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INTRODUCCION.-

Las leucemias son una causa importante de mortalidad en edad pediitrica
En nuestro medio se encuentran entre las cinco causas de muerte, en nifies de 5 a

14 afips. En los pa¥ses desarrollados son 1a segunda causa de mortalidad, tan ---
sbBlo excedida por 1os accidentes.

Se define l1a leucemia aguda come una enfermedad maligna de los Srganos
hemopoyéticos gue se caracteriza por la proliferacidn anormal de leucocitos —-----
inmaduros que producen infiltracidn generalizada de la mé&dula osea, sustituyendo -

la hemopoyesis normal de la misma, e infiltrando el resto de los Gryanos linfopoye
ticos y, practicamente toda la economia.

Antes del desarrollo de la quimioterapia moderna, las leucemias agudas -
en cualquiera de sus formas, eran enfermedades de evolucidn rapidamente fatai. --
Actuaimente todas son tratables y casi la mitad con posibilidades de curacitn o -~
remisidn prolongada. En el caso de la Leucemia Linfoblastica aguda, 65 a 70% de -~

los nifios permanecerdn en remisidn completa continua cinco afios desplies de estable
cido el diagndstico.

La incidencia real en nuestro pais se dasconoce ya que no contamos con -
cifras estadisticas apropiadas; sin embargo en la seccidn de Hematopediatria del -
Hospital General Centro M&dico "La Raza", las leucemias constituyen aproximadamente
el 40% de todas las neoplasias que se atienden en el mismo. Correspondiendo a un
75% de los casos tipo Linfoblastico Agudo.

Es por &sto que el objetivo del presente trabajo se basard en }1a ==---~
caracter1zac1on inmunoldgica de las Leucemias Linfoblisticas Agudas (LLA), por ---
medio de Anticuerpos Mcnoclonales.

et



HIPOTESIS. -

La clasificacidn inmunoldgica de las Leucemias Linfoides Agudas mediante
Anticuerpos Monoclonales, permite reconocer rapidamente la estirpe afectada median
te los antigenos linfocitarios presentes en la c&lula.



OBJETIVOS.-

1.~ Clasificar morfologicamente las Leucemias Linfoides Agudas.

2.~ Clasificar citoguimicamente a las Leucemias Linfoblasticas, por ---
medio de las diferentes tinciones especiales, encontrandose entre las de mayor --
tmportancia de las siguientes: Peroxidasa, Tincidn del Acido Peryddico de Schiff
(PAS}, Sudan Negro B, y Fosfatasa dcida entre otras.

3.~ Clasificar inmunoldgicamente a las lLeucemias Linfoblasticas.
utilizando para ello. Tos diferentes anticuerpos monoclonalas, como 1o son: BMA 010
BMA 020, BMA 030, BMA 040, BMA OCC, BidA 090, BMA 0120, entre otros, los cuales ---
sirven para reconocer a los liniocitos T y B, tanto maduros como inmaduros, asi -~

como a la célula linfocitaria comin.

4.~ Proporcionar al médico el prdnostico de la enfermedad ya que con --
ello se aplicard el tratamiento adecuado para provocar remisidn parcial o total.



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 ----
poblacidn infantil. Una de las medidas para acortar esa frecuencia es su deteccidn
a tiempo, ya que si son tratadas tempranamente, es posible lograr una remision ---
parcial o total. El1 tratamiento de las leucemias depende de la estirpe afectada,
ya que al ser clasificadas se da el prondstico de la enfermedad, y con esto se ---
aplica el tratamiento.

La clasificaccion de las Teucemias se ha realizado mediante morfologia
célular y técnicas citoquimicas enzimaticas y no enzimdticas. Sin embargo, -----
aungue las técnicas citoquimicas sean de_gran utilidad no siempre permiten hacer -
una clasificacion correcta.

Cuando las células del sistema inmune humano son producidas y liberadas
andmalamente, son las causantes de enfermedades linfoproliferativas como las ----
leucemias. Estas cé&lulas se pueden clasificar en subpoblaciones, pudiendose ----
identificar mediante antigenos de superficie. Utilizando heteroanticuerpos -----
producidos eo conejos frente a linfocitos normales o malignos ( anticuerpos monoclo
nales), es posible clasificar a las leucemias en.cuatro grupos. -

Mediante el uso de estos anticuerpos monoclonales a@s posible dar un ~---
diagnds tico mas certero y rapido, y asi aplicar el tratamiento correcto 10 antes -
posible, ya que la vida del paciente depende de la prontitud con que se de el ----
diagndstico.
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ANTECEDENTES CIENTIFICOS.-

Las Leucemias Agudas se caracterizan por una maduracion inadecuada de -~
las células Yinfocitarias o granulociticas en &tapa primitiva de blastos, pudiendo
ser bloqueada parcial o totalmente dicha maduracion. Las células leucémicas ----
inmaduras se acumulan en la m&dula Ssea, 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 funcidn hemopoyética de la médula 8sea, teniendo --
como consecuencia desarrollo de anemia, trombocitepenia y granulocitopenia (3).

La clasificacién de las leucemias agidas por medio del diagndstico
morfologico las ha separado en dos grandes grupos: Leucemias Linfobldsticas -----
Agudas (LLA), y Leucemias no Linfoblasticas Agudas § Leucemias Mieloblasticas ----
Agudas {LMA), (4). Virschow probablemente fué el primero en clasificar a las ----
leucenias, esta clasificacion permanecic de 1800 a 1900. Para 1930 ya se conocian
las formas morfoldgicas de la Leucemia Agida, descrita por varias clasificaciones.
Para 1948 Farber y colaboradores indicaron la importancia de una clasificacidn ---
clinica, ya que eran los inicios de 1a quimioterapia, con 1o cuial llegaron a indu-
cir remisiones sobre todo en nifios con leucemias de tipo linfoide & indiferenciada
que en aquellos con leucemia de origen granulocitico 6 monocitico. Para 1950; fue
introducida la mercaptopurina como droga efectiva para el tratamiento de esta —---
enfermedad, enfatizando asi la importancia del diagndéstico citologico.

