. 
Tubos de ensayo de 13 x 100.illlll. de vidrio 
Tubos de ensayo de 12 x 75 nrn. de plástico 
Tubos de ensayo de 8 x 25 !Ml. de vidrio 
Vasos de Copl in 
Vasos de precipitado de 10 ml. 
Vasos de precipitado de 50 ml. 
Vasos de precipitado de 100 ml. 
Vasos de precipitado de 250 ml. 
Vasos de precipitado de 500 ml. 
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SEPARACION DE LINFOCITOS 

FUNDAMENTO: 

Cuando se quiere separar un tipo de células de la sangre tota se puede 
hacer mediante un gradiente de concentración, como lo son el Ficol l-Hypaque, --­
que entre 1500 a 2000 revoluciones por minuto, se separan solamente a los linfoci 
tos y células mononucleadas, encontrandose estas en la fase intermedia formando -= 
un menisco blanquesino. 

PROCEDIMIENTO: 

l.- Tomar una muestra de 5 ml. de sangre periférica con 3 o 4 gotas de 
heparina, ó bien desfibrinada. 

2.- Diluir la sangre, al doble del volúmen con amortiguador de fosfatos 
ó PBS, pH 7.2 - 7.4 (*). 

3.- Estratificar 4 ml. de sangre diluida sobre 3 ml. de Ficoll-Hypaque 
en un tubo de ensaye de 13 x 100 m·m-

4.- Centrifugar a 1500 - 200 rpm. durante 17 minutos. 

5·.- Separar la fracción de linfocitos_(separados como una capa de célu­
las ea la interfase), con la ayuda ce una Pipeta Pasteur y con movimientos circula 
res rápidos, par.a evitar tomar el resto del plasma, que se encuentra sobre esta -
interfase. 

6.- Transferir esta capa de células..a un tubo de ensaye de 13 x 100 mm. 
y lavar las células con.~mortiguador de fosfatos PBS, pH.J.2 - 7.4, por centrifuga 
ci ón a .1500 - 2000 rpm. durante tres minutos en tres ocasiones. -

7 .- Descartar.el sobrenadante y resuspender en un mínimo de volúmen, -­
ajustando a-una concentNción de .J a 3 millones de células por milimétro ..cúbico. 

-INTERPRETAC ION: 

Se observa un botón blanquesino en el fondo del tubo, de acuerdo a la -­
cantidad de células que se hayan obtenido de la muestra, esto es antes de resuspe!!_ 
Jerla. 

(*) La preparación de_reactivos se describe en el Apéndice A. 
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IUENTIFIC1\CION DE ESTIRPE LINFOCITARIA POR MEDIO DE LOS 

AíiTICUERPOS MONOCLOUALES 

FUNDAMENTO: 

Los anticuerpos monoclonales posibilitan la observación de las estructu­
ras célulares en células vivas con reconocimiento simultáneo de la función en el 
siste~a inmunitario, lo que hasta la fecha no era posible aplicando otras medidas 
Con los anticuerpos monoclonales pueden identificarse las poblaciones c~lulares -
linfoides y mieloides humanas en los tejidos linfáticos y en caso de infiltración 
en las regiones orgánicas patológicas. En consecuencia, se brinda a la anatomop~ 
tología y a la histología una valoración simplificada de los cortes histológicos 
que para la valoración no dependerá ya unicamente de la morfolog1a y del compor­
tamiento de las coloraciones. 

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.- Los .• linfocitos aislados del paciente -
reaccionan con los BMA en el caso de que exista el correspondiente receptor.-en el 
linfocito. A continuación se añade el conjugado anti-Ig de ratón que se fija al 
BMA .,ya unido. Los linfocitos marcados de..este modo se valoran al íllicroscopio <le -
fluorescencia y se expresa el resultado en porcentaje de la cifra de linfocitos. 

PROCEDIMIENTO: 

1.- Diluir al Anticuerpo Monoclonal* con 245 microlitros de amortigua­
dorde fosfatos de PBS co" suero fetal de Ternera al 5%. 

2.- Colocar 50 microlitros de cada uno de los anticuerpos •nonoclonales 
a utilizar en tubos de ensaye de B por 25 nvn. y agregar 50 microlitros de la ---­
suspensión de linfocitos ajustada a la cantidad de células deseadas. 

3.- Incubar 30 minutos a 4 2 C. 

4·.- Hacer tres lavados de tres minutos cada uno, con 500 microlitros de 
amortiguador PBS -suero fetal de ternera al 5%, para cada uno de los tubos. 

