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I. OBJETIVO: Investigar la presencia de glucógeno citoplasmático
en los linfocitos mediante la reacción citoquímica del ácido

Iperyódico - SCHIFF(PAS) en pacientes con Leucemia Linfática
Crónica (LLC)pre- y post- tratamiento con clorambucil.

II.INTRODUCCION: Considerando que los estudios cithuimicos con
sisten en identificar y localizar diferentes compuestosquími
cos dentro de las células, estas pruebas aplicadas a los leu
cocitos normales y patológicos son de gran interés,pues consti
tuyen :

1/ Una ayuda para el diagnóstico diferencial, especialmente en
el caso de los distintos tipos de leucemias.

2/ Unmétodo para estudiar la bioquímica intracelular en condi
ciones normales y su variación en presencia de una patología.

3/ Una orientación para determinar el origen de una célula y la
progenie a la que pertenece.

h/ Un parámetro preciso para valorar los efectos de un trata
miento y una metodologia, que permite investigar e incur
sionar en la fisiopatologia leucocitaria°

La reacción citoquímica del ácido-peryódico SCHIFFo PASes uti
lizada en el diagnóstico diferencial de las leucemias para detec
tar la presencia de glucógenointracelular.
El contenido de glucógeno citoplasmático de los linfocitos en
las LLC, puesto de manifiesto por la reacción de PAS, merece in;
terpretaciones disímiles; para algunos autores la presencia de
glucógeno>enlos linfocitos es una característica constante de
la LLC. (1) (38) (51) (52).

Para otros investigadores la presencia de linfocitos con aumento
del glucógeno citoplasmático se daria sólo en ciertos casos de
LLC. (11) (39).

Y finalmente se sostiene que no habría diferencia alguna en el
contenido de glucógeno entre los linfocitos normales y los que
aparecen en las LLC. (69). Estos hallazgos nos indujeron a in
vestigar el contenido de glucógeno citoplasmático de los lin
focitos de las LLC, pre- y post- tratamiento con clorambucil,
para evaluar su respuesta terapeútica.



III, LA REACCION DEL ACIDO-PERYÓDICO SCHIFF.

1/ Reseñahistórica.
En 1859 Verguin obtuvo un colorante rojo, al que deno
minó fuchsina (fuchina) al oxidar la anilina con clo
ruro estánnico. Un año antes Hofmannhabía obtenido la
mismasustancia al tratar la anilina con tetracloruro
de carbono, dándole el nombre de rosanilina, demostran
do que el colorante se produce a partir de mezclas de
anilina y toluidina.
Hofmannfue el primero en advertir que la sal coloreada
se reduce dando un derivado incoloro : la leuco-rosanilina.

En 1880 Emil Fischer y Otto Fischer determinaron el es
queleto estructural de la para-rosanilina, al transfor
marla en trifenil-metano, y la posición de los grupos
de amina mediante degradación y síntesis.

La sustancia madre de los colorantes del grupo de la ros
anilina se denominapara-rosanilina o para-fuchina y se
prepara a partir de una mezcla con un mol de p-toluidina
y dos moles de anilina en presencia de un oxidante pu
diendo usarse por ej.: cloruro estánnico, cloruro mer
curico, nitrato mercúrico, nitrobenceno u otro (23).

N32 NE2

oxidante- 4'
+ 336 NH2 G N H2

Pararosenilina
NH2 NH2

La fuchina básica o fucsina básica, comercial ( comose
la denomina comunmente) es una mezcla de tres coloran
tes de tipo triamino-trifenilmetano : rosanilina, para,
rosanilina v magentaII.



HO

= N+Hr

=

— N432:

ROSANILINÁ

LPARA-ROSARILINA

LMAGE'NTA II
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En 1866 Schiff demostró que la fucsina básica coloreada,
transformada mediante anhídrido sulfuroso en un compuesto
incoloro : la leuco-fucsina (o Reactivo de Schiff) vuelve
a adquirir su color magenta en presencia de aldehídos.

La leuco-fucsina es incolora porque su doble enlace cromó
foro fué destruido y perdió su estructura quincide.