Para 1958 "The Medical Research Council's Working P" en la Gran Bretafa
planteo su primera terap@utica, consistiendo en mercaptopurina y prednisona, gque -
se aplicaron a 100 pacientes dando como resultado una mejor respuesta a esta, en =~
Jovenes con laucemia de tipo linfoide, teniendo mejor prondstico. Desde este tiem
po se distinguia la leucemia linfoblastica y no 1a no linfobliastica 6 mieloblastica

Algunos afios més tarde el grupo cooperativo Francés - Américano - Britani
co (FAB), clasificardn a las leucemias agldas en: Linfoblasticas y Mieloblasticas
Dentro de las iinfoblisticas encontramos tres grupos: L1, L2, y L3, definidas por
1a frecuencia individual de los aspectos morfoldgicos (5). En 1o que respecta a -
las de tipo mieloide, l1a diferenciacidn es: M1, mieloide sin maduracidn; M2, -----
mieloide con maduracisn; ¥3, promielecitica hipergranular; M4, mielomonocitica; M5,
monocitica; M6, eritroleucemia. Definidas de acuerdo con: a) Direccidn de diferen
ciacién a Yo largo de una o varias lineas célulares y b) Grado de maduracion de 13
célula. Aln se encuentra en discusion la clasificacidn de 1a M7, 6 leucemia megaca-
rioblastica, puesto que no ha sido esclarecida totalmente (6).

Para 1980 1a FAB estudio cientos de aspirados de Médula dsea leucémica, --
obteniendo como conclusidn que la presencia de leucemias linfoides es; L1 = 85.1%, -
L2 = 14.0% y Ya L3 = 0.9%, encontrandose que la de peor prondstico es la tipo L3 (7)

Tambi&n propuso que para diferenciar mejor entre la L1 y la L2 se conside-
raran las siguientes caracteristicas: a) Relacidn niicleo - citoplasma, b) Presencia
de nucleolos, ¢) Regularidad en el contorno de la membrana nuclear y d) tamalo de
1a célula. Con esto se incremento la concoordancia de criterios de un 63 a un 83%,
encontrandose ademds que el 74% de los casos de L1 eran nifjos, mientras que el 66% -
de los casos de L2 eran adultos, no observandose diferencias significativas para la

incidencia de los casos de L3, ademds de que todos los casos de L3 tenian caracteris
ticas de cé&lulas B.

Dando un mejor prondstico para 1a LY, que para la L2, y a su -
vez que para la L3 (8).



Alrededor de 1970, Mathé y colaboradores subclasificaron a las leucemias
linfoblasticas en: 1) Prolinfoblastica; los blastos estin mis indiferenciados -
que 1os linfoblastos tipicos (nucleolos mas prominentes, wds cromatina reticular,
mas citoplasma basofilo, menor relacidn nicleo - citoplaswa), 2) Macrolinfoblis-
tica, los linfobldstos miden 12 micras de diamétro 6 mas, 3) Microlinfobléastica
los linfoblastos miden 12 micras de diamétro o menos, 4) Prolinfocitica, las cély
las leucémicas, estan menos indiferenciadas que las linfoblasticas (nicleclo menos
visible, menos cromatina reticular, menor relacién nicleo - citoplasma). Esta --

subclasificacidn presenta ambiguedades en su determinacidn, por lo que actuamnente
no es aplicable.

Las células leucBmicas animales y humanas poseen antigenos de superficie

que no se encuentran en las cé&lulas normales. BDichos antigenos se han aislado y
caracterizado.

Las células leucémicas de 1a LLA, pueden diferenciarse por marcadores -
de c&lulas By T (10), con antisueros heterdlogos o monoclonales contra células T
células B y c&lulas nulas, las c&lulas 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 membrana
y receptores sobre la fraccidn C3 del complemento. Las células Pre -B tienen ---

inmunioglobulinas unidas a la membrana y reaccionan con antisueros contra determi-
nantes temprancs de-las células B.

Las céluias nulas carecen do todos los marcadores anteriores de las ---
cédlulas T y B y no reaccionan con 10s antisueros.

Los anticuerpos para estos antfgenos son preparados mediante inmunizacio
nes de animales de laboratorio. Los antigenos s&ricos asociados con las leucemias
y los antigenos en general pueden ser determinados o detectados por radioinmunocana
lisis, por fluido citométrico, utilizando anticuerpos monoclonales (para identifi
car 1a presencia de antfigenos particulares (9), té&cnicas de inmunofluorescencia -

inmunoperoxidasa, inmunofosfatasa &cida) con anticuerpos preparados en animales
de laboratorio.



CLASIFICACION CITOQUIMICA DE LEUCEMIAS AGUDAS.-

La clasificacifn citoquimica de Leucemias Agudas se basa en la reaccidn
que proporcionan con diferentes compuestos; entre los mdtodos comunmente empleados
para su clasificacién se encuentran: Peroxidasa, Fosfatasa Acida (t&cnicas enzima
ticas), Sudan Negro B, y PAS (té&cnicas no enzimaticas). Las tinciones anterior=
mente mencionadas son las que se utilizan en el Hospital General Centro M&dico --
“La Raza", Laboratorio de Hematologfa Especial, pero tambien existen otras tincio
nes como lo son: Rojo Oleoso, Estearasas, etc.

TABLA T.- CLASIFICACION CITOQUIMICA DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS

TIPOS DE PEROXIDASA PAS SUDAN FOSFATASA
LEUCEMIAS NEGRO B ACIDA
C&lulas B Negativo Positivo y Negativo Negativo

Negativo -

menor al -

5% de los

casos
Células T Negativo Negativo Negativo Positivo
HMieloblas Positivo Negativo Positivo Negativo
ticas - .
indiferen Negativo Regativo Negativo Negativo
ciada ’
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ANTICUERPQOS MOWDCLONALES.-

Definiendo a 1os anticuerpos, podemos decir que son aquellas moléculas
sintetizadas por células inmunocompetentes, como consecuencia de la estimulacidn

antigénica y que poseen una alta especificidad para reaccionar o unirse al antige
no yue les dio origen.

En cuanto a los anticuerpos monoclonales, estos surgieron accidentalmen
te en el laboratorio de Cesar Milistein en Cambridge Inglaterra, mientras realiza
ban estudios sobre la gen&tica de las inmuncglobuiinas, utilizando técnicas de <
fusidn y clonaje célular (18, 19).

TECNICAS DE OBTENCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

La creacidn de técnicas para la produccién de anticuerpos monoclonales
por_parte de Khiler y Milistein, revoluciono el criterio serologico para gl —--=
andlisis de 10s antigenos presentes en la membrana de las células cancerosas.

Con dicha técnica pueden "inmortalizarse"”, por fusidn con una l1inea de
células de mieloma, células que producen un s8lo tipo de anticuerpos (linfocitos
B) y secretan por tanto un anticuerpo homogéneo de alta especificidad. Estas --
células "inmortalizadas"” que producen el anticuerpo buscado pueden ser segregados

en clonas {"clonadas") y asi obtener el anticuerpo deseado en cantidades ilimita-
das.

