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INTRODUCCION

La Leucemia Aguda (LA) es una enfermedsd maligna de los
drganos hematopoyéticos, se caracteriza por la acumulacidn
de células inmaduras {hblastos) on la médula dsea y frecuen
temente en sangre periferica; pudiendn infiltrar wualguier
6rgano o tejido del organismo. Como resultado de este
sobrecrecimients clonal de cé&lulas leucémicas, el paciente
presenta un funcionpamiento znormal de la médula dsea,
desencadenando anemia, neutropenia y trombocitopenia en a}l

gunos casos {1).

La Leucemia Aguda (LA} es 1a forma mas comin de cincer en
nifics, presentando un aumento considerable en los udltimos

afios.

En México, de acuerdo al Registro Nacional del Cancer. de
la Secretaria de Salud de 1983, se repnrta gue las leuce-
mias y los linfomas constituyen el S1% de las neoplasias

mis frecuentes en nifies (2).

Por tanto este trabajo esta encaminado a la identificacién
del tipo de Leucemia Aguda (LA} en pacientes que ingresen

al Servicio de Hematopediatria del Hospital General Centro
Médico “LA RAZA", con diagndsticc de Probable lLeucemia Agu
da {LA), utiiizando para ello técnicas morfoldgicas, cito-

quimicas e inmunoldgicas.



GENERALIDADES

2.1. Caracteristicas de la Laucemia Aguda

En los 41timos afios la frecuencia de LA se ha incrementadn,
este aumento ha sido mayor abservado comparado con otras

enfermedades, correspondiendo aproximadamente el 75% de los
casos a la Leucemia Linfoblistica Azuda (LLA) v el 25% a 1la

Leucenia no Linfoblastica aguda {LNLA)} (3).

La LA se presenta mas a menudo en las edades tempranas de

la vida, wmostrando un pico maximo entre los 2 v 6 afios de

nasculino gue al

femenino.

En cuanto a grupos étnicos y raciales se refiere, la enfer

madad es mi3s comdn en la raza blanca gque en la nezra {4).

il

- Etiniogisa

Se desconocen las causas que dan lugar a una LA. sin embar
go se han encontrado 3lgunos factores predisponentes: face
tores ambjentales, genéticos, infecciosos v estado de inmg

nodeficiencia.

Entre 1os factores ambientales destacan la radiacidn ioni-

Zante vy €1 nenceno.



Entre los factores genéticos, se han encontrado relacién en
tre diversas anormalidades cromosdmicas y 1a LA. En nifos
Con Sindrome de Down 21 riesjo de leucemias es 15 veces ma-
yor. Fsta frecuencia se ohserwva también en pacientes con

Anemia de Fanconi. Sindrome de Rloom ¥ en hermanos de pa--

cientes con leucemia.

Los virus juegan un papel importante, ya que en el suero de
algunos leucénmicos se han encontrado particulas viricas ca

racterizadas como RNA {oncornavirus).

No obstante esta lista de factores etioldzicos, se sabe po

co del mecanismo patozénico auténtico (5,6).

2.3. Manijfestaciones Clinicas

La LA se caracteriza per una proliferacidn neopldsica a ni
vel de médula Hsea, estas cdlulas anormales pasan a la san
gre periférica; infiltran y se muitiplican en el bazo, gan
glios linfaticos, higado y otros tejidos, produciendo et

engrandecimiento de éstos Oorganos.

2.4, sintomatologia

Apatia, falta de apetito, palidez, fatiga, dolor de las ex
tremidades inferiores vy huesos., epistaxis, peteguias, san-
grado de encias, hemorragias, cefalea, infecciones graves
de las vias respiratorias, hipertermia y sudoraciones (7,

8).



2.5. Clasificacidn de las Leucemias Agudas (LA)

Inicialmente las Leucemias Agudas (LA) se clasificaron de
acuerdo a criterios puramente marfoldgicos, utilizando 1la
tincién de Romanowsky y nombrindolas segln el tipo celular
normal al que se asemeja la célula leucémica; lo gue permi
tid establecer 2 garupos de LA: Las Leucemias Linfoblasti
cas Agudas (LLA) y las Leucemias no Linfoblésticas A7judas
(LNLA) también llamadas Leoucemias Mieloblisticas Agudas
(LMa) (véase tabla 1.

Hoy en dia se pueden clasificar a las LA desde un punto de
vista morfoldgico, citoguimico, bioquimico e inmunoldgico

(7.9).

2.5.1. Clasificacidén Morfolédgica {FaB)

En 1975 el comite Franco-Americano-Britanico {FAR) subdivi
dio a la LA de acuerdo a la frecuencia de aspectcs citold-
gicos y al grado de hetorogenicidad entre la poblacidn de
céiulas leucémicas, los aspectos considerados son: medida

teo, nucléoclo, ba

celular, cromatina nuclear., forma del nd
sofilia del citoplasma. En ia evaluacién inicial se em-
plearon muestras de sangre periférica y de médula bsea que
se manejaron con la Tincidn de Romanowsky. Asi gue 11a

FAB clasificd 2 la LLA en3grupesi{ly. 1o ¥ y 12 LNLA

en 6 grupos (M; a Mg} integrado en 1985 a la My {véase

tablas 2 y 3).



Tabta 1!

CARACTERTISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS LEUCEMTAS AGUDAS
(POR ROMANOWSKY)

CARACTERISTICAS
MORFOLOGICAS LLA LMA  (LNLA)
Proporcidn
Nicieo/Citoplasma Alto Bajo
Nicieo
Patrén cromatico Fino Reticular
Nucléolo o -2 2 -5
Citoplasma
Color Azul obscuro Azul gris

Grénulos

Cuerpos de Auer

Ausentes

Ausentas

Presentes

Presentes

Poplack. D. "Acute Lymphoblastie Leukemia©.

Principles and Practice of.

Usa, 1989 F}e

Pediatric Oneology

322-335



Tabla 2

CLASIFICACTON DE LAS LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS

FAR )
CARACTERISTICAS L‘ 1, L3
Tamaiio de célula Peguerno Grande Grande
Heterogjéneo Homojéneo

Cromatina Homogénea ileterogénea Homogénea
finamenta
Punteada

Contorno Regular Irregular Regular

Nugléolo No visible Uno o mas Praminente

Citoplasma

Rasofilia
Citoplasmatica

Vacuola
Citoplasmadtica

Escaso

Ligera

Yariables

Variable

Variable

Variables

Abundante

Muy intensa

Prominentes

villegas, A. *“Morphology and Citochemistry of Leukaemia™

Boad, 26 ( 5 C ): 9a3

- 981, 1981



Tabla 3
CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LAS

LEUCEMIAS NO LINFOBLASTICAS AGUDAS (LNLA) SEGUN FAB
My © Leucemias Mielobldsticas Indiferenciada

Las células bldsticas apenas estdn diferenciadas, carecen

de granulacidn y generalmente de bastones de Auer.

My 0 Leucemias Mieloblésticas con Diferenciacion

Las células presentan maver grado de diferenciacién y exis
tencia de granuiaciones. La célula mis comin es el promie
locito. Se observan mielocitos, metamielocitos, bandas y
segmentados. En médula 6sea mas del 50% de tas células
son mieloblastos y pronielocitos. Los blastos contienen

bastones de Auer., generalmente uno por célula.
M3 o Leucemia Promielocitica

La mayoria de las céliutas, mas del 80% son promielocitos,
con gruesas granulaciones azur6filas y numerosos cuerpos de

Auver formando haces.
M4 © Leucemias Mielomonobldstica

Se encuentran ambas lineas celulares, tanto mieloide como
monocitoide, pero se reguiers la presencia de mis de un
20% de mieloblastos y promielocitos para clasificarla como
M4 . La médula ésea puecde contener un alto porcentaje de
precursores granulociticos, en cuyo caso se asemeja a la
M>. Cuando el porcentaje de monoblastos es alto se puede

confundir con la




. Mg o Leucemia Monobléstica

Las células medulares son monoblastos con escasos nimero
de mieloblastos mis promielocitos, nunca excediento del
20%

Puzde presentarse cone:

- pokremente diferenciada con qgrandes monoblastos de
cromatina delicada y nucléolos vesiculares ptominentes.
el citoplasma es abundante, a menudo tienen seuddpodos,
rara ve:z con granulos azurdfilos.