SO H

- SO H '
c '__N*H- 35°

N32 NH802H

para-rosanilina ácido N,N-aulfínico de
color púrpira rojizo para - rosanilina

leucobaee incolora
Una nueva oxidación por exposición prolongada a la luz y al
aire permite que se reconstituya el doble enlace con la re
aparición del color. La estructura quinoide también puede
recuperarse por efecto de los aldehídos, pero en este caso
el compuestoaldehídico se uniría al compuestofucsina-ácido
sulfurónico, formándose un compuestode color púrpura rojizo,
cuya estructura moleCular está en discusión.

En 1928 Malaprade utilizó por primera vez el ácido peryódico
(HIOu) para la medición química de los polialcoholes.
En 19k6 McManus aplicó la reacción del ácido peryódico y el
reactico de Schiff a los estudios histológicos ( 33 ).

2/. Fundamentode la reacción,
La técnica del ácido-peryódico Schiff, ideada por McManus
se basa en la oxidación de los grupos hidroxilos libres por
medio del ácido peryódico con la liberación de grupos alde
hídos que dan positiva la reacción de Schiff. Cuandolos
grupos OHson vecinos, como en los 1,2 glicoles (CHOH-CHOH)
el ácido peryódico provoca la rotura del enlace entre los
átomos de carbono yuxtapuestos unidos a grupos OH,aparecien
do una fórmula de tipo dialdehído. (22).

0/0
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Es evidente que los monosacáridos comoglucosa, galactosa,
manosa, metilpentosa, hexosamina, por oxidación con HID“
forman grupos aldehídos libres que producen una intensa re_;
acción con el reactivo de Schiff, y por lo general, la in

01tensidad de la reacción del PASes proporcional a_ conte
en la sustancia estudiada.

Dan una reacción de PASpositiva sustancias como : (33 )
a)
b)
c)
d)

Polisacáridos : glucógcno,
Mucopolisacáridos neutros,
Mucoproteinas,
Glucoproteínas,

(D V Glucolípidos,
f) Esfingomielina.

Utilidad de la reacción de PASen la citoquímica.
Siendo el propósito de la citoquímica identificar y localizar
los diferentes compuestosquímicos dentro de la célula,resulta
evidente la utilidad de la reacción de PASpara determinar la
presencia de sustancias con grupos oxhidrilos (GH)libres in
tracelulares.
En las células hemáticas la reacción positiva generalmente in
dica la presencia de glucógeno; esto puede demostrarse en base
a la propiedad del glucógeno de ser hidrolizado por la amilasa
( 16 )° Si la reacción PASpositiva desaparece cuando la exten
sión antes de su tinción es sometida a la acción de la mnilasa
la positividad se debía al glucógeno, pués ningún otro material
cambia en la digestión por amilasa.

Cabe señalar, que en las células hemáticas la positividad de la
reacción se evidencia en el citoplasma por una coloración ro
jiza que puede presentarse en forma homogéneao granular (19),
siendo su distribución normal la siguiente (26 ) ( 28 ) :

0 / o
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SERIE GRANULOCITICAz presenta desde reacciones PAS negativas
del mieloblasto o reacciones intensamente positivas en los
polimorfonudleares maduros, con grados intermedios de posi
tividad tanto en forma difusa comogranular en las células
de madurezintermedia; la positividad de la reacción es di
rectamente proporcional al estado de madurez de la célula.

SERIE LINFOCITICA: Ocasionalmente pueden-observarse gránulos
positivos, de tamaño y númerovariables, contra un cito
plasma PASnegativo.

MONOCITOS: A menudo se observan gránulos finos o moderada
mente gruesos,_con o sin una tinción citoplasmática débil o
difusa.

MEGACARIOCITOSx PLAQUETASz Son intensamente PAS positivos.