Oe esta wanera pucden obienerse lineas de céluias nibridas con capacidad
de producir anticuerpos monoclonaies que reaccionan con linfocitos T de Leucemias
humanas.

Para la_obtencidn de &stos, los ratones son inmunizados con cé&lulas de
Leucemias T humanas, durante tres o cuatro dias, desples de la Gltima inyeccidon -
las células esplénicas de los animales se fusionan con la 1inea de c&lulas de ---
mieloma murino que muestran deficiencia de la enzima hipoxantina, guanina, ------
fosforribosil transferasa (HGPRT). Las células de mielomna confieren 1a ¢apacidad
de cresimiento ininterrumpido y las c&lulas esplénicas inmunizadas confieren la ~
capacidad de producir una inmunoglobulina especifica.

Las células no fusionadas se eliminan por cultivo en un gedio que -----
contenga aminopterina, hipoxantina y timidina (HAT). Las células._de mieloma no -
fusionadas carecen de la enzima HGPRT, necesario para la utilizacién de purinas -~
hexdgenas, razdén por la cual no sobreviven en un medio con aminopterina.

Las células esplénicas normales que no se fusionan " no son inmortales"
desaparecen en cultivo ininterrumpido. De este modo sélo sobreviviran los mmmm—
hibridos yue han obtenido la actividad de la enzima HGPRT de las cé&lulas espléni-
cas la capacidad.por parte de las células de mieloma de crecimiento ininterrumpido

Las clonas_obtenidas se pueden conservar indefinidamente en cultivos o -
proliferar.como un tumor de ascitis "in vivo". E1 1iquido ascitico producido por
estos hibridomas contiene .anticuerpos en cantidades extraordinariamente grandes y
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el 1iquido de ascitis a menudo posee titulos superiores a una parte por millon.
En base a estos anticuerpos monoclonales ha sido posible clasificar a -

1as leucemias linfoides agudas. (Tabla II)

TABLA 11.- CLASIFICACION INMUNOLOGICA DE LEUCEMIAS AGUDAS POR
ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Anticuerpo; Valor de] Leucemia| Leucemial Leucemial Leucemia| Leucemial Leucemia
Monoclonal| Referen-| Pre-preB| Pre-B 8 Pre-T T Indife-~
* cia¥% _ venciada
Bi4A 010 [ 100 100 100 100 100 100 100
BMA 020 | 1245 12 T —59 | N —>80 {12 12 12
BMA 030 70110 70 70 70 70 70 70
BMA 040 50+15 50 50 50 50 1\—980 50
BMA 060 nenor a 0.5 0.5 0.5 0.5 130} 0.5
BMA 090 Tenor a i 0.5 Q.5 0.5 ,r —~>»30} 0.5 0.5
BNAO120 | menor a | —7s | 4 ~360 | 0.5 0.5 0.5 0.5

Existe un nimero mayor de Anticuerpos Monoclonales para la caracteriza
cidn de LLA que no fueron Gtilizados debido a que carecia de ellos en

el Laboratorio de Hematologia Especial del Hospital General del Centro
M&dico "La Raza”.
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MATERIAL Y EQUIPO.~
EQUIPO _

Balanza analftica; Mettler

Balanza granataria; Mettler

Bafio Marfa; J. M. Ortiz

Centrifuga; Sol - Bat

Congelador a -20%C; Reyco Rheem

Estufa a 372C; J. M. Ortiz.

Microscopio de contraste de fases; Leitz Wetzlar
Microscopio de fluorescencia; Carl Zeiss
Microscopio de Luz visible; Carl Zeiss
Refrigerador a 49C; General Electric

MATERIAL

Agitadores de vidrio

Algoddn

Bulbos para Pipetas Pasteur

Cajas de Petri

Cimaras himedas

Camaras de Neubauer

Capilares

Cubrehemat imetro

Cubreobjetos

Embudos de vidrio de cuello corto
Espatulas

Gradillas metalicas para 20 y 40 tubos
Jeringas de 5 ml.

Jeringas de 10 ml.

Lancetas

Matraces aforados de 50 ml.

Matraces aforados de 100 ml.

Matraces aforados de 1000 ml.
Matraces aforados de 2000 ml.

Matraz Erlenmeyer de 125 ml.

Hatraz Erlenmeyer de 250 ml.

Papel filtro

Papel pH

Pipetas automiticas de 5 microlitros
Pipetas automdticas de 70 mic¢rolitros
Pipetas automdticas de 25 microlitros
Pipetas automdticas de 50 microlitros
Pipetas automiticas de 100 microlitros
Pipetas automdticas de 500 microlitros
Pipetas graduadas de 1 ml.

Pipetas graduadas de 5 ml.

Pipetas graduadas de 10 ml.

Pipetas para globulos blancos

Pipetas para globulos rojos

Pipetas para hemoglobina

Pipetas Pasteur



Portaobjetos

Probetas graduadas de 50 nl,

Probetas graduadas de 100 a1,

Probetas graduadas de 250 wl.

Probetas graduadas de 500 ml.

Tubos de ensayo de 13 x 100.mm. de vidrio
Tubos de ensayo de 12 x 75 mm. de plastico
Tubos de ensayo de 8 x 25 mm. de vidrio
Vasos de Coplin

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 precipitada 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 concentracidn, como lo son el Ficoll-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:
Tomar una muestra de 5 ml. de sangre periférica con 3 o 4 gotas de

1.~
heparina, & bien desfibrinada.

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

3.~ Estratificar 4 ml. de sangre diluida sobre 3 ml. de Ficoll-Hypague
en un tubc de ensaye de 13 x 100 m'm.

4.- Centrifugar a 1560 - 200 rpm. durante 17 minutos.

5.~ Separar la fracci6n de linfocitos..(separados como una capa de cé&lu-
tas en la interfase), con la ayuda d& una Pipeta Pasteur y con movimientos circula
res rapidos, para evitar tomar el resto del plasma, que se encuentra sobre esta -~
interfase.

6.- Transferir esta capa de c@lulas.a un tubo de ensaye de 13 x 100 mn.
y lavar las cé&lulas con.amortiguador de fosfatos PBS, pH.7.2 - 7.4, por centrifuga
cion a.1500 - 2000 rpm. durante tres minutos en tres ocasiones.