5.- Diluir el fluorocromo....con 245 microlitros de amortiguador PBS con 
suero fetal de ternera al 5%. 

6.- Despúes de la última centrifugación, tirar el sobrenadante y re~1n;.­
pender en un mfnimo de volúmen y adicionar 50 microlitros de fluorocromo. 

7.- Incubar 30 minutos a 42 C. 

B.- Lavar tres veces, tres minutos cada uno, con 500 microlitros de 
amortiguador de .PBS con suero fetal de ternera al 5%, para cada uno de los lavados 

9.- üespúes de la última centrifugación, tirar el sobrenadante y -----­
resuspender en un mínimo de volúmen, y adicionar una gota del.amortiguador de PBS 
con suero.fetal de ternera al 5% y glicerol al 10%. 
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10.- Montar las laminillas, colocar una gota de cada uno de los tubos 
en un portaobjetos limpio, y colocar el cubreobjetos sobre la preparación. 

11.- Leer a inmersión en el microscopio de fluorescencia, contar 200 -
células, y al mismo tiempo contar el porcentaje de células fluo~escentes o -----­
positivas. 

* Cada una de las alicuotas, tanto de los anticuerpos monoclonales como 
del fluorocromo son de 5 microlitros. 

INTERPRETACION: 

Observar las células primero a la luz visible, y despúes sobre esas mi;!_ 
mas_.contar las células fluorescentes, reportando el porcentaje. 
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TINCION UEL ACIUO PERYODICO DE SCHIFF 

(PAS) 

FUNDAMENTO: 

El ácido peryódico oxida los glicoles y los compuestos relacionados en 
aldehfdos para reaccionar con el Schiff, liberando fucsina y tiñendose los ----­
compuestos célulares que contienen oxidables. En las células de la sangre y de 1 
la médula ósea, el glucógeno parece ser el compuesto principalmente responsable, 
ya que la tinción puede ser bloqueada por la digestión con !li11ilasa. 

PROCEDIMIENTO: 

1.- Secar los frotis de sangre periférica o n~dula ósea al aire libre 
y fijar con vapores de formol alcohólico durante cinco minutos. 

2.- Lavar con agua corriente por 15 minutos. 

3.- Poner los frotis en ácido peryódico al 0.5~ por 10 minutos. 

4.- Lavar con agua destilada y secar. 

5,- Poner las laminillas de las muestras en el reactivo de Schiff por 
45 minutos al abrigo de la luz. 

6.- Poner las muestras en Metabisulfito de sodio al o.si, por tres -­
minutos tres veces. 

7.- Lavar con agua destilada tres minutos tres veces. 

8.- Contrateñir con Hematoxilina de Harris, durante 10 minutos. 

9.- Lavar con agua destilada y secar. 

10.- Observar al microscopio ~on el objetivo de inmersión. 

INfERPRETACION: 

Los blastos positivos al igual que los neutrofilos se observan .con gran.!!_ 
los color bugambilia intensos. 
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TINCION DE PERDXIDAS~ 

FUNDAMENTO: 

La peroxidasa, enzima leucocitaria transfiere al hidrógeno de la bencidi 
na al peróxido de hidrógeno, dando un derivado de color azul intenso pudiendose _-:: 
detectar el lugar donde hay actividad enzimática. 

PROCEDIMIENTO: 

1.- Secar los frotis de sangre periférica o médula ósea al aire y fijar 
las laminillas por 60 segundos en la solución fijadora a temperatura ambiente. 

2.- Lavar las laminillas así fijadas por 30 segundos con agua destilada 

3.- Sumergir las laminillas en la solución de tinción por 30 segundo~ 
y lavar con abundante agua. -

4:- Contrateñir un minuto con safranina, lavar con abundante agua, y -­
observar al microscopio de luz visible, con el objetivo de inmersión. 

IlffERPRETACION: 

Los gránulos se observan de color negro en los blastos que son positivos 



- lO -

TINCIOll OE SUDAN NEGRO ¡; 

FUNOAMEllTO: 

El sudan negro B tiñe gran variedad de lfpidos incluyendo las grasas -­
neutras, los fosfolfpidos y los esteroles. Tambien colorea algunos componentes -
célulares que no son lfpidos, como se demuestra por la imposibilidad de eliminar 
completamente el colorante en los disolventes de los lfpidos como la acetona. En 
los leucocitos la sudanofilia corre paralela con la reacción de la peróxidasa. -­
Los linfocicos y los linfoolástos no se tiñen con el Sudan Negro B, mientras que 
los precursores de los eritrocitos y los monocitos inmaduros muestran carácteris­
ticos patrones de tinción. 