- diferenciada, hay monoblastos, promonocitos y monoci-
tos, la proporcidn de estos (ltimos ¢s mas alta en
sangre periférica gue en mbédula dsea, en ocasiones

pueden prasentar cuerpos d4s Auoy.
- Mg © Eritroleuvcenia

Componente eritrobistico superior al 50% de todas las cé
lulas medulares nucleadas. Hay un exceso de mieleoblastos

més promielocitos superior al 40%.
. My 0 Leucemia Megacariobléstica

Es la variedad mis recientemente incluida por el grupo

FAB. En la médula dsa2a debe existir més de un 30% de

Villegas, A. “Morphology and Citochenistry of Acute Leuxae

mia”. Blood, 26 (5 C):; 963-381, 1981,



2.5.2. Clasificacién citoguimica

La clasificacidn propuesta por la FAB en muchas ocasiones
es insatisfactoria, pues se reguiere de una mayor preci-
s16n diagndstica; por esta causa se ha establecido la cla-
gsificacidn citoguimica comn auxiliar en la identificacidn
de 1os diversos tipss celulares. Las técnicas estén bhasa-
das en la demostracidn de ciertas enzimas y constituyentes
guimicos de¢ las células, 1o que raracteriza tendencia y
grado de diferenciacién celular. Dentro de las tinciones
se puede mencionar ja tincidn de Mieloperoxidasa, PAS, Su-
dan Negro, Fosfatasa Acida vy Esterasa Inespecifica (1,13,

14,15) (véase tahla 9).

2.5.3. Clasificacidn bioquimica

£n relacidn 2 1a clasificacidn biogquimica., se ha empleado
la desoxinucleotidil transferasa terminal {7Tdt), ‘jue es
una enzima gue permite diferenciar la LLA de 13 LNLA., ya
que asta enzima 2510 os5ta presente en 108 linfoblastos Y
no en los linfeocitos normales, tampoco Se enpcuéntra en l1a
serie mieloide. La determinacidn de esta enzima es impor-
tante para diagnosticar recaidas a nivel testicular o del

Sistema Nervioso Centval {SNC) (2). (véase tabla 5).



Tabla 4

CITOQUIMICAS DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS (LA}

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA (LLA)

SUBTIPO Px PAS FOSFATASA ACIDA
DE LLA

{ % )
" - 70 - 100 0 - 20
L2 - 0 - 20 70 -100
Tndiferenciada - 0 - 10 0 - 10

LEUCEMIA NO LINFOBLASTICA AGUDA {LNLA)

SUBTIPO

DE LNLA PX  SUDAN NEGRO  FOSFATASA ACIDA PAS ESTERASA
My AL /4 he -7+ s

M2 S +/e. - /9 +

M3 PU P + - Py
Ma . N - . P
M5 -/ -/ - -/ e+
Hb - - - - + 4+ + 44
M7 - - - PR -
-: Negative + : Débilmente positivo ++ : Positivo

+++ : Fuertemente Positivo

-Merteismann., H.®. et al “"Morpholegical Classification, Respon-
se to Therapy and Survival in 263 Patiensts With Acute Nonlym=-
phoblastic Leukemia "Blood. Vol 56, No. 5 {(November),1980,.
-Villegas, A. “Morphology and Cyrochemistry of Acute Leukaemia”
flood » 26 {5 C): 963-881, 1981.

10



2.5.4. Clasificaciin inmunoldgica

La clasificacién inmunoldgica es @1 avance mas importante
desde el punto de vista de diagndstico, de la iltima década.
La aplicacién de los Anticuerpos Monoclenales (Ac Mo) al
estudio de las leucemias ha permitido establecer subgrupos
inmunoidgicos, que se traducen en estadios de maduracidn y
diferenciacidn celular, con implicaciones pronbdsticas y te

rapéuticas.

La LLA puede ser clasificada seglin los marcadores superfi-
ciales de las células en: LA T, LLA R, LLA no T no B.

Las LLA no 7 no B se subdividen en 2 grupos de acuerdo a

1a reaccidn del heterpantisuero de Greaves (suero que de-

tecta la presencia de un antigeno linfobdldstico comin cro-
pio de 1a leucenia llamado CALLAY en: LLA no T no B comin

y LLA no T no B nula o indiferenciada. (16.,17,18,1%,20)

En nuestro pals existen poc¢os estudios sobre la frecuencia
inmunoldgica en la LLA. En 1987 el grupo de Puebla repor-
td 1os siguientes resultados: LLA CALLA 56%, LLA nula 10%

LLEA T 4.2%, LLA B 8.3% (2).

El estudio de los marcadores inmunoldgicos y su correla-
cidén con la FAB ha sido reportada; existe una mayor corre
lacién entre Ly y el antigeno CALLA y 1a L3 y la expresifn
para marcadores B. No obstante lo antes mencionaco cabe
seflalar que no existe una exacta correlacidn entre la cla
sificacidn citomorfoldgica v 1a inmunoldgica.(véase tabla

B 1
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2.6 Anticuerpos Monoclonales {(Ac Mo)

Los Anticuerpos Monocianales {(Ac Mol surgieron accidental~
mente en 21 Laboratorio de César Milstein, en Cambridge,

Inglaterra, mientras se realizaban estudios sobre la gené-
tica de las Inmunojlobulinas utilizando técnicas de fusién

y ¢lopaje celular ( 21 ).

La fusidén da células de mieloma y linfocitos esplénicos
sensibilizados previamente con el Antigeno {(Ag) permite
obtenar una tinea ceiular, que luege de clonada es capaz
de vivir indefinidamente como lines de cultivo y secretar
Anticuerpes [Ac) hormojéneos y especificos contra el Ag; a

estos Ac se les llama Ac Mo (22).

2.6.1. Obsencidn de Anticuerpos Monoclonales

1.- Mantenimients dv una jinee celular de mieloma en cul-
tivo.

2.- Inmunizacidn ge ratones con el Ag apropiado.

3.- HRealizacidn de la esplensctonia.

4.- Las células esplénicas del ratdn sensibilizado se

i

fusionan con las céluias 2o1 mieloma, utilizando un -
agente solubilizador Ze menmbranz coms ¢! Polierilen-
glico} (PES). Las céluvlas nivridas resultantes deten
heredar del evspenocito sensitilizado 12 capacidad de

producir Ac, v 4o las cdlulas miz2lomatosas la capaei-

dad de vivir indefinidarmente en cultivo.



5. Debido a que las células de mieloma tienen upa vida i1l
mitada on los cultivos, se hace necesario separar las
células hibridas de sus progenitores. DPara esto se cu
tiva todo el conjunto en un medio seloctivo HAT (Hipo-
xantina Aminopterina Timidinal}. Las células del mielo
ma no fusionadas carecen de la enzima HOPRT (Hipoxanti

na Guanina Fos

ra

oritosil Transferasa) necesaria para la

utilizacibén de purinas exdgenas, razdn por la cuzl no

sobraviven en un

io con aminopterina. Las células
esplénicas normales gue no se fusionharon no son inmor-
tales y desapara2cen en cultivos ininterrumpidos.  De
este mode solo sohreviven hibridomas estables en culti

vo. {véase 4, 21, 227. {({fig.l1).
2.6.2. Mérodos utilizados para la deteccidn de antigenos

Los anticuerpes (A¢) pueden ser unidos a una enzima, el
conjunto asi formado al entrar en contacto con el substra-

ta de la envima harce posible detectar al antigens (Ag) de-

Se han utilizado varias enzimas tales como: fosfatasa al-
calina, fosfatasa acida, glucosa oxidasa, pero la mejor

aceptada ha sido la peroxidasa, por tener un tamafio

"

molecular pegs

relativarmente bajo

en muchas muestras tisulares (23).

b

1
1
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METODOS PARA LA APLICACION DE AC MO CON TNMUNOPEROXIDASA

Método Directo (Px)

En este método directo., la enzima Peroxidasa (Px) se une
covalentemente al Ac para formar el llamada conjugado.
Despufs jue el conjugado se ha agregado se adiciona el sus
trato de la cnxima y el crombgens para generar un producto

final coloreado.