7.~ Descartar.el sobrenadante y resuspender en un winimo de voldmen, --
ajustando a"una concentracidn de 1 a 3 millones de c&lulas por milimétro .ciibico.
-INTERPRETACION:

S observa un botdn blanquesino en el fondo del tubo, de acuerdo a ta --
cant\dad de células que se hayan obtenido de la muestra, esto es antes de resuspen
derla.

{*) Lla preparacidn de reactivos se describe en el Apéndice A.
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IVENTIFICACION DE ESTIRPE LINFOCITARIA POR MEDIO DE LOS
ANTICUERPOS MONOCLONALES

FUNDAMENTO:

Los anticuerpos monoclonales posibilitan la observacidn de las estructu-
ras célulares en células vivas con reconocimiento simultdneo de la funcidn en el
sistema inmunitario, 1o que hasta la fecha no era posible aplicando otras medidas
Con los anticuerpos monoclionales pueden identificarse las poblaciones c&lulares -
Tinfoides y mieloides humanas en los tejidos linfdticos y en caso de infiltracibn
en las regiones orgdnicas patolégicas. En consecuencia, se brinda a la anatomopa
tologia y a la histologia una valoracién simplificada de los cortes histoldgicos

que para 1a valoracidén no dependerd ya unicamente de la morfologia 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 receptorcen el
linfocito. A continuaciBn se afade el conjugado anti-Ig de ratdn que se fija al
BMA wya unido. Los linfocitos margcados de.este wmodo se valoran al microscopio de -
fluorescencia y se expresa el resultado en porcentaje de la cifra de Yinfocitos.

PROCEDIMIENTO:

1.~ Diluir al Anticuerpo Monoclonal* con 245 microlitros de amortigua-
dorde fosfatos de PBS com sucrc fetal de Ternera al 5%.

2.~ Colocar 50 wmicrolitros de cada uno de los anticuerpgos monoclonales
a utilizar en tubos de ensaye de 8 por 25 mmn. y agregar 50 microlitros de la ----
suspensidn de linfocitos ajustada a la cantidad de células deseadas.

3.~ Incubar 30 minutos a 4%=C.

4.~ Hacer tres lavados de tres minutos cada unc, 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.~ Desplies de la Gltima centrifugacidn, tirar el sobrenadante y rezus-
pender en un mfnimo de voldmen y adicionar 50 microlitros de fluorocromo.

7.~ Incubar 30 minutos a 42C.

8.~ 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.~ VULespiies de la Gltima centrifugacidn, tirar el sobrenadante y ------

resuspender en un minimo de volimen, 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 preparacién.

11.- Leer a inmersidn en el microscopio de fluorescencia, contar 200 -
células, y al mismo tiempo contar el porcentaje de cé&lulas fluorescentes 0 =-~-—---
positivas.

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

INTERPRETACION:

Observar las c@lulas primero a 1a luz visible, y desples sobre esas mis
mas_contar las cé&lulas fluorescentes, reportando el porcentaje.
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TINCION DEL ACIUO PERYQDICO DE SCHIFF

(PAS)

FUNDAMENTO:

E1 acido peryddico oxida los glicoles y los compuestos relacionados en
aldehidos para reaccionar con el Schiff, liberando fucsina y tifiendose los ~=---
compuestos c&lulares que contienen oxidables. En las células de la sangre y de }
Ta médula dsea, el glucigeno parece ser el compuesto principalmente responsable,
ya que la tincion puede ser blogueada por la digestidn con Amilasa.

PROCEDIMIENTO:

1.- Secar Tos frotis de sangre periférica o m&dula Osea al aire libre
y fijar con vapores de formol alcohdlico durante cinco minutos.

2.- Lavar con agua corriente por 15 minutos.

3.- Poner los frotis en dcido peryddico al 0.5% por 10 minutos.

4.- Lavaf con agua destilada y secar.

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

6.- Poner las muestras en HMetabisulfito de sodio al 0.5%, por tres --
minutos tres veces. .

7.- Lavar con agua destilada tres minutos tres veces,
8.~ Contratefiir con Hematoxilina de Harris, durante 10 minutos.
9.- Lavar con agua destilada y secar.

10.~ Observar al microscopio cdon el objetivo de inmersidn.

INFERPRETACION:

fos blastos positivos al igual que los neutrofilos se observan con granu
Tos color bugambilia intensos.
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TINCION DE PEROXIDASA

FUNDAMENTO:

La peroxidasa, enzima leucocitaria transfiere al hidrégeno de la bencidi
na al perdxido de hidrogeno, dando un derivado de color azul intenso pudiendose --
detectar el lugar donde hay actividad enzimatica.

PROCEDIMIENTO:

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

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

3.~ Sumergir las laminillas en la solucidn de tincidn por 30 segundos
y lavar con abundante agua.

4.~ Contratefiir un minuto con safranina, lavar con abundante agua, y --
obsarvar al microscopjo de luz visible, con el objetivo de inmersidn.

INTERPRETACION:

Los granulos se observan de color negro en los blastos que son positivos
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TINCION DE SUDAN HEGRO B

FUNDAMENTO:

E1 sudan negro B tife gran variedad de 1ipidos incluyendo las grasas --
neutras, los fosfolipidos y Tos esteroles. Tambien colorea algunos componentes -
célulares que no son 1ipidos, como se demuestra por la imposibilidad de eliminar
completamente el colorante en los disolventes de los 1fpidos como la acetona. En
Tos leucocitos la sudanofilia corre paralela con la reaccidn de la peréxidasa. --
Los Tinfocitos y los linfoblastos no se tiiien con el Sudan Negro B, mientras que
los precursores de los eritrocitos y los monocitos inmaduros muestran cardcteris-
ticos patrones de tincion.

PROCEDIMIENTO:

1.~ Secar. los frotis de médula G6sea al aire libre, fijar con vapores de
formol durante 10 minutos.

2.- los frotis fijados se secan totalmente.

3.- Sumergir los frotis en Ta solucidn de Sudan Regro B, en un vaso de
Coplin durante 45 minutos.

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

5.~ Contrateniir con Giemsa por 10 minutos.

6.~ Lavar con ayua destilada, secar totalmente, y cbservar al microsco
pio con el objetivo de inmersidn.

INTERPRETACION:

Los granulos en los mieloblastos se observan de color azul intenso -~---
cuando son positivos.



-21 -

TINCION OE FOSFATASA ACIDA

FUNDAMENTO:

La fosfatasa acida, es una enzima que se encuentra presente en los linfo
citos, células plasmaticas monocitos y plaguetas. En esta tincidn, el citoplasma
de las c@lulas se tifie de color rojo cuando se encuentra la presencia de la enzima
(fosfatasa dcida).