PROCEDIMIENTO: 

l.- Secar. los frotis de médula 6sea al aire libre, fijar con vapores de 
formol durante 10 minutos. 

2.- Los frotis fijados se secan totalmente. 

3.- Sumergir los frotis en la solución de Sudan Negro B, en un vaso de 
Coplin durante 45 minutos. 

4.- Lavar los frotis con etanol absoluto y secar. 

5.- Contrateñir con Giemsa por 10 minutos. 

6.- Lavar con a~ua destilada, secar totalmente, y observar al microsc_!!. 
pio con el objetivo de inmersión. 

rnr ERP!lETAC ION: 

Los gránulos en los mieloblástos se observan de color azul intenso ---­
cuando son positivos. 
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TINCION OE FOSFATASA ACIOA 

FUIWAMENTO: 

La fosfatasa ácida, es una enzima que se encuentra presente en los linfo 
citos, células plasmáticas monocitos y plaquetas. En esta tinción, el citoplasma­
de las células se tiñe de color rojo cuando se encuentra la presencia de la enzima 
(fosfatasa ácida). 

PROCEDIMIENTO: 

l.- Fijar los frot1s de médula ósea o sangre periférica con una solución 
amortiguadora de acetona formalina (este fijador se debe de encontrar a 4•C) por 
30 segundos. 

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

3.- Pasar los frotis a la mezcla de incubación, durante 60 minutos, en 
un vaso de Coplin, en la estufa a 372c. 

te. 
4.- Lavar los frotis con dos cambios de agua destilada y secar totalme.!!_ 

5.- Introducir los frotis al vaso de Coplin con verde de metilo al 1% 
durante dos minutos para contrateñ1r. 

6.- Lavar al chorro de agua, y secar totalmente al aire, observar al -
microscopio con el objetivo de inmersión. 

HlTERPRETACION: 

Los linfocitos poseen la enzima cuando presentan una coloración rojiza 
en la periferia de las células además esta coloración se va solamente hacia uno -
de los extremos de la célula, es decir no es perinuclear, es polar. 
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RESULTADOS: 

Durante el desarrollo de este trabajo realizado en el Hospital General 
del Centro Médico "La Raza", fueron estudiados 25 pacientes de edad pediátrica c 
con diagnóstico de LLA. A éstos se les determinó en primer término la Biometría 
Hemática inicial (ver tabla IX). Posteriormente'para la clasificación de la -­
leucemia fue necesario realizar un aspirado medular y así obtener su caracteriza 
ción morfológica y citoquímica (ver tabla VI, VIII y IX). -

Las leucemias de tipo mieloide fueron descartadas, por no ser objeto de 
este trabajo (aproximadamente 4). 

Al mismo tiempo que el aspirado medular, se obtenía sangre periférica, 
para la caracterización inmunologíca con Anticuerpos Monoclonales (ver tabla V, 
VII, y IX). 

Cabe hacer menc1on que la caracterización inmunologíca y citoquímica -
fue realizada antes de aplicar el trat~niento. 

A continuación se describen las tablas y gráficas corr~spondientes a -
los resultados. 



TABLA III.- FRECUENCIA DE LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS POR EDADES (AílOS) 

EDAD No. DE PACIENTES " o o o 
1 o o 
2 2 B 
3 3 12 
4 4 16 
5 3 12 
6 2 B 
7 2 B 
B 2 6 
9 o o 

10 1 4 
11 1 4 
12 o o 
13 4 16 
14 o o 
15 1 4 

TABLA IV.- FRECUENCIA DE LEUCEMIAS LINFOBLASTICllS llGUDl\S POR SEXO• 

SEXO No. PE PACIEllTES " 
Femenino 7 26 

Masculino 16 72 

TABLA V.- FRECUENCIA DE LEUCEMIAS AGUDAS POR SU CARACTERIZACION CON LAS T&C!IICAS 
CITOQUlt·aCJ\.S 

TIPO DE LEUCEMIA No. DE PACIENTES " 
Leucemia de efi.lulns B 16 64 

Leucemia de cElulos T o o 

Leucemia.Mieloblástice l. 4 

Leucemia Indif"erenciada 7 26 

TABLA VI.- FRECUENCIA DE LEUCE!UAS AGUDAS POR SU CARACTERIZACION COll ANTICUERPOS 
MONOCLO!IALES 

TIPO DE LEUCEMIA No. DE PACIENTES " 
Leucemia de células Pre-pre'B 6 24 

Leucemia de ctslulas Pre-B 10 40 

Leucemia de c6lulas B o o 

Leucemia de células Pre-T 1 4 

Leucemia de c6lulas T o o 

Leucer.lia Mielobltistico 1 4 

Leucemia Indif"crenciada 7 26 



EDAD U.S. PORCIENTO DE PACIENTES 
4 ANOS ( .16Y.) 