Este es un procesdimiento de una etapa y por lo tanto es e}

método de inmunoperoxidasa mis rapido. (véase fiz. 2}

uétodo Indirecto {Px)

Este método reguiere de 2 Acs vy es el llamado método del

*sanduvich”.

la. etapa Se adiciona el Ac primario producido en una
segqunda especie, dirigide contra el A3 en
cuestidn.

2a. etapa Adicibn del Ac se2cundario el cual se produce

en una 2a. especie, dirigido contra Ya 2a.

especies v conjugado ¢on la enzima (23).

(véase fig. 2 ).



FIGURA 2

METODOS PARA LA APLICACION DE AC MO CON INMUNOPEROXIDASA .

METODO DIRECTO .
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DISESO EXPERIMENTAL



Objetivos

- Clasificar morfoldgicamente las células inmady
ras encontradas en un frotis de sangre periféri

ca, segln los criterios de 1a FAB.

. Identificar el tipo de Lzucemia Aguda (LA) por

medio de tinciones citogquimicas de médula Ssea.

. Determinar dentro de los casos de LA el tipo

y estado de diferenciacién celular gue se ve

afectado con mavor frecuen

. Clasificar las diferentes etapas 4e maduracibn

de 1a poblacibn celular afectada dentro de las

Leucemias Linfozl

Ayudas (LLAY, utilizan

do Aanticuerpos Monsclonales.

19



Hipotesis

Las células sahguineas al igual que las demis células
del organismo, poseen marcadores tante inmunoldgicos

come citoguimicos con 1os cuales se Yace posible su

{dentificacidn.

Las reacciones citaguimicas permiten reconocer algu-
nas veces ia linea celular afectada por medio de 1la

presencia o ausencia de clertas enzimas {peroxidasa.
fousfatasa acida y esterasal o substancia almacenada

{3lucdgeno v 1ipidos]).

Con el uso de Anticuerpos Monoclonares dirigidos
contra antigenos de superficie celular, se puede
reconocer con @xactitud la pehlacidn o suhpoblacidn
y el grado de maduracidn en gue se encuentran las

células alteradas.



3.3.

Material vy

. Material

Equipo

bioldgico

Sangre periférica anticoagulada {aprox. 2ml)

Médula &

. Material
caja de

Camara d

Capilare

sea (laminillas preparadas con médula Osea

de vidrio
Prtri "PYREX"
e Neubauer "AMERICAN OPTICAL™

s sin heparina “PROPPER"

Cubrehematimetros “NBSY

Cubre objetos de 22 X 22 mm “MADESA"

Embudos
Matraces
Matraces
Pipetas
Pipetas
Pipetas
Pipetas
Pipetas
Porta ob
Probetas
Tubos de
vasos de

\'asos de

de vidrio tallo corto “PYREX"®

volumétricos de: 50, 100 y 1000 mi "PYREX"
Frienmever de: 125 y 250 ml “PYREX"
graduadas de: 1, 2, 5 y 10 ml “"IVA"
Pasteur

de Sahli "PROPPER TRODHY®"

de Thoma para g!déhules blancos “PROPPER TROPHY™
de Thoma para gldéhulos rojos "PROPPER TROPHY"
jetos 26 x 76 mm "MADESA®

de: 50, 100 y 5G0 mi “PYREX"

ensaye 13 x 100 y 12 x 75 mm "PYREX"

Coplin

precipitado de: 100, 250, y 500 ml "PYREX"

21




Material diverso

Aceite de inmersidén “SIGMA ZEISS"

Algodén v grasas

Aplicadores de madera

Barras majnéticas

Espitulas

Gradillas

Jeringas de plastico de 5 y 10 ml "JERIPLAS"
Mechero Fisher

Papel filtro No. 3

Papel parafilm "AMERICAN COMPANY"

Pipetas automiticas de: 10, 25, 100 y 500 Ml
Rejilla de alambre

Tripie

Contador {piano)} "CLAY ADAMS*"

Eguipo

Halanza analitica "METTLER"

Balanza granataria “METTLER"

Centrifuga “SOL BAT™

Congelador a ~20 'C "REVCO RHEEM*
Refrigerador a 4 'C "GENERAL ELECTRIC"
Estufa a 37 'C *J. M. ORTIZ"
Microscopio de luz visible "CARL ZEISS™
Espetrofotdmetrn "COLEMAN®

Agitador mecinico de pipetas "J 15"

Potencidmetro “RECKMAN®
22



Reactivos

sé1idos

Ferricianuro de potasio

Cianuro de potasio

Ricarbonato de sodio

Oxalato de amonio

Benzidina diclorhidrato

Sulfato de zinc heptahidratado
Fennl {cristailes)

Fosfato de sodio dibisico dodecahidratado
Fosfato de sodio dibidsico anhidro
Acido peryddico

Metabisulfito de scdio

Carbdn activado

Nitrito de¢ sodio

Acetato de sodio trihidratado
Naftol AS BT

acido tartarice

Cloruro de sodio

Fosfato de potasic monobisico

Tris- Hidroximetil-aminometano

Liquidos

Acido acético glacial
Formaldenido

Etanol absoluto
Perdxido de hidrdgeno

Acido clorhidrico 23



Acetona
N,N-dimetiliformamida
Isopaque

Ficoll

Colorantes

Violeta de genciana
Safranina “O"

Sudan negro B

Fuchsina basica

Clorhidraro de p-rosanilina
Verde de metilo

Leishman

Giemsa

Soluciones

versanato de sodio al 10%

L.igquidn de Drabiuin

Liguido de Hayem

Liguido de Turk

Oxalato de amonioc al 1%

Peréxido de hidrdgeno al 3%

Hidréxido de sodio 1.0 N

Acido ciorhidrice 1.0 N -
Acido acético 1.0 &

Amortiguador de acetatos 0.1 N
Verde de metilo 21 1%
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Consideraciones previas a la toma de muestra

Se seleccionaron 64 pacientes gue ingresaron al ser-
vicio de Hematopediatria del Hospital Ceneral Centro
Médico "LA RAZA", con diagndstico de Prohable Leucemia,
1os pacientes reguerian estar sin tratamiento para

ser inciuidos en este trabajo.

Pesarrollo del Trabajo
A los 64 pacientes se les realizaron las siguientes
determinaciones:

Citometria

- Concentracién de tlemoglobina

- tHematderite

- Cuenta de leucocitos

- Cuantificacién Je plaguetas

- Recuento diferencial de leucocitos

Tincidn de Leishman-GOiemsa en Médula Osea (M.0.)

para clasificacidn meorfoldgica.

Tinciones Citoguimicas

ia clasificacidn da las LLA utilizando Anticuerpos

Monoclonales (Ac Mo), no se realizé porgue demos-
tro no ser confiable, ya que los resultados obteni
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dos siguiende la Técnica de Inmunoperoxidasa no fue
ron los suficientemente claros para hacer la inter-
pretacibén y cuantificacidn de 13 células positivas
al anticuerpo debido a la presencia de tinciones
inespecificas y difusas, por la tanto el objetivo
se enfocd a estandarizar dicha Técnica ralizando di
versas pruebas con ¢l fin de detectar la causa o
causas que provocan esas resultados.