PROCEDIMIENTO:

1.- Fijar los frotis de m&dula Gsea o sangre periférica con una solucidn
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 incubacidn, durante 60 minutos, en
un vaso de Coplin, en la estufa a 37°C.

. 4.- Lavar los frotis con dos cambios de agua destilada y secar totalmen
" te,

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

X 6.- Lavar al chorro de agua, y secar totalmente al aire, observar al -
inicroscopio con el objetivo de inmersidn.

LHTERPRETACION:

Los linfocitos poseen la enzima cuando presentan una coloracidn rojiza
en la periferia de las células ademds esta coloracidn se va solamente hacia uno -
de los extremos de la c&lula, 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 pedidtrica ¢
con diagndstico de LLA. A éstos se les determind en primer t&rmino la Biometria
Hemdtica inicial ( ver tabla IX). Posteriormente para la clasificacibn de la --
leucemia fue necesaric realizar un aspirado medular y asi obtener su caracteriza
cidn morfoldgica y citoquimica (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 obtenia sangre periférica,

para la c?racterizacién inmunologica con Anticuerpos Monoclonales (ver tabla V,
VII, y IX).

Cabe hacer mencion que la caracterizacidn inmunologica y citoquimica -
fue realizada antes de aplicar el tratamiento.

A continuacidn se describen las tablas y gréficas correspondientes a -
los resultados. '



TABLA IIX.- FRECUENCIA DE LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS POR EDADES (Af0S)

—2A3R-

EDAD No. DE PACIENTES %
] ] ]
1 o] [»}
2 2 8
3 3 12
4 a 16
5 3 12
6 2 8
7 2 8
8 2 8
9 [¢] [}

10 1 4
11 1 4
12 o [+
13 4 16
14 [+] [¢]
15 1 P

TABLA IV.- FRECUENCIA DE LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS POR SEXO*

SEXO No. DE PACIENTES <
Femenino 7 28
Masculino 18 72

TABLA V.- FRECUENCIA DE LEUCEMTAS AGUDAS POR SU CARACTERIZACION CON LAS TECHICAS

CITOQUIMICAS

TIPO DE LEUCEMIA

No.

DE PACIENTES %
Leucemia de c€lulas B 16 64
Leucemia de células T o [+]
Leucemia Mielobléistice 1 4
Leucemia Indiferenciada 7 28

TABLA VI.—
MONOCLONALES

FRECUENCIA DE LEUCEMIAS AGUDAS POR SU CARACTERIZACION CON ANTICUERPOS

TIPO DE LEUCEMIA

No. DE PACIENTES %
Leucemin de cé&lulas Pre-preB 6 24
Leucemia de células Pre-B 10 40
Leucemia de c&lulas B o} 0
Leucenia de células Pre-T 1 4
Leucemia de cBlulas T ] (o]
Leucenia llielobllsticea 1
Leuv;cmia Indiferenciada 7 28
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EDAD Y.5,. PORCIENTO DE PACIENTES

4 AMOE (1o}
2 AaMOs (12D

2 AMOS (8D

15 AMOS (4¥%)

6 ANOS (3¥2

o . LA .
? ANOS (8¥ 13 ANOS (16X

8 ANOS (8D

1@ GMOE (4w L1 ANOS {430
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Gragarca 3.~
TIPOE DE LEUCEMIA

B mMe »E racimwres B rorciEmro

REH

CEILULAS B

CEILMILaOas T

MIELOBILAS T X Ca

ENDY FIEREMCE 6 D

= E d2 == = =R S L=~ e

POR TECHICAS CITOQDUIMICAS
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Tiem AZ3ULTATTT NC o TULHUS CBrOILONT T £o nnee
b T
P £ < ) % % <

CAS0 | 512010 | prac20 | prando | sracss | smoso EZ0090 | moancyng
1 | 100 19 78 56 0.5 0.5 1.5
2 ] 100 17 63 60 0.0 | 20.0 1.0
3 {100 1 35 50 0.0 1.0 0.5
s | 100 80 60 53 1.0 1.0 $6.0
5 | 100 17 60 | .ag 0.0 3.0 15.0
6 | 100 58 as 45 0.0 0.0 az.0
7§ 100 19 65 54 0.0 2.0 3c.5
8 | 100 24 3o 44 0.0 0.5 53.0
g | 100 12 63 60 0.0 0.5 a.5
0 {0 | 27 70 50 0.5 1.0 22.0
21 | 100 33 60 - a3 0.0 1.0 54.0
22 | 100 23 4 51 Tous z.o 12,2
23 | 100 28 63 40 Q.3 1.0 22.0
11 | 100 2 93 "5 1.0 0.5 76.0
15 | 100 17 65 52 1.5 0,0 0.0
16 100 o] 5} 54 1.0 | o.s 0.0
27 | 100 23 71 42 1.0 0.5 19.0
13 | 100 13 63 a2 1.0 0.5 1s.¢
29 | 100 14| &1 | 4 0.5 0.5 0.5
20 | 300 8 7s | a6 1.0 c.0 0.0
2t | 100 .12 75 56 0.5 0.0 35.¢
22 10¢ ‘1 50 44 1.0 0.0 22.0
23 | 100 17 | 72 37 1.0 0.0 0.5
24 | 100 10 65 61 |. o.0 c.0 43.0
25 | 100 10 76 37 0.0 0.0 1.0
120 175 OZ% X o) S0s18 Yeonor Yeonor Peney
a ) nJ (LIS
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90
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79
68
3@
49
38
28
18
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TABLA RESULTADOS DE LAS TECN1CAS CITOQUIMICAS EM CADA UNO DE LoS PACIENTES
CASO FAS SUoAn PEI'{O?\“I'_‘AS.A POSPATASA ,4 . o <
UNSR0' B ACIDA TAS | Strhan PRISCKICatafs
H=GR0
b N Foa A&bil{ Horativo Kegativo Negativo 85 [+ [+ o
2 Fos Regutivo |Negative Hegativo {13 [} [} o
3 teantivo Fegativo [Nesative Nepative o [+ [+ ]
q Fo3 4o Vegative [Hogative Hegativo 54 o] o o
-] Pcs » Negsntive [Nesativo Negativo 54 0 [+] [+]
& Negntivae Hogatlve [Herativo Hegativo o o} o Q
T For w4+ Regative (Regative Rogasivo T9 o o (]
8 Pos + Wege tivo [Kegativo ‘llr;g{tivo 25 [+ (4] o
g Regative Foo ++ Pos 4 Regativo o] To 83 0
pEa) Pom Homtive Meogntiva Nagntive 22 .’_‘ ] o
11 Pos débil| nogative n'ef,.ativu Nogativo 10 Q 0 o
12 Fos ++ Nesttivo {Negative Nogative 18 ) ¢ <o
13 P 44w Necativo {Nezative Regativo 80 o [+] o
14 Foo +++4 vafr:i;o Regativo legativo 3 o] [} (o)
15 Hegativo r;egativo lemgative Negativo 4] o o] o
18 | Negetivo | Legntive {Wegativo Regative | a 0 ° o
17 1 Por ass Negativo {Hepgativo Hegative 66 < [+] o
18 Prs débid| Nesbivo Neentivo Negative 42 [s] Q ]
1g Hesativo | Kegntive |Negativo Hepgative 1] "] o ]
20 Uegntive !(ez\«ti..va Regativo Hegativo o] o [} o
21 | Tos @SbLY Negative Regntive Hegativo | 28 o [ Q.
22 Pos + NegativolNagntive Necutivo‘ 35 ) o o
23 Hegetivo | Negrtive liegativo Negativo o o’ o] o -
24 Pos + KRegative|tegative Negative 21 4] V] [+]
1 25 Ferativo Regntivolliczative Yogntive (o] ] o 9