3 ANOS <12Y.) 

5 ANOS C.12X) 

2 ANOS (8Y.) 

6 ANOS (8X) .15 ANOS (4X) 

7 ANOS ( SX> 
1.3 ANOS <J.6Y.) 

8 ANOS (8X) 

.:!.0 AMOS <4X) .1.1. ~NOS <4X) 



SEXO US. PORCIENIO DE PACIENTES 

MASCULINO 
(J.8 CASOS) 

FEMENINO 
( 1 CASOS) 

1 
~ 

1 
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TIPOS DE LEUCEMIA 

XNDXFERENClCADA 

POR TECNICAS CITOQUIMICAS 



Gry ;ce,._. f'. -

TIPOS 
!&j PORCJIENTO 

CELULA:S lPRE-PRElB 

CELULAS PR~ T ··~· ..... ···1·······.-.-.-.-.--.-. .... + .. -. .. ..1.. ........... ._._.__._._._._. 

POR ANTICUERPOS MONOCLONALES 1 
jl.J 
"-.1 

1 



i";!'1t'\ ~ .. ·r:.- ~.=;:.·~:~;·:: .... ~:=~.··-';~::¡:¡;::·~Te:; -ra·~:tP!'·:~.:--:1 ~~.- r::~._ .. , ¡···~: ;~-_._.) ' ... - : _.,) 

~ .,, ::: f, ~ 1' ~ Cl.30 ll:·:A.010 D!:A020 ::n~.V.:.'30 nt~c.;o ~t,~060 f!:.:A090 !J'•':AC·l~O 
1 100 19 78 56 0.5 0.5 11..5 
2 100 17 63 60 o.o 30.0 1.0 
3 100 11 45 50 o.o l..O 0.5 
4 100 So 60 53 1.0 1.0 56.(1 
5 100 17 60 ·49 o.o 3.0 15.o 
6 l.00 56 3S 45 o.o o.o 32.(' 
7 100 39 65 54 o.o ·2.0 3.:.5 
8 l.00 24 30 44 o.o O.!i 53.0 
9 l.00 12 63 60 o.o 0.5 0.5 

l.O l.00 27 70 50 0.5 l..O 22.0 
1l. ).()<)_ 33 60 43 o.o !l..O 5~~0 
22 ~~ 22 ~'~ e' "" . " 12.c 

.13 100 28 63 40 0.5 1.0 22.0 
14 l.OQ 52 73 59 1.0 0.5 70.C 
15 100 17 65 52 1.5 o.o o.o 

1 
16 l.00 s 61 54 l.O 0.5 o.o 
17 100 Z3 71 42 l.O 0.5 19.0 
13 100 l.4 63 42 l.O 0.5 is.e 
19 100 l.4 61. 46 0.5 0.5 0.5 
20 lCC 8 75 46 1.0 e.o o.e 
21 100 12 75 55 0.5 o.o 35.(> 
22 l.00 l.1 GO 44 1.0 o.o :n.o 

23 l.00 17 72 37 1.0 o.o 0.5 
24 100 10 65 61 o.o o.o 41..<:> 
25 100 ·10 7¡; 37 o.o o.o l..I) 

\".U.f"IU 
)lt; P:·: 

l<JO 1;~~ P:-.::"'f •tC • .t.;lO ~0.!_15 1fcno1' J."'.'1=-nor ?.~<'nr·r r.r• .. 
n l n J " 1 
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.Tt.BLA VIII.- RESULTADOS DE LAS TECNtCAS CITOQUIMICAS Ell CADA UllO DE LOS PACIE:ITF.S 
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LEUCEMIA PRE-PREB 

ta. Cond. E.xistencia de Blastos 
Za. Cand. CitoquiMictt con Pa.s 

Pasítivo ~ ot~as 3 tin~iones 
negat.ivas 

3a. Cona. Monoclonal 0120 au111en-

t "ªº 
Y. 

CITOQUIMICA 
p" s 

4a. Cond. Monoclonal 029 den­
tro· a~ su x-ango 

5a. Cona. Monoclonales 0101 
0401 060, 090 nouales 
030 no~~al o disMinuido 

MONOCLONALES 

HO. DE PAC1EHTE 



la. 

aa. 