(Véase en metodologia "Estandarizacién de la Técnica

de Tnmunoperoxidasa*).
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DIAGRAMA 1

bx. de Prohabla LA

W
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Tincidn de Leishman -Glemsa en M.O.
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Tinciones Citoguimicas en M.0.
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3.6 Metodologia

TECNICAS UTILIZADAS PARA LA DETERMINACION

DE LA BIOMETRIA HEMATICA
HEMOGLOBINA

Fundamento: Técnica de la cianometahemoglobina.

Se emplea una solucidn de ferricianuro y cianuro potd
sico. El ferricianuro convierte el hierro ferroso

de la hemoglobina en férrico para formar metahemoglo-
bina. fue se combina con el cianuro potasico para for

mar cianometahemoglobina estable.

Procedimientar

1. Cologar 5 ml de reactivo de Drabkin en un tubo de

ensaye.

2. Agregar 0.02 ml de sangre mexclada con anticoagu-
lante.

3. Mezclar y dejar reposar 10 minutes.

4. leer a 540 nm ajustando a 100 % T con solucibn de
Prabkin.

5. Extrapolar en curwva de calibracidn.

Valores de referencia: Hombres 15.5 - 20 g/4)

Mujeres 13.5 - 17 g/dl
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HEMATOCRITO

Fundamento: Técnica del micromérodo.

E1 hematocrito se basa en la separacidén de 10s glo-
bulos rojos y el plasma cuando se centrifuga la san
gre, el pagquete de eritrocitos en por ciento es el

resultado que se¢ informa-

Procedimiento:

1. Llenar las dos teceras partes de un tubo capilar
con sangre mezclada von anticoagulante.

2. Sellar a la flama o con plastilina por el extre
mo mis distante a 13 sangre con 21 objeto de
no hemolizarla.

3. Colocarlo ¢n una microcentrifuja y centrifuga
de 10,000 a 12,000 r.p.m. durante 5 minutos.

4. Leer en mm la lonzitud total y la del paquete
eritrocitario.

5. Calcular el porcentaje del paguate eritrocitario

con relacidn al volumen total.

v3lores de referencta: Hombres 4

]

(X3

~b

V-J
.
n
& F

CUENTA DE GLOPULOS BLANCOS
Fundapmento:

£l liquido de Turck fque contiene acético glacial



lisa los eritrocitos, permitiendo la cuenta de

los leucocitos.

Procedimiento:

1.

Llenar con sangre anticoagulada la pipeta de
Thoma para globulos blancos hasta la marca
de 0.5

Limpiar la sangre adherida en el exterior de
la pipeta con una gasa.

Completar hasta la marca 1.1. con liquido de
Turck.

Homogenizar durants 3 minutos en el agitador
de pipetas.

Colocar el cubrehematimetro sobre 1la camara
de Neubauer.

Descartar las primeras 4 6 5 gotas de la pipe
ta y llenar la camara por uno de sus bordes.
Dejar gque @1 liquido penetre lentamente en la
superficie de la camara.

Dejar reposar de 3 a 5 minutos.

Observar al microscopio con el objetivo 10 X.
Contar los leucHocitos en 1o Cuatra cuadrantes

de los extremos.

Valores de referencia: 5,000 - 10,000 cel/mm3
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CUANTIFICACION DE PLAQUETAS

Fundamento:

Se lisan los eritrocitos con una solucidn de

oxalato de amonio al 1.0% v se hace cuenta di

recta de plaguetas con microscopio de contraste

de fases en una cimara de Neuhauer.

Procedimiento:

Mezciar perfectamento la sangre antijcoagulada.
Lienar <con la muestra la pipeta de Thoma para

glébulos rojos hasta la marca de 0.5,

Limpiar Ia sangre adherida al exterior de la
pipeta con ura 3Jasa.

Completar hasta 1a rmarca 101 con diluyente
de plaguetas (oxalato de anmonio al 1.0%).
Homogenizar por 3 minutos en el agitador de
de pipetas.

Colocar el cubrehematimetro sobre la camara
da Neubauer.

Dascartar las primeras 5 & 6 gotas de la pji
nata. Llenar 13 cémara por uno de los bor

des.

Dejar reposar durante de una
cdmara humeda.
Observar al microscopio con el objetivo de

40 % . 31



10. Contar las plaguetas en 10 cuadros peguefios

{como para recuento de eritrocitos).
Valores de reoferencia: 150,000 - 450,000 plag./mm3
TINCION DE LEISHMAN-GIEMSA

Fundamento:

Esta formado por la combinacidn de un colorante
dcido vy un bpisico que permite su uso eon una tin-
cién simple para producir una variedad de reaccip
nes de color predecihles.

T.os colorantes adcidos se unen con los componentes
basicos de 1as células {citoplasmaj. Inversamen-
te los colorantes Dasicos son atraidos por los
compuestos dcidos de la célula y se conmbinan con
ellos (dcidos nucleicos vy nucleoproteinas del

nicleo).
Procedimiento:

1. Tedllir durante 6 min aproximadamente con Leish

(X}

Enjuagar 2 veces con agua destilada.

3. Tedir con Giems2a 2 min aproximadamente.

4. Enjuagar con agua destilada.

Los tiempos dependen de la maduracidn del

colorante.
32



TINCION DE PEROXIDASA

Fundamento:

Las peroxidasas gue contienen hierro son localizadas en los
granulos primarios (azuréfilos) 2e los miembros de 1a serie
mieloide. Su presencia puede sar demostrada por medio de
substancias cromojénicas y Hy04. El sistema peroxidasa/-
perdxido oxida ripidamente las substancias indicadoras de
peroxidasas incoloras {$) a productos colorados de acuerdo

a la siguiente reaccion:
sy, =~ Ha0, - LZIZTIEAZZ__ s - 2u,0
2 2

Procedimiento:

1. Fijar la extencidn de médula dsea con mezcia de etano/
formol durante 60 segundos.

2. Lavar con agua cerriente de 15 a 30 sejundos, quitar
2l exceso de ajua.

3. Colocar en me2cla la tincién durante 30 segundos a
temperatura amkbiente.

4.- Lavar con agua corriente por 5 a 10 segundoes, retirar
el exceso de ajua.

S. Tenlir con safranina durante 890 segundos.

6. Lavar con agua y dejar secar.
Interpretacidn:

Las células peroxidasa positiva contienen granuios café

verdosos y amarilio - azdl - verdoso. el niclec y tos

eritrocitos se tifien de rojo con 1la safranina.
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TINCION DE SUDAN NEGRO B

Fundamento:

E!l Sudan Negro B tifle una variedad de lipidos., incluyendo
grasas neutras, fosfolipidos y esteroles. La presencia de
los lipidos se demuestra por la capacidad del colorante de
abandonar su solvente y concentrarse preferencialmente en

el lipido intrecelular.

Procedmiento:

1. Fijar la extension de médula dGsea con vapores de for-

mol durante !5 minutos.

2. Sumergir en solucidn de trabajo por 45 minutos.

3. Lavar en etanol absoluto (aproximadamente con 2 mi).
4. Lavar conr ajua corriente y dejar secar.

5. Contratefiir con Giomsa de 3 a 6 minutos.

Interpretacién:

Grinulos citoplasmicasnearos ¢ coloracidn negra difusa del

citoplasma indican reaccidn positiva.
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TINCION DE PAS

Fundamento:

El glucogéno de tas células hemfiticas es el polisacérido
mds importante jue reacciona positivamente con el reactivo
de Schiff. La fase inicial de la tincidn de PAS es 1la
oxidacidén de polisaciridns. ! 3cido perybddico escinde
105 3rupos hidroxilos préximos v forma 2ialdenhidos; poste-
riormente los aldehidos r=accionan con la leucofucsina

ivo 3e

{reac 7 vy fnarman compuestas gquinonoidicos colo

reados. El glucdgeno es 1a Gnica substancia PAS positiva

que es diastasa (amilasa) sensible.

Procedimiento:

1.- Fijar con vapores de formol durante 5 minutos.

2., Lavar con ajua corriente durante 15 minutos.

3. Dejar secar.

ER Sumergir en &cido peryddico al 0.5% durante 10 minu-
tos.