SERIE ERITROCITICA: No se tiñen en ningún estadío de su
desarollo.
La reacción de PASde las células hemáticas difiere en caso
de enfermedad, de ahí su utilidad comovalor diagnóstico.(52).
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IV.LA LEUCEMIA LINFÁTICA CRÓNICA como ENTIDAD PATOLOGICA.
. . l . .W1ntrobe define la leucemia como"un estado morboso, de etio

logia desconocida y terminación fatal, que se caracteriza por
proliferación generalizada de leucocitos y sus precursores en
los tejidos del organismo y que por lo general también se a
compañade alteraciones cualitativas y cuantitativas de los
glóbulos blancos circulantes de la sangre".(67)
Teniendo en cuenta la rapidez evolutiva de la enfermedad pue
den diferenciarse dos formas de leucemias : las agudas de ins
talación rápida, con rápida aparición de los síntomas y du
ración de meses, salvo tratamiento exitoso; y las crónicas de
instalación lenta, sintomas progresivos y duración que puede
extenderse a años. A su vez cada una de estas formas puede
subdividirse en base al tipo de leucocito predominante en :
linfoblástica, mieloblástica, monocíticao eritrocitica para
las agudas y en linfocítica o mfiflocítica para las crónicas.
(26) (28).

Se considera que 1a leucémia linfática crónica (LLC)se debe
a una proliferación neoplásica del tejido linfoide, con un
aumentode linfocitos en la sangre periférica. (20) (68)°

Este tipo de leucémia es más frecuente en personas mayores de
#5 años, con menor incidencia entre los 30 y los 40 años; es
una enfermedad rara en niños y jóvenes. (5) (25) (60) (67)°

En cuanto a su distribución la LLCpredomina en el sexo mascu
lino, constituyendo entre el 60%y el 75%en las series de ca
sos de LLCestudiadas. (5) (25) (46) (67).

Llamó la atención el hecho que la LLCes poco frecuente en el
Japón, y que este es el único tipo de leucémia que no se ve
asociada a la exposición excesiva de radiaciones, siendo no
table la ausencia de LLCen los sobrevivientes de la bomba
atómica y entre los pacientes tratados con rayos X por espon
dilitis. (5%) (55) (60) (62) (67) (68).

El estudio de los familiares de pacientes leucémicos reveló
que los enfermos con LLCtenían parientes en primer grado pa
deciendo la misma enfermedad con mayor frecuencia que en o
tras clases de leucemia; esto hace suponer la existencia de
factores genéticos. (20) (25).

Las manifestaciónes clínicas suelen ser muyvariables, el co
mienzo de la enfermedad es muyinsidioso; su descubrimiento
puede ser accidental. El primer hallazgo más frecuente es una
linfocitosis persistente inexplicable, eventualmenteacompa
ñada de leucocitosis. (5) (67).

../.
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En la mayoria de los casos el síntoma más frecuente es la
adenopatia en cuello, axilas, ingle; estas adenomegalias pueden
ser muynotables.

Suele haber esplenomegalia entre leve y moderada y en menor pro
porción hepatomegalia. (H6) (67).

Las lesiones cutáneas se encuentran con mayor frecuencia en la
LLCque en las otras clases de leucémias; y el Herpes Zoster
es más común en estos pacientes que en los normales.

La infiltración pulmonar,gastrointestinal, del sistema nervioso
y sindrome mediastinal se observan con cierta frecuencia.

Los hallazgos de laboratorio indican un recuento de leucocitos
que puede variar entre 7000 / mm3y 978.000 / mm3aunque en la
mayoría de los casos se mantiene alrededor de 100.000 / mm3;
los linfocitos constituyen entre el 90%y el 99%de estos leuco
citos.

. . . lLa anemia puede ser leve, o no ex1st1r, agravandose en las etapas
finales, siendo a veces de tipo hemolitico auto-inmune con prueba
de Coombspositiva.

El diagnóstico se confirma mediante punción-aspiración de la
médula ósea (M0), en la que se encuentra un aumento importante
de linfocitos, que llegan a constituir entre el 70%y el 95%
de los elementos del medulograma, siendo su valor normal com
prendido entre el 10%y el 20%.

La cantidad de plaquetas es generalmente normal o levemente
baja; una disminución muymarcada es índice de insuficiencia
medular.

Un gran porcentaje de pacientes con LLCtienen hipogamma-glo
bulinemia, lo que condiciona unatendencia aumentada a las
complicaciones infecciosas. (2) (#2).

En las etapas finales de la enfermedad, la anemia cada vez más
severa, la trombocitopenia intensa, las hemorragias y las in
fecciones recurrentes, conducena la invalidez y a la muerte.
El cuadro nunca evoluciona hacia una leucemia aguda aunque la
enfermedad se hace más agresiva. (5) (60) (67).