". ,)<\, 

I.EUCEMIA PRE-B 

Cona. Existencia de Blastos. 

Con d.. PAS positivo o negativo 
~n un 5 Y. ae los casos, los 
de l:\ii.S nega.tii,ros. 
Cona. Me rui el o n <1. l 01?. 0 
auMentado. 

CI TOQU I tlll CA 
PAS 

4a. Cona. Monoclonal 01'0 

aLL~er1 taao, 

5a. Cona. Monoclonales 
940, 060 y 090 

MONOCLONALES X 
100.,.-~~~~~~~· 

019, 

l 
~ 
\ 



LEUCEMIA TIPO B 
1a. Cona. Existencia ele Blastos. 
2a. Cona. PAS positivc, Per·oxidasa, 

Sudan Neg~o B y Fosf atasa Aciaa 
negativos. 

3a. Cond. Monoclonal 020 au~entaao. 

CITOQUIMICAS 

4a. Cona. nonoclonales IH9, 
030, 040, 060, 090 y 0129 

MONOCLONALES 

NO SE PRESENTO NINGUN CASO \ 
(,.¡ 
-.t.. 
1 



LEUCEMIA PRE T 
la. Cond. Existencia de Blastos. 
2a. Cond. Fosfatasa Acida Positiva 

todas las deMas negativas 

4a. Cona. Monoclonales 919, 
020, 040, 060, 9129 
No:t"Males, Monoclonal 939 

3a. Cona. 
do 

Honoclonal 090 Au~enta_ 

PACIENTE No. 2 
Nota, Se le dio p~io~iaaa a la tecnica de anticue~pos Mono_ 

clonales pop seF ~as especifica. 
Y. X CITOQllJIMICAS MONOCLONALES 241 X=

0 
4:0 

1. 8 -i------------ 3 9 --+-----
090 

PAS 

12 -+------&"':~~-- 2 0 -¡----
~ > 0 

6 .110 -¡---
FOSFATASA ACIDA )( < 1 

g ~---- 0 _,_ __ _ 



LEUCEMIA TIPO T 
1a. Cond. Existencia de Blastos. 4a·. Cona. Monoclonales 010, 
2a. Cond. Fosfatasa AcU.a Positiva 0201 03~L 090 y 0129 

B negativos. 
3a. Cond. Monoclonal 049 o 060 

auMentados, uno o !Mbos 

CI'IOQUIMICAS MONOCLONALES 

NO SE PRESENTO NINGUN CASO 1 

~ 



LEUCEMIA MIELOBLASTICA 
la. Cond. Existencia de Blastos. 

2a. Cona. Per-oxidasa positiva 

la. Con~ .• SH~.~.n MegX'o B positiua 

X CITOQUl~ICA 
100 ~---------

?5 -+--

50-f----

2 5 -f-------;. 

NEGRO B 

0 -L---~~~~:..:.:._ __ _ 

4a. Cona. PAS y Fosfatasa 

acid.a negativa. 

5a. Cena. Monoclon~les 9HL 

020, 030, 040, 96 e, 999 

0120 nor-1>tales 

MIONOCJ..tOHA LES 

DENTRO DE RANGO 

PACIENTE No. 2 
1 
~ 
l 



LEUCEMIA INDIFEREMCIADA 1 

1a. Cona. Existencia de Blastos. 3a. Cona. tfonoclonales 010, 

020, 040, 060, 090, 0120 

CITOQUIMICA 
Pacientes No. 

3 
15 

no:r:iMales, Monoclonal 030 
no:r:iMal o disMinuido. 

MONOCLONALES 

I GUA !.ES A CERO 16 DEN'l' RO DE RANGO l 
19 & 
20 1 
23 
25 
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Aill\LISIS uE RESULTAuOS.-

Co1110 se menciona en la descripción de resultados las leucemias ----­
mieloides fueron descartadas, para una clasificación inmunologfoa, ya que se ----­
carecía del panel de anticuerpos monoclonales para dicha caracterización. 

En primer lugar se ·describe en la tabla 111 de pacientes y sus edades 
observandose que entre 3 y 5 años, existe una alta incidt!ncia de Ll.A, para declinar 
en las siguientes, y elevarse a los 13 años (Gráfica 1), con una predo,ninancia en 
el sexo i.1asculino {tablas IV, IX, Gráfica Zl. 

En las tablas V, V!ll y IX se describe la caracterización de leucemias 
agudas por técnicas ci toquir.ii cas, observandose una alta incidencia de _1 a LLA de -­
células B, seguida de la leucemia indiferenciada (gráficas 3, 6, 7, a, 9, 10, 11 y 
12). 