TAOLA 1 ,-TADTA GENE-AY, DE R* SUTDADOS .-

:;;;ci'.'ms igg"; sxo ;« 2 f:cg.x AL S T TEUNUTT TS T-RISTOS| CORCTIISTCRRS DE| CCRSTUSIOWER TE -
DASA | BTG2G B INTCTATES A+ SONOCLENATES| CTTCQUIPMTAS
o1 13 F 354 | o2 o5 0% 304,050 Pre-groB Cfiul o ©F
2 4 4 13% | 0% o o7 1,700 Pre-T Cfluing B
3 5 " o5 | ci [} c# 27,400 Indi fezoncinda Indifercacicdr
© 4 3 = sa | ox cs 0% 26,500 83 Tre-8 Cfiul e B
5. 4 b 4 of o7 o7 42,600 23 Fre-pro® Cful-~o R
6 5 " og | on o7 o 32,450 10 Pre-n Célul~a A .
7 S| % [7e%] o0 | c% oz 2,00 | 17 Fre-3 Briggifegencind
8 8 kot 25% | of L 0% 4,700 a8 Pre-d Cflulng N
9 -. 4 ? cL {854 T0% o7 2,400 2 {clobAstica islovifneiea
10 3 ™ 234 ) 04 - (<} o% - 3,350 66 Fre-n Céluls B
11 3 o108 | of 0% o% © 5,000 35 Pre-n céinlc B
12 | 15| ¥ |13% ] o% st of 1,400 18 Tre-3 Cflal s 3
13 4 P 304 | ox o5 ot 2,200 [} Tre-n cflul~n B
1a 3 n 73% | og oz o5 2,950 24 Fre-R cflul o T
15 13 " 0% { 0% - 0% o% - 757,0C0 ge Indifercncirda Indifercnetndn
1is 1 ¥ o% | of o33 o% 404,000 9 Indi forencicdn Iniifcreacinrdn
17 3 £ o | 0% os o% 105,490 96 Pro-n céixd e D
13 T k4 4235 | od os o5 600 7 Sre-nren célulng M
19 " oz | of of o7 13,209 74 Ingifcrentinda | Indiferencindn
20 2 " on | ot o7 o 1,990 20 Tndifer-noinda | Indiferencindn
21 |z | 23z oz cs of . 5,757 37 Pre-prer ctra1-a @
22 2 ¥ 35¢ | 0% os oL 13,420 87 T ] .1. <&wlo 8
23 12 " &1 o% [+7<8 [+3A 33,500 32 Tact forrueindn Tadiforsacitda
24 b 235 | cf cg 05 1,350 10 Frc-prcB Célulra R
25 13 7 o5 | o% 74 o 15,700 X Indiferonctndn Indiferenciedn
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LEUCEMIA PRE-B

la. Cond. Existencia de Blastos. 4a. Cond. Monoclonal B129
2a. Cond. PAS positive o negativo ausentade.,
en un 3% de los casos, los 5a. Cond., Monoclonales 818,
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LEUCEWI® TIFPC B
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LEUCERI® PRE 1

1a. Cond. Existencia de Blastes, d4a, Cond. Honoclonales 018,
2a., Cond. Fosfatasa ficida Positiva @26, 0948, 068, 0120

todas las dewas negativas Horwales, Honoclonal 030
da. Cond. fonoclonal 858 furenta_ Horwal o Diswinuids.

do PACIENTE No. 2
Hota, %e le dio prieridad a 1a tecnica de anticuervpes Hono_

clonales por ser mas especifica.

“~ CITORBIMICAaS “ MOMOCLONALES
2% ' 48 .
X =0
ig
PAS
£ %> e %\i&;;:
a Fosmrast:iiﬁt,%g%

e



ia.
2a.

3a,

Crgres /O -

LEUCEMIA

Cond., Existencia de Blastes.
Cond, Fosfatasa fcida Pesitiva
BAC D

B negativos.
Cond. Honoclonal B48 o @60

annentados, uno o awhos

M J N
roxidasa y Sudan Hegro

CITORUIMICAS

MO SE PRESENTO

TIeg 1

L1}

42, Cond. Monoclonales 818,
328, B32. 898 y @128

[ R S, - 1 om o ma
RENLEO A8l Fango.

MOMOCLONALES

HIMGUHN CALO

|



eoa A—

LEUCEKIA MIELOBLASTICA
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LEUCEMIA INDIFEREMCIADA

fa, Cond. Existencia de Blastos. 3a. Cond. Henoclonales 810,

da, Cond. Citoguinicas negativa 420, 4@, oD, @%@, o120
noernales, Honoclonal 838

“ 5
norwal o disminuido,

CITORUIMICA MONCCLONALES
Pacientes No.

IGUHALES A CERG DPEMTRO DE RANGO

[ TIC I w RN B R Sl O]
— ga—

BT B o foes b



-39 -

ANALISTS OE RESULTAUUS.-

Como se wenciona en la descripcidn de resultados Jas leucemias -----
mieloides fueron descartadas, para una clasificacioén inmunologica, ya que se ~«--=
carecia del panel de anticuerpos monoclonales para dicha caracterizacidn.