5. Lavar con agua desrilada 3 0 4 veces. Dejar secar.

6. Sumergir en reactivo de Schiff Zurante 20 minutos al

abrigo de 1a 1luz.
7. Lavar con solucitn de matabisulfito de sodio al 0.5%

Tres veces de lres ninutos cada una.

8. Lavar con agua destilada 3 veces de tres minutos ca
da una.
9. Contratefiir con Hematoxilina por 10 minutos.
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10. Lavar con agua.

Interpretacidn:

El material gue contiene

carbohidratos de tifie de rojo.

36



TINCION DE FOSFATASA ACIDA

Fundamento:

La fosfatasa acida esta presente en las células mieloides
linfocitos, células plasmaticas, monocitos y plaguetas.
Las fosfatasas poseen 1a caracteristica de liberar fosfato
de muchos fosfomoncésteres alcohdlicos o fenblicos a un pH
por arriba o abajo de la neutralidad. Su demostracién

depende de la informacidn de un precipitado coloreado en

ios sitios de hidrdlisis del substrato.

Procedimiento :

1. Se deben preparar 2 frotiz de cada paciente (sanare o
médula éseal. Marcar un frotis de cada paciente y con
trol normal con I y el frotis con II.

2. Fijar loes frotis con amortiguador de formalina/acetona
a4 - 10 'C durante 30 segundos.

3. Lavar con agua destilada

4. Colocar los frotis marcados en la mezcla de incubacidn
correspondiente.  Incubar a 3% 'C durante 60 minutcs.

3. Lavar dos vecas con agua destilada.

6. Contratedir con solucidn de verde de metilo al 1% en

durante 2 minutos.

amortiguador de acetatos 0.1 %

7. Lavar rapidamente COn agua corriente y dejar secar.

Interpretacidn :
Tincidn 3ifusa del citoplasma o granulos de color rojo in-

dican reaccidn positiva.



TINCION DE ESTERASA NO ESPECIFICA

Fundamentao:

Las esterasas son un grupo de enzimas lisosonmales gue hi-

drolizan dsteres alifiticos v aromiticos. La esterasa no

especifica se puede demostrar usando alfa-naftil-acetato .

como sustrato Yy pararosanilina como agente copulante azo

para formar un colorante diazo café-rojizo.

Procedimientn:

1. Fijar con vapores de formol de 4 a 5 minutos. Lavar
con agua corriente y después con agua destilada. Se-
car al aire.

2. Los frotis de nmé2ula Ssca serdn desengrasados con éter
por inmersién durante 60 segundos.

3. Mezclar 2 gotas {(0.! ml) de solucidn de uitrito de so-
dioc a1l 4% v 2 gntas de solucidn de pararosanilina at
4%, dejar reposar por 1o menos 60 sejundos. Diluir la

mezcla con % ml de solucidn amortviguadora de fosfatos

4. Disolver completamente 10 my de alfa-naftil-acetato en

0.3 m1 de avetona. DRiiuaiz en 20 m} de snlucidn amorti

saparicidn de) enturbiamiento inicial.

o

Mezclar las soluciones () v (4}, filtrar la mezcla
(solucidn Je incuracidn},
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6. 1Incubar los frotis durante 60 minutos a temperatura
ambiente .

7. Lavar con agua corriente.

B. Contratefiir con hematoxilina de Mayer por B8 a 10 minu-

tos. Lavar con ajua corriente.

Interpretacidn :

El citoplasma de las célnlas gue poseen una actividad este
rdsica se colorea de café o café-rajizo.

La reaccién es particularmente indicativa de monocitos,
donde el citoplasma se colorea de una manera homogenea e
intensa. Lmos linfocitos T muestran algunos grinulos aisla

dos del mismo color.
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SEPARACION DE LINFOCITOS

Fundamentos:

El procedimiento se basa en la separacidon de las células al
ser centrifugadas en un gradiente de densidad proporcionado
por 1a mezcla de Ficoll-Hypague. Este método da un rendi-
miento de 70 a 90 % de células mononucleares con alto gra-

do de pureza.

Procedimiento :

1. Realizar una toma de 5 a 10 ml sangre periférica vy agre
gar dos gntas de heparina.

2. Diluir al doble con amortiguador PBS pH 7.4,

3. Estratificar 4m1 de sangre diluida sobre 2 ml de solu-
cidn de Ficoli-hypaque en un tubo de ensayo de 13 x 100
mm.

4. Centrifugar a 2000 rpm durante 20 minutos.

5. Separar la traccidn de células mononucleares (capa de
céiulas entre el plasma y la solucién de Ficoll-Hypa-
que) con la ayuda de una pipeta Pasteur.

6. Transferir l1a copa de células a un tubo de ensayo de
13 x 100 mm y centrifugar a 2000 rpm durante 10 minu-
tos.

7. favar l1a células con amortiguador PBS centrifugar a
2000 rpm durante 10 minutos por tres ocasiones.

8. Decantar el sobrenadante y resuspender en un minimo de

volumen de PBS, ajustando la concentracidn de células
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de uno a tres millones por mm3

Marcar circulos pequefios (aproximadamente 1 cm de
diametro) y aplicar una gota de la suspensidén de células

en cada uno de ellos y dejar secar.
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IDENTIFICACION DE LA ESTIRPE LINFOIDE AFECTADA
(ANTICUERPOS MONOCLONALES)

Fundamento:

Las célultas del sistema inmune humano pueden ser clasifica
das y divididas dentro de subpoblaciones por determinantes
antigénicos sobre la superficie celular y estructuras
internas.

Los linfocitos aislados reaccionan con los anticuerpos
monoclonales en el caso de gue exista 1 correspondiente
receptor en el linfocito. A continuacidén se afade el con-
jugado de peroxidasa se revela su actividad con ayuda de
un cromdgeno del cual depende la formacidn de un ligero
precipitado color marrén en los sitios de unidn del anti=~

cuarpo monoclonal.

Procedimiento ;

1. Fijar las preparaciones durante 30 seg en formalina al
37% .

2. Enjuagar durante 5 min con amortiguador TRIS pH 7.6.

3. Incubar !% min en cada mezeola de 48.3 m} de metanol y
1.5 nl de perdxido de hidrédgeno.

4. Enjuagar durante 3 min con amortiguador TRIS pH 7.6.

5. Dilui{r el anticuerpo monoclonal con 245 microlitros de
solucidn de TRIS-alblmina sérica bovina al I % .

6. Colocar 20 microiitros sobre cada preaparacién. 42



7. Incubar durante 30 min en cémara himeda a temperatura

ambiente.

8. Enjuagar durante 3 min con amortijuador TRIS pH

7.6

9. Diluir el conjugado de peroxidasa 1:20 con TRIS-alkamina

sérica bivina al 1 .

10. Colocar 20 microlitros sobre cada preparacidn e incubar

durante 30 min en camara humedz a temperatura amhiente.

11. Enjuagar durante 5 min con amortizuador TRIS pH

12. Preparar D

7.6

{ disalver 0.6 m3/ml de 2,3'-diaminobenci-

dina tetracloruro en anmortiguador TRIS), inmediatamente

antes de 1a tincidn afiedir 0.8 % de Hy0q.
13. Incubar 1os partachjetos en solucidn DAY durante
a temperatura ambilente.

14. Enjuagar 2 veces durante S min con TRIS pH 7.6,

g min

15. Contratefiir con Hematoxilina de Mayer durante 3 nmin.

ente.

16. Enjuagar con ajuz corr

Valoracida microscdpica :

Contar 200 linfocitos y determinar el porcentaje de

las positivas a! anticuerpo monoclonal.

célu-
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ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE INMUNOPERQOXIDASA

2 conjugados de diferen-

T.a estandarizacidn

comarciale

tes £asas

(d= conejo) conjugado con peroxidasa

156 de ratdn

Antd

Behring.

de

{de cabra) conjugzio con

Anti-Fra

Cappel.

de Cooper-Ricmedical

peroxidasa

Mo

FOS

Anticuer

Los

Prue

distintas concentrsa-
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ciones e inhibiciones se realizaron con dicha mezcla.
Evaluacién de la actividad de los Ac Mo por el Método
de Flourescencia {(método estandarizado}. véase técni-

ca apandice.