Posteriormente a ia clasificación citoquimica se 11cv~ a cabo la---~ 
clasificación inmunologica, en Jonde se demuestra que la mayoría d:? las t.LA ~cú -­
del tipo Pre-B .(tablas VI, Vll, y IX. Gráficas 4, 5, 6, 7, a, S, 10, 11, y 12). 

Por último en la tabla !X se describen los resultados Je edad, sexo, 
citoquímica, Biometria heinatica, y __ las conclusiones de .cada .uno de los 25 pacien­
tes estudiados (Gráficas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, y 12). 
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CONCLUSIONES.-

La leucemia agúda es un padecimiento heterológico, que si no se ---­
diagnóstica a tiempo, puede llevar a la muerte. Es por esto necesario la implemen 
tación de métodos 4ue ¡Jermitan clasificar y diagnosticar leuceinias, esta alternat'l 
va la facilitan los Anticuerpos Monoclonales ya yue las técnicas cito..¡uimicas y -­
caractéri sticas 111orfol ógi cas no lo per1oliten. 

En este trabajos~ observa una alta frecuencia de LLA en pacientes de 
edad pedí átri ca, con una predominancia so ore el sexo masculino. 

Otra de las caracter}sticas sobresalientes es que el ti;10 más frecuen 
te de LLA, es la de células B, 4ue en cuanto a ¡Jrónostico ocupa un cierto lugar, -
precedida por ia de tipo Pre-pr~o. Pre-O, Pre-T, seguid~ por la leucemia de células 
T, mieloblastica e Indiferenciada. · 

Por lo tanto se concluye 4ue la clasificación inmunologica con 
Anticuerpos l·1onoclooales~ permite una caracterización 1z1ás esµecífica d¿l tipo de 
leucemia, esta permite aµlicar mejor teraµéutica, lo que redunda en una mayor --­
sobrevida. 

Es necesario que para fines de diagnóstico se uti lize una mayor ---­
variedad de Anticuerpos Monoclonales, para así también clasificar a las leucemias 
mieloides ..¡ue fueron descartadas de este trabajo por no tener acceso a ellos. 
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APEIWIC::: "A" 

PREPARACION OE REACITIVOS 

al.- SEPARACION DE LINFOCITOS 

l.- PREPARACIDN DEL AMORTIGUADOR DE.FOSFATOS (PBS); pH 7.2 - 7.4 

500 ml. de agua desionizada 

Poner al matraz o recipiente la barra maynética y agitar 

- Agregar 4 g. de NaCl al agua en el reci¡Jiente. 

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

Agregar 0.10 g. de K2HP04 {fosfato de potasio monoaásico) a la solu­
ción en el recipiente 

Agregar 1.08 g. de fosfato de souio dibásico heptahidratado a la --­
solución en el recipiente 

- Mezclar hasta disolver todo completamente 

Quitar la barra magnética de la solución y to;n¡,r el pH, éste debe ser 
entre 7. 2 a 7. 4 

de 2 a a•c 
Guardar la solución en un recipiente bien r6tulado en el refrigerador 

IJ) .- IOENTIFICACION llE LA ESTIRPE UNFOCITARIA PDR MEUID JE LOS ANTICUf.kPOS 
MONOCLOi1ALES 

1.- PREPARACIDN DEL 1\MORTIGUADOR DE FOSFATOS co;~ EL SUERO FETAL JE 
TERNERA AL 5% ( Pffi/SFT al 5%). 

Poner en una probeta graduada de 100 ml., 95 , 1. de solución amortigu.2_ 
dora de fosfatos (PBS} pH 7.2 - 7.4 

Agregar del suero fetal de ternara 5 r.11. 

Agitar por inversión, teniendo bten tapada ld probeta con pa¡;el para­
film, y quit~r la solución, para traspasarla a ri!cipientes de b, 10 y 50 ml., µara 
guardarlas en el Reveo a -202c 

e}. - TiilCiui; UEL AClDU PERYOUICO DE 5CtiIFF ( Pi1S) 

l.- REACTIVO PE SCHIFF. 

Llevar a ebullición 200 rnl. de ayua destilada y retirar del calor 

- Agregar inmediatamente lg. de Fucsina básica, adicionar ,..rimero und -
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pequeña cantidad del colorante, ayitando constante.aente, adicionar el resto del . 
colorante, sin dejar de agitar para evitar el burbUJeO ~iolento. 

a 26 horas. 

La .uezcla es enfriada a b02 C, en un oaño de hielo 

1\ñadir 2 g. de sulfato de sodio monobásico a la solución. 