En primer lugar se describe en la tabla 111 de pacientes y sus edades
observandose que entre 3 y 5 afios, existe una alta incidencia de LLA, para declinar’

en las siguientes, y elevarse a los 13 afios (Grifica 1), con una predominancia en
el sexo masculino {(tablas IV, IX, Grafica 2).

- En las tablas ¥, VIIl y IX se describe la caracterizacidn de leucemias
agudas por técnicas citoguinicas, observandose una alta incidencia de_la LLA de --

cé;u?as B, seguida dé la leucemia indiferenciada (graficas 3, 6, 7, 8, 9, 10, 11 y

12).

- Posteriormente a ia clasificacidn citoquimica se& llova a cabe la -~~~
clasificacion inmunologica, en donde se demuestra que la mayoria d2 las LLA sou -~
del tipo Pre-8 . tablas VI, VII, y IX. Grédficas 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, y 12).

Por Gltimo en la tabla IX se describen Tos resultados de edad, sexo,
citoguimica, Biometria hematica, y_las conclusiones de cada.uno de los 25 pacien-
tes estudiados {Gr@ficas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, y 12).
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CONCLUSIONES .~

- La leucamia aglida es un padecimiento heteroldgico, que si no se ---~
d1agnost1ca a tiempo, puede 1levar a la muerte., Es por esto necesario la 1mp1emen
tacidn de métodos yue permitan clasificar y diagnosticar leuceimias, esta alternat1
va la facilitan los Anticuerpos Monoclonales ya yue las té&cnicas citoguimicas y -
caractéristicas worfoldgicas no 1o permiten.

- En este trabajo s¢ observa una alta frecuencia de LLA zn pacientes de
edad pediatrica, con una predominancia sobre el sexo masculino.

- Otra de las caracteristicas sobresalientes es que el tipo m3s frecuen
te de LLA, es la de células B, que en cuanto a pronostico ocupa un cierto lugar,
precadida por ia de tipo Pre-preB. Pre-B, Pre-T, sesguida por la leucemia de células
T, mieloblastica e Indiferenciada.

-~ Por lo tanto se concluye gue la clasificacibn inmunologica con ----
Anticuerpos Monoclonales, permite una caracterizacién was especifica del tipo de
leucemia, esta permite apliicar mejor terapéutica, lo que redunda en una mayor ---
sobrevida.

Es necesario que para fines de d1agnost1co se utilize una mayor ----
variedad de Anticuerpos Honoclonales, para asi también clasificar a las leucemias
mieloides gque fueron descartadas de este trabajo por no tener acceso a ellos.
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APENLEICE "A"
PREPARACION DE REACITIVOS

al.- SEPARACION DE LINFGCITOS

1.~ PREPARACION DEL AMORTIGUADOR DE FOSFATOS {PBS); pH 7.2 - 7.4
- 500 m). de agua desionizada

-~ Poner al matraz o recipiente la barra maygnética y agitar

~ Agregar 4 g, de NaCl al agua en el recipiente,

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

~ Agregar 0.10 g. de K?_HPO4 (fosfato de potasio monobdsico) a Ta solu-
cion en el recipiente

~ Agregar 1.08 g. de fosfato de sodio dibdsico heptahidratado a la ---
solucidn en el recipiente

~ Mezclar hasta disolver todo completamente

- Quitar Ja barra magn&tica de la solucidn y tomar el pH, €ste debe ser
entre 7.2 a 7.4

~ Guardar Ta solucidn en un recipiente bien rétulade en el refrigerador
de 2 a 8%C

b}.- IDENTIFICACION OE LA ESTIRPE LINFOCITARIA POR MEVLIO OE LOS ANTICUEKPOS
HONOCLONALES

1.- PREPARACION DEL AHORTIGUADOR DE FOSFATO0S CON EL SUERO FETAL OF
TERNERA AL 5% (PES/SFT al 5%).

-~ Poner en una probeta graduada de 100 m1., 95 ,1. de solucidn amurtigua
dora de fosfatos (PBS) pH 7.2 - 7.4

- Agregar del suero fetal de ternera 5 ml.

- Agitar por iaversién, teniendo bien tapada la probeta con papel para-
filn, y quitar la solucidn, para traspasarla a recipientes de 4, 10 y 50 ml., para
guardarlas en el Revco a -20%C

c).- TIiCIOW UEL ACIDU PERYOUDICU DE SCHIFF {PAS)
1.~ REACTIVG DE SCHIFF,

- Llevar a ebullicidn 200 ml. de ayua destilada y retirar del calor

- Agregar innediatamente 1g. de Fucsina bidsica, adicionar primerc una -
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pequeria cantidad del colorante, ayitando constantementa, adicionar el resto del.
colorante, sin dejar de agitar para avitar el burbujeo violento.

La mezcla es enfriada a 602C, en un oafio de hielo
ARadir 2 g. de sulfato de sodio monobdsico a la solucidn.
- Enfriar a 20%C la solucidn.

- Agregar 20 ml. de HC1 iN a la solucidn

Guardar la solucidn en un frasco oscurc a temperatura ambiente por 18
a 26 horas.

Agregar 300 my. de carbdn activado (Novit A)

Agitar la mezcla por 1 minuto

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

2.- SOLUCION DE METABISULFITO DE SQDIO

Pesar 1 g. de Metabisulfito de sodio

- Medir 200 ml. de agua destilada y ponerlos en un matraz erlenmeyer de
250 ml.,

- Adicionar el ietabisulfito de sodio al agua destilada y disolver total
mente., -

- Esta solucidn se prepara wmonantos antes de usarla, ya que es para los
lavados.

3.- SOLJCION DE ACIDU PERYOLICO AL 0.5%

- Pesar 0.5 g. de dcido peryldico, gue son agregados a 100 ml. de agua
destilada y disolverlos totalmente.

d).- TINCIGN DE PEROXIDASA
T.- SOLUCION FIJADORA

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

2.~ HMEZCLA DE TINHCION

- 100 ml. de etanol al 30%

Agregar 0.3 g. de Dicloruro de Bencidina
~ Agregar 1 ml. de Sulfato de Zinc heptahiuratado al 3.8%

Agregar 2.1'g. de Acetato de sodio anhidro, & 1 y., de Acetado de ---
sodio trih\dratado.
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- Adicionar 0.9 wl. de HZOZ al 3%

- Adicionar 1.5 m)}. de NaOH I

Agregar 0.2 g. de Safranina Q.