La conducta terapéutica a seguir es variable, según el estado
del paciente; si la enfermedadse encuentra estacionada, se su

. r . I .giere una conducta expectante sintomatica; en caso contrario se
utilizan agentes quimioterapéuticos.

C/O



Los quimioterápicos utilizados son agentes alquilantes
polifuncionales que poseen dos o más grupos terminales
alquilo, que pueden ser cíclicos o insaturados s bien con
vertirse en estas formas. Estos grupos son inestables y
pueden unirse a otras moléculas a través de un ¿tono de
oxigeno, nitrógeno o azufre. En las concentracicaes tera
péuticas utilizadas se cree que esta reacción ocurre pre
ferentemente con el ácido desoxirribonucleico (ADR).Los
grupos reactivos de los agentes alquilantes atacarían a
los grupos fosfato de las cadenas de ADN,inactivando en
última instancia al ADN.Se utilizan varias claves de
agentes alquilantes; pero en el caso de ‘LC e? mas "5m
do es el ácido p-HH-di-Z-cloroetilamino-fenil—butiricoo
(clorambucilo).

032- GHz- Cl
N/\

CHí-CHé--Cl

H000--'CHÉ--CHá--CH2

CLORAHBUCILO

El clorambucilo es una mostaza aromática similar a la
mostaza nitrogenada, pero menos tóxica que ésta,(67)o

El pronóstico de la enfermedad e
los cálculos de supervivencia
se hace el diagnóstico en rela on el comienzo de la
enfermedad. Estudios realizados al respecto desde el momento

0 FI. 0‘' :3 (E

del diagnóstico, dieron una sobrevida media de 6 años, que
se prolon¿ó a 9 iños al excluir los que murieron por causas
ajenas a la enfermedad. (5).
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V. EL LINFOCITO.

El linfocito fué descripto por primera vez en 1770 por-William
Hewson, en sus estudios sobre la estructura de los órganos
linfáticos. Hewsonlo denominóasí por haberlo encontrado en
la linfa, en el conductotorácico, en los ganglios linfáticos
y también en la sangre, siendo un nombredescriptivo, no refle
jando ningunaotra característica particular de la célula.(20).
En 1879 cuando Ehrlich introduce las técnicas de coloración
diferencial para frotis fijados, los investigadores comienzan
a estudiar el origen y las funciones del linfocito suscitan
dose grandes polémicas que habrían de durar unas siete déca
das durante las cuáles no se obtuVo ninguna información de
finitivao

El auge de la tecnología modernacon la utilización de los
radioisótopos y de la radioautografía permitiendo la marcación
a nivel celular, ofrece nuevas posibilidades en el estudio del
linfocito.
En 1957 James Gowansdemuestra por primera vez que el linfocito
puede circular de la sangre a la linfa y viceversa.
Las experiencias demostraron que los linfocitos no son células
en la etapa final de su desarollo sino que son capaces de
transformarse en elementos inmaduros que pueden proliferar al
ser expuestos al estímulo apropiado. Nowell demuestra este
fenómeno "in vitro" en 1960, utilizando un extracto de habas :
phytohemaglutinina; mientras que en 1962 Porter, Cooper y
Gowanslo observan "in vivo", utilizando antígenos (Ag)
específicos, involucrando al linfocito en las reacciones
inmunológicas. (59).

La bursa de Fabricius en las aves y trabajos realizados
tanto en aves comoen mamíferos permitieron postular que :

a) El linfocito constituye el componenteprincipal
de un sistema inmunológico definido.

b) Todas las células denominadas "LINFOCITO"de igual mor
fología al microscopio óptico, no eran necesariamente
iguales en cuanto a su origen, fisiología, función,
vida mediay otras características.

0/.
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1/ MORFOLOGIA( Microscopía óptica. ).