Ac Mo utilizados: Valores de referencia
. BMA 020 DR) 12 + 5
. BMA 030 {PAN T-Linfocites) 70 - 10

. BMR 040 (Linfocitos T ayudadores) 50 + 15

Resultados:

B G20 6
. BMA 030 62
« BMA 040 60

Los resultado obtenidos estuvieron dentro de los valg
res de referencia, coh lo que Se comprobd que los Ac

Mo se unian a su correspondiente receptor en el linfp

cito y por 1o tanto se encontraban en buen estado para

ser utilizados.

Detectar tincidn inespecifica
Control 1i:

. Fijar e inhi®ir 13 peroxidasa enddgysna con metanol

+ per8xido de hidrdgeno - formslinz durante 30 min.

. Lavar 2 wveces de % nin. cada una con TRIS
. Revelar con DAR por 8 min.

. Lavar 2 veces de % min. cada una con TRIS
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Tincién de contraste con hematoxilina de de Harris
por 2 seg.

Lavar con agua corriente.

Control 2:

Fijar e inhibir la peroxidasa enddgena

Lavar con TRIS

Agregar el monocional dil 1:3i0 con SFT al 5% con
TRIS

Incubar 30 min a temperatura ambiente

Lavar con TRIS

Revelar con DABR por 8 min

Lavar con TRIS

Contratefiir coa hematoxilina de Harris

Lavar con ajuz corriente.

Control  3:

Fijar e inhibir la peroxidasa endégena

Lavar con TRIS

Agregar el Conjugado de Peroxidasa (Cooper Riomedi
cal Cappel) 4il 1:10

Incubar 30 min

Ravelar <on DAB £Cr 8 min
Lavar con TRIS

Contratefd hematoxilina de Harris

Lavar con agua.
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Control 4:
Realizacidn de la técnica original empleando el
conjugado de Behring. (Véase “Identificacidn de la

estirpe afectada por medio de Ac Mav}.

Control 9@

Realizacidn de la técnica original empleando el con-

jugado de Cooper Biomedical Cappel.

Los Ac Mo utilizados fueron BMA 020 y BMA 030

Resultados:

1. Tincidn negativa

2. Tincidn negativa

3. Tincidn inespecifica y células con diferentes
grados de tincidn.

4. Tincidn nejativa

5. Tincidn inespecifica vy células con diferentes

grados de tincidn.

Técnica efectuada en suspensidn (Conjuzado Cappel)
. 25 1 de Ac

. 25 M1 de suspensidn de

. Tneubar 30 min 3 temperatura ambiente
. Lavar 2 veces con TRIS (200 1)

. 23 M de conjugado de Px

. Incubar 30 min a temperaturs anbiente

. Lawvar 2 veres con TRIS
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. Incubar 10 min con DAB

. Lavar 2 veces con TRIS

. Contratefiir con hematoxilina de Harris.

Para evaluar las cflulas muertas se agregd Azul

Tripan.
Resultados:

Aproximadamente la mitad de las células se encontra-
ron muertas.

No se nbservd reaccidn positiva.

Ptilizacion de Lisina

Lisina 1.0 M para bloquear grupos aldehido {posibles

causantes de la un

n irespecifica del conjugado}.

Se realizd 1a técnica original, con ita iinica varian-

te de lavar 1a fijacidn e inhibicién con

lisina 1.0 M en PBS.

Resultados:

Tincidn inespecifica no uniforme.

Empleo de& suero de cabra

Suero de cabra diluido para inhibir la tincidn ines-
pecifica.

Se aumento una incubacidn de 1 h con suero de cahra

diluido 1:10 y 1:20 después de agregar el Ac Mo, los

pasos siguientes se realizaron de acuerdo a la técnji
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ca original.

Resultados:
Se observd tincidn inespecifica, no distinjuiéndose
con precisidn las células positivas al Ac Mo, debido

2 gque se presentaron diferentes grados de tincion.
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RESULTADOS



Grafica 1, muestra la edad y sexo en la gue se presenta

mayor incidencia de LA.

Tabla 1, se aprecian los valores obtenidos de los pari
metros hematolégicos gue presentaron 1o0s pacientes an-

tes de iniciar el tratamiento.

Grafica 2, se ohserva la frecuencia de las LA clasifi-

cadas por 1a FABR en el grupo do oastudio.

Grifica 3 y 4, se cohservan 10S parcentales an

o

ontrados

de los diferentes subtipos de L

2
2
"
I
P
=

Tabla 2, se comparan los porcentajes de subtipos de
LLA clasificados por FAR obtenides en este estudio con

los reportados an la literatura.

Srafica 5, muestra la comparacidn de la incidencia de

LLA ¥ LXLA con respecto a la edad.

Tablas 3 y 4, se aprecia la correlacidn encontrada
entre 13 clasificacidn morfoldzica v la clasificacibn

citoguimica de las LLA y las LNLA.
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GRAFICA 1

DISTRIBUCION POR EDAD Y SEXO DE
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Tabla 1

RESULTADOS DE PARAMETROS HEMATOLOGICOS

MNo. de Pacientes %
N0o. de Laucocitos
(celulas/nmm?d)
menos de 5 0060 7 26.6
de 5 000 a 10 000 9 14.0
de 10 000 a 30 000 22 34.4
mis de 50 000 16 5.0
Hemeglobina
{37100 m1}
menos de 7.0 20 31.3
de 7.0 3 11.0 39 80.9
mas de 11.0 5 7.8
No. de plaguetas
{células /mn>)
menos de 20 000 23 35.9
de 20 000 a 150 000 32 50.0
mas de 150 000 a 330 000 [ 2.4
mas de 330 000 3 4.7

No. de Blastos en sangre periférica
{presentes en 100 células)

23 23 22 34.4
25 a 49 [} 14.4
50 a 74 2 12.86
75 a 100 25 3%8.0

Nota: Valores obtenidos antes de iniciar tratamiento.
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GRAFICA 2

FRECUENCIA DE LA LEUCEMIA AGUDA (LA)
SEGUN CLASIFICACION FAB

tLA {39 CASOS)
4.0 %

5/G
LMLA (10 CAS0S)
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LLA - LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA

LNLA « LEUCEMIA NO LINFOBLASTICA AGUDA

87C = LEUCEMIA SIN CLASIFICACION FAB



GRAFICA 3
INCIDENGIA DE LOS DIFERENTES SUBTIPOS
DE LLA IDENTIFICADOS SEGUN FAB
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GRAFICA 4
INCIDENCIA DE LOS DIFERENTES SUBTIPOS
DE LNLA IDENTIFICADOS POR FAB
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Tabla 2

TABLA COMPARATIVA DE LOS SUBTIPQOS MORFOLOGGICOS DE LLA++

AUTOR b b2 L3
(%)
Keleti et al -~ 63 36 1
Coccia et al « 78 22 o}
Hann et al + 73 24 3
viana et al 71 25 4
Bennet et al + 80 17 3

Trabajo Realizado

(HGCM LA RAZA) 69 31 [¢]
- Dannet e+ al "The Meorfolodical Classification of Acute

Lymphoblastic Leukaemis: Concordance Among Ovservers

ani Clinical Corrrlations®. Britsh Journal of Hemato-



GRAFICA 5
CASOS DE LEUCEMIA AGUDA CLASIFICADOS
POR CITOQUIMICA. DISTRIBUCION POR EDAD
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TABLA 3
CORRELACION DE LLA ENTRE LA CLASIFICACION FaB
Y LA CLASIFICACION CITOQUIMICA

CLASIFICACION C1TDQUIMICA
Lt L2 1 TOTAL

c

Ll | ots 3 3 27

g _

1 ,

F

1| L2 2 2 8 12

¢

A

?