Los reactivos deben afadirse segin el drden dado. €&V dicloruro de -----
Bencidina, puede contener:algdn material insoluble y por la adicidn de Sulfato de

Zinc se forma un precipitado, el cual se disuelve con la adicidn de los ingredien-
tes restantes.

El1 pH debe ser de 6.0 + 0.05

Filtrar la solucidn y se conserva en un frasco oscuro a temperatura ----
ambiente por varios meses.

e).- TINCION DE SUDAN NEGRO B.

.- AMORTIGUADBOR DE SUDAN NEGRO 8

- Mezclar 16 g. de fenol puro en 30 ml. de alcohol etilico absoluto
- Hacer una solucidén de 0.3 g. de fosfato de sodio dibisico dodecahidra
tado en 100 ml. de agua, & también 0.1189 g. de fosfato de sodio dibdsico anhidro.

Poner la primera m2zcla en un matraz aforado a 130 ml., y aforarlo con
1a solucion de fosfato de sodio dibasico.

2.~ SULUCION STOCK DE SUDAN NEGRO B

-~ A 100 ml. de alcohol etilico absoluto agregar 0.3 g. de Sudan fegro B

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

3.~ SOLUCION DE TRABAJO

Poner en una probeta de 50 ml., 20 ml. de amortiguador de Sudan.
- Adicionar 30 ml. d2 la solucidn stock de Sudan ieyro 8 previamente fil
trado a la probeta en donde estan los 20 ml. del amortiguador de Sudan keyro 8

Tapar la probeta con papel parafilm y agitar por {inversidn.
4.- SOLUCION DE GIEMSA

visolver 10 g. de Giemsa en polvo en 540 m). de ylicerina en bafio maria
a 60 2C, durante 4v horas, agitando frecuentemente.

Agregar 840 wl. de alcohol mé&tilico absoluto a la mezcla anterior y
dejar madurar.
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f).- TIACION OE FOSFATASA ACIUA

1.- AMORTIGUADOR DE FIJACIQN DE FORM‘ALINA - ACETONA pH 6.0 a 6.8

~ Poner en un watraz erlemaeyer de 100U ml. U.2 y. de fosfato de sodio

diodsico.

-~ Agregar 1.0 g. de fosfato de potasio monobdsico.

-~ Adicionar 300 ml. Jde agua destilada y disolver los dos fosfatos.

-~ Aygregar 450 ml. de Acetona.

- Agregar 250 ml, de formalina y wezclar todo totaiamente,

~ Guardar en refrigeracidn.

2.~ SULUCION DE NITRITO DE Suulu AL 4%

-~ Pesar 4.0 g. de Nitrito de sodio y ponerlos en un matraz aforado de -
160 ml.

- Aforar con agua destilada, y guardarle por meses a temperatura ambien
te.

3.- SULUCIUN DE PARA/ROSAANILINA

1 -~ Pesar 1.V y. de para-rosaanilina y ponerlo en un matraz erlemieyer de

50 ml.

- Adicionar 20 ml. de agua destilada al matraz, y wezclar para disolver
el colorante.

- Adicionar 5 ml. de HC) concentrado
~ Mezclar de 1V a 15 minutes hasta que la para-rosaanilina se disuelva
totaluente, y alwmacenar en un frasco oscuro,

4.~ ACIU0 ACETICO 1N

tacial - Agregar en un matraz aforado de 100u ml., 6.0 ml. de dcido ac@tico --
glacial.

~ Aforarlo con agua destilada, y guardarlo por varios meses a tempeFatg
ra ambiente.

5.-  AMORTIGUADOR DE ACETATU 0.1 W pH 5.u

- Pesar 4.797 g. de Acetato de sodio trinidratado y colocarlos en un ~-
matraz aforado de 1000 wl.
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~ Adicionar 14.75 ml. de dcido acético 1N

- Aforar con agua destilada y guardar a temperatura de refrigeracion.
B.- SOLUCION “a“

- Poner an un vaso de precipitado 1.2 wml. de la solucidn de nitrito de
sodio al 4%

- Adicionar 1.2 ml. de 1a solucidn de para-rosaanilina, y mezclarlos --
bien.

7.~ SOLUCION "B“

- Pesar 30 mg. de Naftol AS-81, y ponerlos en un vaso de precipitados -
de 10 'ml.

- Adicionar 2 ml. de p-ii~Dimetilformamida

] 5- iledir en una probeta de 50 ml., 35.6 ml. de amortiguador de Acetato -
0.1 i pHd 5.

- Mezclar los 3 componentes en este orden
S.- MEZCLA DE INCUBACION "I

- ilezclar la solucidon "B", con la solucidn "A". Esta mezcla es ajustada
a pH 5.1 con NaOH saturado y filtrar en un vaso de Coplin. :

9.- VERDE DE METILO

- Pesar 1 g. de Verde de Metilo en polvo y ponerlo en un matraz aforado
de 1060 ml.

- Aforar con amortiyguador de acetato V.1 N, plt 3

-  Ajustar gl pH a 4.2 6 4.5 con NaOH 1N & con HCY i
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APENDICE “B

VALORES DE REFERENCIA DE LOS ANTICUERPOS MONOCLOWALES EN
LA POBLACION INFANTIL MEXICANA

ANTICUERPO ‘ VALOR DE REFERENCIA DE
1AGNOCL ONAL POBLACION MEXICANA % (*)

BMA 010 90

BMA 020 17

BMA U30 63

BMA 040 45

BMA 060 0.5

BMA 070G 14

BUA 081 21

8HA 090 v.2

BMAQY 20 0.4

BMAD200 5

(*)

Estos valores fueron tawados y efectuadas en el laboratorio de ----
Inmunologfa del Hospital General Centro édico “La Raza“. {31)
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APEWUICE “"C

SIGWIFICADU DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES

ANTICUERPO SIUKIFICADO TIPO DE
MONUCLONAL INMUNOGLOBUL INA
BHA 010 (*) Pan - Leucocitos Iy Gy
(leucocitos totales)
8MA 020 Ia OR . Ig G]
BMA 030 Pan-T linfocitos Ig GZa
(Teucocitos T totales)
BMA 040 . Linfocitos T ayudadores Ig G]
BMA 0OGU Timocitos corticales Iy GZE
BMA 090 Transferrin receptor ig G]
BMAUT20 Linfocitos B-asociados al Ig G,

antigeno

(*) Este anticuerpo monoclonal, sirve a su vez para comprobacion de la
técnica utilizada, ya que deben ser positivas practicamene el Lotul de las cé&lu-
las.
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