Enfriar a 2o•c la ;olución. 

Agregar 20 ml. de HCl IN a la solución 

Guardar la soluc1ón en un frasco oscuro a temperatura ar.ibiente por 18 

Agregar 300 mg. de carbón activado (Novit A) 

Agitar la mezcla por l minuto 

Filtrar la mezcla, y guardar en frasco oscuro a 4 2 C 

2.- SOLUCION DE MnABlSULFITU DE SODIO 

Pesar l g. de Metabisulfito de sodio 

Med1 r 200 ml. de agua destilada y ponerlos en un matraz erlenmeyer de 
250 ml. 

mente. 
Adicionar el •netabisulfito de sodio al agua destilada y disolver total 

Esta solución se prepara mo13antos antes de usarla, ya que es para los 
lavados. 

3.- SOLüCION DE ACIDO PC:RYOUICO AL 0.5::: 

Pesar 0.5 g. de ácido peryódico, que son ayregados a 100 ml. de agua 
destilada i disolverlos totalmente. 

d) .- TltlCIGtl OE PEROXIOASA 

l.- SOLUCION FIJAUORA 

- Mezclar 10 ml. de Formol al 40%, con 90 ml. de etanol absoluto. 

2.- MEZCLA DE TlrlClüll 

l 00 '" l • de etanol al 303 

Agregar 0.3 g. de üicloruro de Bencidina 

Agregar 1 ml. de Sulfato Je Zinc heptahioratado al 3.8% 

Agregar 2.~·g. de .Acetato de sodio anhidro, ó 1 9. de Acetado de --­
sodio trihidratado. 



Adicionar 0.9 ml. de H
2
o2 al 3;t 

Adicionar l. 5 ml. de NaOH 1N 

Agregar 0.2 g. de Safranina O. 
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Los reactivos deben añadirse según el órden dado. El dicloruro de ----­
Bencidina, puede contener:algún material insoluble y por la adición de Sulfato de 
Zinc se forma un precipitado, el cual se disuelve con la adición de los ingredien­
tes restantes. 

El pH debe ser de 6.0 :_ 0.05 

Filtrar la solución y se conserva en un frasco oscuro a tem¡ieratura ---­
ambiente por varios musBs. 

e).- TINCION OE SUDAN NEGRO B. 

l.- AMOl\T iGUAOOR DE SUDAN NEGRO B 

Mezclar 16 g. de fenol puro en 30 ml. de alcohol etílico absoluto 

Hacer una solución de..0.3 9. de fosfato de sodio dibásico dodecahidra 
tado en 100 ml. de agua, ó también 0.1189 9. de fosfato de sodio dibásico anhidro7 

Poner 1 a primera mezcla en un matraz aforado a l llO ml. y aforarlo con 
la solución de fosfato de sodio dibásico. 

2.- SULUCIUtl STOCK UE SUDAN NEGRO .B 

A 100 ml. de alcohol etílico absoluto agregar o.:i .g. de Sudan Negro B 

Filtrar la solución en un frasco oscuro y guardarlo a temperatura --­
ambiente por varios meses. 

3.- SOLUCION llE TRABAJO 

Poner en una probeta de &O m1., ~ ml. de amortiguador de Sudan. 

Adicionar 30 ml. de la solución stock de Sudan ileyro B previamente f"il 
trado a l il probeta en donde es tan los 20 ml. de 1 amort i \jUador de Sudan fieyro B 

Ta¡lar la probeta con µapel parafilm y agitar por inversión. 

4.- SOLUCION OE GIEMSA 

- llisolver 10 \J· Je Gie1nsa en pol"o "n 540 ml. de ylicerina en baño maria 
a 60 •e, durante 4b horas, agi tanúo frecuen~emente. 

Agregar 840 101. de alcohol metllico absoluto a la mezcla anterior y 
dejar madurar. 
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f) .- TillCiü14 ut: FüSFATASA AC!tJA 

ui&Jclsico. 

100 ml. 

te. 

:iO ml. 

1.- A:•IORTIGUAilOi! UE FIJACiilN üt: FOR;t1AL li<A - ACETONA pH o.o a o.o 

Poner en un ,;iatraz erlen1aeyer de lOuu 1o1l. <l.2 y. de fosfato de sodio 

/,~regar l .U g. de fosfato de potasio 111onoi>asico. 

Adicionar 300 ml. Je agua destilada y disolver los dos fosfatos. 

A~regar 450 1111. de Acetona. 

Agregar ~50 1111. de formal ina y 1nezcl ar todo total111ente. 