0 | sie ot | 8 10

N | ,

- - S

8 |rotaL 18 6 25 49

Iz LEUCEMIA INDIFERENCIADA AGUDA

S/C = SIN CLASIFICACION MORFOLOGICA (FARB)
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TABLA 4
CORRELACION DE LNLA ENTRE LA CLASIFICACION DE LA FAB
Y LA CLASIFICACION CITOQUIMICA

CLASIFICACION CITOQUIMICA
M Mz M3 M4 M5 M6 TOT
mle |- - - - - 1
. ,
L
A A B
S
I
M - -t i - -3
I
¢
a Mmoo - 2 -t -4
¢ .
I
g lm - - - - |2 i-
N
Fime - - - - - 111
3
B
60
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ANALISIS DE RESULTADGOS



De los 64 pacientes estudiados el 54.7% {35 pacientes)
corresponden al sexo masculino y el 45.3% (29 pacientes)

al femenino. E! sexo masculipe fue predominante en toadns
los grupos. a excepcidn del comprendido entre 10 y 12 afios.
La relacidn entre »3 nlmero de pacientes masculinos v feme-
ninos fue de 1.207, concordande con lo reportado en la tite
ratura que es de 1.3,

L2 edades de lus pacientos fiuctuaron entre recién nacidos
el mayor ndmers de casos 23.4%

4 ahos, con una tendencia descen-

un incremento entre 10 v 12 alos

cialmente en sanjre periféricz; et 14% da los casos tuvie-
ran una cuenta 42 lencocitos ncormal (5,000 a2 10,000 células

de

leucocizos fueron mencres a 5,000 & mayores a 56,000 tuvie-

de 7.0 a 11.0G 3/:00 md. El ni

2n sdle 21 2.4% 2o las pacien-

9%} fue pira 1o0s pacien-

a 150,000 plaguetas/mm3.
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En la totalidad de 105 pacientes la nresencia de blastos
fue 12 pautz para la realizacidn del estudio morfolégico y
citoguimico. Notindose gue el mavor nlmero de pacientes
presentaban blastos entre 10S ranjos menor vV mayor estable
cidos para este tratajo, siendo estos de 2 a 24 y de 73 a
100 clastos {véase tabla 1),

Los resultasdos obtenidos cencuerdan coon ta literatura, va
que ésta reporta que: ailrededor del 13% de los casos pre-
sentan al momento del dragndstics cifras norrmzles de leuco
citos, «1 30% aproximatamente loucopenia y el 2%% cifras
supariores a 30 060 cél/mm?. La hemozinbina entre 5y 8
3/100 mi, las cifras 2e plaguetas son infericres a la
normal en &! 50% de los pacientes y en el 40% inferior a

50 Q00. ZLas ¢ifrzs 4e Tlastos =son reportidas Ccoma rpuy

variables (2).
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La grafica 4, nos muestra gue la M>» v la M4 son los subti-

pos mas frecuentes para 1as LNLA con un 26.6%.

En la tabla 2, s@ comparan 1os resultados obtenidos en es-
te estudio y los reportados por diversos investigadores,

observandose gue existe una alta correlacidn.

La grafica 5, nos indica gue de acuerdo a la clasificacidn
realizada en base a la reaccidn de peroxidasa, el ntmero

mavor de casos de LLA fue para el intervalo de X e 4 afios,
asimismo se muestra gue para la LNLA fue de 0 a 2 afos dis

minuyendo en 21 ranjo de 4 a 10 afos y aumentando entre 10

La correlacidn entre la clasificacidn da la FAR v la clasji
ficacidn citojuimica para las LLA se nmuestra en la tabla
3, encontrandose gue de 10s 27 casos clasificados por FAB
como Li. el 55.6% {1% casos) corresponden con la clasifica

cibén citoguimica. De 1os 12 casos de Lz sdlo concordaron

el 16.0% (2 casos los rasos restantes de amhos subgrupos

{2 comdo Leucemia Indiferen-

rueron

ciada Azuda (LI}, por tajes de positividad

muy baje o bién nezativo. Y segin la literatura los hema-
tbélogos consideran gue cuando las tinciones citoguimicas

tienen valores de positividad o nejatives las

leucenias se clasifican caro ciadas Agudas.

Los resultados obtenidos en esta tabla corroboran gue en
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R R A
muchas ocasiones la morfoliegia no es suficiente para hacer
una correcta clasificacidn, pues células de aspecto morfo-

18gico similar pueden tener diferente actividad enzimitica

(7.

que no fue posivia roalizar una <ia
., se efactud cilasificacién por medio

ndo 2 casosg dentro de las Leucenmias

2 restantes como Ly ¥ La.

Con respects a lag LNLA, la t3bla i nes nuestra maysdSr SO-

ficacidn citoguimica, siends dstog los correspaondientes al

tipo My que por 2 ceomg M2 v 1 com
Mo,

Esta discregancia

tener un altc garce

re al Coniuzado con

AC Mo previo, sin

positivos sin uniformidasd
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de tincidén, tal como aparece en el procedimiento completo.
En un principio se creyd jue la tincidn inespecifica se de
bfa a un grupo aldenrido no eliminados vy dado gue estos se

pueden blojuear con lisina, se utitizd es

o
[
T
]
—
o
]
-
w
<
w
[v%
[
w

pero con res

niéndo una

stn obtener huesn resultade (23F.
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La Leucemia Aguda (LA) se presenta en pacientes de

edad pedidtrica, con un pico miximo entre 2 y 4 afios.

La LA es mas frecuente en el sexo masculino, con una
relacién entre el nimero de pacientes masculinos y fe-

meninos de 1.207.

La Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) es el tipo predo
minante dentro de las leucemias infantiles con un

61.0%

Dentro de las LLA el subtipo mds frecuente es el L,
(69.0%) seguido por Lo (31.0%)}, siendo este ditimo el

subtipo de leucemia mis frecuente en adultos.

La reaccidn de Peroxidasa (Px) se utiliza como tinciédn
patrbon para diferenciar entre LLA y LNLA, siendo nega-

tiva para la primera y positiva para la segunda.

Una clasificacidn basada en datos norfoldgicos, muchas
veces es insatisfactoria por 1o cual se hace necesario
establecer una clasificacidn citoquimica como auxiliar
en los diversos subtipos celulares, ya gue esto permi-
te un diagndstico mds certero.

El Conjugado de reroxidasa no se une solamente a la
porcién Fe del Ac Mo utilizado, sino a diversos recep-
tores de superficie encontrados en las células, sin

ser estos 1los gue se desea poner de manifiesto.
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SUGERENCIAS

Se propone un método inmunoldgico para clasificar tas dife
rentes etapas de naduracidn de la poblacidn celular afecta
da dentro de las leucemias, este es el sistema Avidina-Bio
tina, es un sistenma de “"sandwich® usado en conjunio con an
ticuerpos. La Biotina es raiativamente polar vy puade ser

conjujada bajo condiciones moderadas con muy bala descompo

sicidn de su ASLLUSLUra, La Aviiina puede ser usada

2ad, =1 cual puede ser conjuzado con fluorocromss, enzinmas

¥y ferritinas.
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REACTIVOS UTILITADOS EN LA BIOMETRIA HEMATICA

DILUYENTES DE DRABKIN

Ferricianuro de potasio 200 mg
Cianuro 42 potasio 50 ng
Bicarborato de sodio lg

Disolver ¥ aforar un titro con agua destilada.

Conservar eon f{rasco ambar.

Soiucidn acuasa <ce violeta de

Aforar a 100 ml con ajua destilada.

OXALATO DE AMONIO AL 7 %

frisolver un grams de oxalato de amonio en 100 ml de agua

destiiada.