El linfocito de la sangre periférica es una célula pequeña, gene
ralmente de lO ¿1m o menos de diámetro, aunque también hay formas
con diámetros entre 10 ¿{my 20 qm 0+7) (67). El tamaño del lin
focito en los extendidos de sangre dependería del grado de
estiramiento celular. A pesar que los linfocitos con un diámetro
inferior a 10 4Impueden parecer del tamaño de los eritrocitos,
esto se debería a que están menos aplastados, pues se ha de
mostrado que el volumen de un linfocito es alrededor de 300‘7m3,
o sea tres veces superior al volumende un eritrocito normal.(3l)

La célula teñida con colorante de Wright presenta un núcleo de co
lor azul purpúreo intenso compuesto por aglomeraciones de croma
tina; el núcleo de borde bien definido puede ser redondo,ovalado,
arriñonado o indentado y se encuentra colocado en forma excéntrica
generalmente no se observan nucleolos al microscopio óptico. El
citoplasma basófilo de color celeste puede formar un borde fino
alrededor del núcleo, o ser muyabundante; habitualmente no hay
gránulos en el citoplasma, aunque a veces se pueden observar
granulaciones azurófilas de color violeta rojizo intenso;
pudiendo aparecer cuerpos rojos neutros. (47) (67).

Los linfocitos dan negativa la reacción de las peroxidasas y de
la fosfatasa alcalina, y está en discusión los resultados obte
nidos con la reacción del acido-peryódico de Schiff (PAS) y de
la fosfatasa ácida.
El linfocito es una célula de muchamovilidad "in vitro“ y se
desplaza en forma característica adquiriendo el aspecto de un
espejo de mano, con el núcleo en el extremo anterior arrastrando
detrás al citoplasma. (67).
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2/;ULTRAESTRUCTURA.

Contrariamente a lo que se podría suponer dada la morfología
al microscopio óptico, el linfocito normal de la sangre peri
férica al ser examinadoal microscopio electrónico,-en cortes
seriados, presenta aspectos bastantes variados, constituyendo
un grupo heterogéneo de células.

La relación núcleozcitoplasma es variable; el núcleo está en
vuelto por una membranacompuesta por dos capas concéntricas,
que toman contacto en los poros; la cromatina se condensa debajo

. l
de la membrananuclear, pero tambien se pueden observar
agregados cromatínicos en el cuerpo del núcleo; frecuentemente
se observa un nucleolo en el linfocito aunque no aparece
en todos los cortes. (22) (26) (67)¿

El citoplasma de los linfocitos visto al microscopio electró
nico se caracteriza por ser pobre en organelas. Se observa
un aparato de Golgi poco desarrollado, uno o dos centriolos,
algunas mitocondrias grandes, alguna hilera de reticulo
endoplásmico, y a veces algunos lisosomas. (26) (67). Pue
den aparecer cuerpos o granos densos en el citoplasma, que
podrían estar constituidos por glucógeno; y otras clases de
estructuras granulares, probablementecorrespondientes a las
granulaciones azurófilas que se observan al microscopio
óptico. (26) (67).

Algunos autores diferenciaron linfocitos que presentaban varios
cuerpos densos enclaustrados en un área restringida del cito
plasma, de otros linfocitos con cuerpos densos dispersos en
todo el citoplasma. (65)w

Al microscopio electrónico la membranacelular aparece lisa,
bilaminar, con algunas microvellosidades.
Con el microscopio "stereoscan" se detectan dos clases de
linfocitos por su morfología superficial:
a) Linfocitos relativamente lisos con o sin digitaciones

superficiales. (43)
b) Linfocitos con una complicada estructura vellosa (43).

Aunqueotros investigadores, utilizando diversas ,ecnologias,
llegaron a la conclusión que estas estructuras superficiales
se debían a artificios de técnica. (#0).
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C).CIRCULACIÓN LINFOCITARIA.

El estudio de la circulación linfocitaria es importante para
dilucidar la función y la fisiología de éstas células.

Gowansfue el primero en demostrar en ratas, que habia una
recirculación de linfocitos normalesentre la linfa y la
sangre.

Un drenaje continuo de la linfa del conducto torácico en
ratas producía una disminución importante en el número de
linfocitos sanguíneos, que se corregia al reinyectar la linfa
drenada en la sangreo (67).