Guardar en refrigeracion. 

~- - SULUCIOll DE NITRITO DE SuuIU AL 4% 

Pesar 4.0 g. de Nitrito de sodio y ¡>onerlos en un matraz aforado de -

Aforar con agua destilada, y guardarlo por 1neses a telllparatura ambien 

3.- SULUCIUN Ot: PARA/ROSAAiHLWA 

Pesar l .ú y. de para-rosaanilina y ponerlo en un matraz erlenu1eyer de 

Adicionar 20 1111. de agua destilada al matraz, y 1o1ezclar para disolvar 
el colorante. 

Adicionar 5 ml. de HCl concentrado 

- Mezclar de l U a 15 minutos hasta .:¡ue la para-rosaani l ina se disuelva 
totalmente, y al111acenar en un frasco oscuro. 

4.- ACiuO ACETICO lN 

glacial. 
- Agregar en un matraz aforado de lUOl.l rnl., o.U 1111. de áci<lo acético --

- Aforarlo con agua destilada, y guardarlo por varios meses a tempetat.!:!_ 
ra a1nbiente. 

5. - AMDRTI GUAUOR DE ACETA TO O. l ;~ ptl 5. u 

Pesar 4.797 g. de Acetato ue soaio trinidratauo y colocárlos en un -­
matraz aforado de 1000 ml. 
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Adiciondr 14.75 ml. de <icido actitico lN 

Afordr con agua destilada y yJarJar a tempt!ratura de refriyt!ración. 

u.- SuLUChll\ "A" 

Poner en un vaso de ,;recipitado 1.2 ml. de la solución de nitrito de 
sodio al 4% 

Adicionar 1.2 ml. de la solución de para-rosaanilina, y mezclarlos --
t>ien. 

7. - SULUCiü1i "B" 

Pesar 30 mg. de Naftol AS-dl, y µonerlos en un vaso de µrecipitados -
de lU ·m1. 

Adicionar 2 ml. de 1~-ii-ili1netilformtlmida 

Medir en una probeta de 50 ml., 35.6 ml. de amortiguador de Acetato -
0.1 ¡¡ ¡;li 5. 

Mezclar ~os 3 componentes en este orden 

8. - M!::ZCLI'. D[ INCUBAC ION "!" 

Hezclar la solución 11 8 11
, con la solución 11 A11

• Esta mezcla es iljustada 
a pH 5.1 con NaOH saturado y filtrar en un vaso de Coplin. 

9.-

de 100 ml. 

VERO E DE METl LO 

Pesar 1 g. de Verde de Metilo en polvo y ponerlo en un matraz aforddO 

Aforar con amortiyuador oe acetato ü.l N, plt 5 

Ajustar el pH a 4.2 ó 4.5 con NaOH 1U ó con tlCl 1ll 



APENOlCt: "il" 

VALOil.ES DE RffERENClA DE LOS ANTICUERPOS Mui'lOCLO;~ALES rn 

LA POULAClON lNFANÚL MEXICANA 

ANTICUERPO VALOR DE REFl::l(ENCii\ DE 
MONOCLONAL POBLAClON MEXICANA ~ (*) 

BMA 010 90 

BMA 02u 17 

BMA 030 69 

BMA 040 45 

BMA 060 0.5 

BMA 070 14 

tlMA O!ll 21 

BMA v90 0.2 

6MA0120 0.4 

l!MA0200 5 

- .¡¡¡ -

(*) Estos valores fueron tomados y efectuados en el laboratorio de 
lnmunolog'ia del Hospital General Centro Médico "La Raza". (Jll 

' 



Aiff 1 CUEKPO 
MONOCL01~AL 

BMA 010 (*) 

SMA 020 

BMll 030 

BMA 040 

BMA OúO 

3MA 09ü 

BMAOllO 

SlúiHFICAOlJ DE LOS ANTICUERPOS MOIWCLONALES 

SlütilFICAUO TIPO DE 
I 1'i·1UNO<il08Ul I NA 

Pan - Leucocitos 
(leucocitos totales) 

la 01( 

Pan-T linfocitos 
(leucocitos T totales) 

linfocitos T ayudadores 

Ti mocitos cort i ca 1 es 

Transferrin receptor 

Linfocitos 3-asociados al 
antígeno 

Ig G1 

Ig 62a 

lg G 1 

lg G2a 

lg Gl 

lg G3 
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(*) Este anticuerpo monoclonal, sirve a su vez para comprobación de la 
técnica utilizada, ya que deben ser positivas practícamene el totol de las célu­
las. 
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