30ta2s de azul de metiteno y agitar.
Filtrar y conservar en refrizeracidn a 4 °‘C.

filtrar antes de usar.



fio marfa a
mezclar, de-
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Etanol absoluto
2. Mezcla de incubacidn

Etanol al 30%
Benzidina - 2 HeL
Sulfato de zinc heptahidratado

al 3.8 % (0.132 v )

Acetato de solio (NaC2H202-3”20)
Peroxido de hidrojzeno al 2%
Hidroxido de sodio 1.0 N

Safranina “0O"

pH final: 6.0 - 0 . 05, filtrar la solucién

Estable por cerca de 6 meses.

90

100

y almacenar.

nl

ml

ml

ml

3
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SUDAN NEGRO 8

Seolucidn de Sudin Negro B:
Sudadn negro B

Etanol absoluto

Solucidn amortiguadora:

Fenol f{cristales)

Fosfato de sodio dirisico dodecahidratado

Solucidn de trahajo:
Sotucidn de Sudin Negro B

Solucidn amortiguadora

Filtrar a vacio. Esrable por dos a

0.3 g

100.0 m1

. 16.0 g

30.0 ml

al 0.3 % en agua

0.0 o1

40.0 m)

tres meses.
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TINCION DE PAS

1. Solucibn de dcido peryddico:
Acido peryddico
Agua destilada

2. Reactivo de Schiff:
Fuchsina bisica
Acide clornidrico 1.0 X
Metahisulf{ito de sadio

Carbdn activzdo aproximadamente

destilada hirviendo, en

de acido clornidrico 1.0 ¥, enfriar.

metahbisulfito de sodic anhidre.
Almacenar en 1a obscuridagd 2de

jal- Agrejar carndn activade

0.9

100.0

fiitrar, {desechar ias primeras gotas) el

ser incoloro. refrigerar.

Agua destitada

100.0

g

ml

Agregar 20 ml

Afladir 1.0

v

g

@

de

activo debe
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FOSFATASA ACIDA

1. Fijador: Buffer formalina - acetona pH
Fosfato de sodio dibisico anhidro
Fosfato de porasio monorisico {(HHLPrO.)
Agua destilada
Acetona
Formalina

Guardar en refrigeracida.

2. Nitrito de sndio al 4% peso en volumen
Nitrita de sodio (NanNG:?

Diluir a2 100 mi con agua deseilada. R

3. Solucion de gara-rosanilina.
Clorhidrate de p-rosanilina
Agua destiltada
Acido clorhidrico concentrado

Mezelar de 10 a2 13 minutos hasta gue la

300 w1
450 m1

250 ml

dura una semana)

1.0 q

efrigerar.

1.0 g
20.0 1

5.0 m1

p-rosanilina se

disueiva. Guardar en frasco arbar a temperatura ambien
te.
4. Acido acérico 1.0 W

Acido acdtice zlacial {Cx.C00H)

Aforar a 1

w
.
2l
0
3
w

ul
©
w
o.
v
0
s
-

"
®
a
w

5. Amortiguador de acetatos g4 3.0
Acetato de sodio (TH4CO0Na 3150

Acido acétice 1.0 N

Dituir a 1 litro con agua destilada.

4.797 g

14.75 m1

Guardar en

76
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geracidn.

Solucidn A
Nitrito de sodio al 4% 2.40 m1

Solucidn de p-rosanilina 2.40 nmi
Solucidén B

Naftol AS-Bl (7-bromo-3-hidroxi-2-nafto-o-anisidina)

40.00 ng
N.N-dimetilformamida 4.00 m1
Amortiguador de acetatos 0.1 N 71.20 nmi

Mezcla de incubacidn
Solucidn & - Solucidn B, mezclar y separtar 40 ml. Ajus
tar la mezcla restante 2 pH 5.1 con solucidn de hidroxi

do de sodio saturado, filtrar y usar inmediatamente.

-

Mezcla de incubacidn I

Acido L ( + )} tartirico 300.0 mg3

Mezcla de incubacidn I 40.0 m}

Mezclar ¥y ajustar a pH 5.1, fiitrar y usar inmediatamen

ta.

verde de petilo ali 1%

Verde de metilo 1.0 3
Amortiguador d2 acetatos 0.1 N pH 3.0 100.0 ml
Ajustar el pH de ésta solucibn a 5.2 - 4.5
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SEPARACION DE LINFOCITOS Y ANTICUERPOS MONOCLONALES
1. P3S pH 7.3
Cioruro de sodio (Nacl) 8.20 g.
Fosfato de sodio didisico 0.89 g
{Na,HPO, - IH;0)
Fosfato de potasio moncbisico .58 g
(KH2?04§

Aforar con aguz destilada a 1 1t.

z. Solucidn Ficoll-Hypague
isopajue (wesrozoato de sodio) 10 partes
con una densidad de 1.2 y/m
Ficoll at 9% 24 parzes
Diluir con agua destilada hasta producir una solucidn

con una densidad de 1.077 3z/m2.

3. Amortiguador TRIS 0.0% M
Tris-{hidroximpetril)-aminometano 6.09 g
Clorure de sodic {Nall} 5.80 3

Disalver en 350 ml 3e ajus destilada, ajustar a pH 7.9

con Acido clornidrico al 25%, aforar a . 1t con agua

Solucidn A:x

u
©
19
(5
m
Ui
I
-
o
W

Disglver 3 j o de amonin y aluminioc en 500 ml

<%

e agua caliente {no hervir}

Solucidn

Disolver S0 g3 de hidrato de cloral , 1.00 g de acido
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£5TA TESIS WO DEBE
SAUR DE LA BIBLIBTECA

citrico y ©0.20 g de iodato de sodio en 500 ml de agua
destilada.

Solucifn C:

Disolver 1.00 g de hematoxilina en 10.0 ml de etanol
absoluto.

Mezclar las tres soluciones. No es necesario dejar

madurar.

Dura de dos a tres meses.
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IDENTIFICACION DE LA ESTIRPE LINFOIDE AFECTADA

POR MEDIO DE FLUARESCENCTA INDIRECTA (Ac Mo)

Fundamento:

Este es un método Jue utiliza la propiedad del isotiocian

to de fluorescefna de emitir tuz (fluorescencia) cuando e

excitado con energia raiiante.

En la inmuncfluorescencia indirecta, el primer antisuero

se utiiiza sin marcar, si=nds necesarioc hacer una segunda

incubacidn con un antisuaro frente al primero marcado con

fluorocronn,

Procedimiento:

1. 25 M1 2e Ac Mo dil 1:40 con una solucidn de PBS + 5% d
suero fetal de ternara (SFT}.

2. 25 M1 de suspensidn de linfocitos en PBS.

3. Incubar a 4 *C por 30 min.

4. Lavar con 00 M1 de P8BS + SFT. 3 veces por 3 min.

5. 25 1 de Fluorocrcmo 4il 1:30 con una solucidn de PBS

(5]

i,
6. Incubar 30 oin a 5 <C.
?. Lavar con 500 M! de PRS -~ S5FT. 3 veces por 3 min.

8. Tirar el sobrenadante y resuspgender en un ninimo de vo

cia al 10x de $flicerol en

10. Colocar una jota sobre una laminilla y un portaobjetos

a

5

e

-

iy
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Valoracidén microscdpica:

Leer a inmersidn en el wmicrocopic de fluorescencia, contar
200 células observar primero a luz visibie y después sobre
esas mismas contar las c¢élulas fluoréscentes, reportando
el porcentaje. Las c€lulas gque presentan fluorescencia

son positivas al Ac Mo probado.
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TABLA DE ANTICUERPOS MONOCLONAES (Ac Mo)

(8ehring)

Codigo MARCADOR CLASE DE VALORES DE
BMA ESPECIFICO I3s RE?E;ENCIA
010 Pan leucocitario 136G, 100

020 Linfocitos B, Ta DR 1gGy 1225

030 Linfocitos T maduras 1362, 70~10
040 Subpoklacidn T 1364 50=19%

{Linfocitos T ayudadores)

060 Torocitos corticalas 1355, 1

090 Receptor de Transferrina 136G, 1
0120 Antigeno asociado a

linfocitos B

1gG,
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