Linfocitos marcados e inyectados en forma endovenosa en ratas
eran encontrados luego en el conducto torácico.(67)o

La aparición en el conducto torácico de linfocitos con cario
tipo femenino XX, previamente transfundidos en hombres fué una
evidencia concluyente de la recirculación linfocitaria en hu
manos. (#5).

Estos resultados indujeron a pensar que el conducto torácico
es una pieza importante en el circuito que permite la recir
culación de los linfocitos entre la sangre y la linfa.
Estudiando el contenido en linfocitos de la linfa que entra

. . l . ‘ I .y que sale del ganglio linfatico, se ooservo que la primera
tenía pocos linfocitos, mientras que la segunda era rica en
linfocitos.
Post infusión continua de timidina - H3 en ganglios linfáticos
popliteos en ovejas se obtuvo tan solo un k%de linfocitos mar
cados sobre el total de linfocitos de la linfa que salia del
ganglio, concluyéndose que los ganglios linfáticos aportaban
relativamente pocos linfocitos recién formadosa la linfa
eferente. (H3).

La inyección de linfocitos marcados en la sangre era seguida
por una gran acumulación de linfocitos marcados en la parte
profunda de la corteza de los ganglios linfáticos, de las
placas de Peyer y de la pulpa blanca del bazo alrededor de la
arteriola central. (67).
En estudios de cortes seriados al microscopio electrónico de
las vénulas postcapilares de los ganglios linfáticos se obser
varon linfocitos pasandoa través de las células endoteliales
de las vénulas hacia los espacios perivasculareso (34).

Estas observaciones permitieron concluir que la recirculación
de los linfocitos se haría oe la sangre a los órganos linfá
ticos comoganglios linfáticos, bazo, placas de Peyer,de éstos
al conductotorácico por los vasos linfáticos eferentes, y fi
nalmente del conducto torácico a la circulación venosa cerrando
el circuito.



D).

El timo parecería estar excluido de este circuito circula
(67).

VIDA MEDIA LINFOCITARIA.

torio.

Tratándose de células comolos linfocitos que presentan como
l . . . ¿_caracteristicas la capacidad de reproducirse y ce mantener un

númeroconstante en la sangre periférica; el término "vida
media" debe utilizarse con cuidado, pues en el primer caso
se referiría al período intermitótico, y en el segundocaso,
al período comprendidoentre la división y la muerte celular,.. .I I .. .I I
pues esta eliminacion celular post diViSion seria necesaria
para que el número total de células se mantenga constante°

En 195%Ottensen mediante la administración a ciertos pacien
tes de fósforo radio-activo (P32) y el estudio de la radio
actividad del ácido desoxirribonucleico (ADN)de los linfocitos
aislados de la sangre periférica, dedujo la existencia de dos
poblaciones linfocitarias, una de vida corta, de 2 a 3 dias y
otra de vida larga de 200 a 300 días de duración. (67).

Estudios realizados en ratas mediante inyecciones continuas
de timidina tritiada durante largos periodos, permitieron
llegar a la conclusión que en la sangre periférica el 66%de
los linfocitos eran de vida larga y los restantes de vida corta;
en el conducto torácico el 90%de los linfocitos eran de vida
larga; en los ganglios linfáticos mesentéricos el 75%de los
linfocitos eran de vida larga y en el bazo el 25%de los lin
focitos eran de vida larga; casi todos los linfocitos pequeños
de la médula ósea y del timo eran de vida corta.(67).

Experiencias estudiando la sobrevida linfocitaria por colora
ción supravital, timidina-tritiada y autoradiografía en rato
nes, demostraron que el 17%de los linfocitos sanguíneos eran
células de vida corta; que los linfocitos de vida larga eran
formados por un grupo heterogéneo de células con valores de
vida media variando de algunas semanas a varios meses y que
la frecuencia de muerte celular intravascular de los linfo
citos de vida corta era lO veces mayor que la de los linfo

(4k).citos de vida larga.
En el hombre la mayoria de los linfocitos circulantes son de
vida larga, de tres meses a diez años, algunas de estas cé
lulas pueden sobrepasar los 20 años de vida. El promedio de
vida de los linfocitos de vida corta se calcula de 3 a 4 días.
Todos los linfocitos de la médula ósea y del timo y el 20%de
los linfocitos de otros órganos pertenecen a los linfocitos

I/O
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de vida corta. El 80%de los linfocitos de los órganos peri
féricos pertenecen a los linfocitos de vida larga. (2) (#3)
(67).

E).PRODUCCIÓN DE LINFOCITOS.

En el adulto normal se calculó que el número de linfocitos
de la sangre periférica se mantiene constante entre 1500 y
3500 /mm3. (19)°

Muchoslinfocitos de vida larga recirculan continuamente entre
la sangre y la linfa a través de los espacios linfcides peri
arteriolares del bazo y la parte profunda de la certeza de
los ganglios linfáticoso El drenaje continuo del conducto
linfático, la irradiación continua de la sangre o de la linfa,
la administración de un suero antilinfocitario, provocanuna
disminución celular local en éstas áreas, que vuelven a po
blarse muylentamente (43) sin embargo la cantidad de los
linfocitos de vida corta no parecen estar afectados en forma
significativa por ninguno de estos procedimientos. Por lo
tanto 1a producción de linfocitos involucra por un lado z
una producción relativamente lenta en pequeña esea.a de lin
focitos recirculantes de vida larga v una producciv

rápida y en gran escala de linfocitos de vida corta. (43).
La falta de modi i ación en el néaero de linff c o

lentes de vida corta en animales timectonizados, termitió
deducir la importante intervención del te 1
te (ganglios linfáticos, bazo, médula ósea) en la producción
de éstas células.
Estudios realizados en base a la cantidad de células en
mitosis en los tejidos linfáticos, calculando el índice
mitótico y utilizándolo para estimaciones aproximadasdel
tiempo necesario para renovar todas las células dentro de
una población, dieron un promedio de 2,40 dias para los
centros germinativos de los foliculos linfáticos de los
ganglios linfáticos, 1,79 días para los centros germinativos
del bazo y 8,66 días para los cordones de Billroth. La acti
vidad m;tótica de las células en la zona cortical de los fo
lículos linfáticos y de las zonas paracorticales era extre
madamentereducida. (67).
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La administración de timidina —H3 (tritiada) incorporada a
la molécula de ADNcelular durante la fase de sintesis del
ADN,en forma aislada o continua, permitió estudiar la tasa
de aparición de linfocitos marcadosen los distintos tejidos
linfáticos.
Después de una sola dosis de timidina tritiada, una gran pro
porción de células de los centros germinativos de los folícu
los linfáticos ganglionares y de la pulpa blanca del bazo
aparecían marcadas.

La magnitud de la producción linfocitaria de los ganglios lin
fáticos y del bazo presenta una gran variación dependiendo de
estímulos adecuados (presencia de antígenos)0 Estes órganos
que son relativamente inactivos antes del nacimiento y carecen
de centros germinativos en animales crecidos en condiciones
estériles, exhibenuna rápida repuesta proliferativa, frente
al estimulo adecuado (presencia de antígeno).

Sin embargoanimales crecidos en forma estéril, siguen tenien
do linfocitos recién formadosen la sangre, más aún, linfoci
tos de vida corta siguen apareciendo en la sangre después de
la extirpación del timo, del bazo, de gran cantidad de ganglios
linfáticos y de una gran porción del intestino, indicando la
presencia de otra fuente de producción linfocitaria.
Numerososlinfocitos aparecen en forma difusa en el parén
quima de la médula ósea (M0) constituyendo entre el lO y el
20%de las células nucleadas medulares. El 100%de los linfo
citos de la M0aparecen marcados después de h días de infu
sión continua de timidina tritiada en ratas. (#3) (67).

Aunquemuchos de los linfocitos de la M0parecen desintegrarse
"in situ", otros son volcados al torrente sanguíneo. Estudios
al microscopio electrónico mostraron pequeños linfocitos pa
sando entre las células endoteliales de los sinuseides medu
lares. La administración selectiva de timidina - H3 intrame
dular en animales permitió observar la aparición de linfoci
tos marcados sólo en 1a M0al principio, luego en la sangre
y a los pocos dias en el bazo y en menos proporción en los
ganglios linfáticos, las placas de Peyer y algunos escasos
en el timo (43). Algunos autores sugieren que estas células
actuarían comocélulas linfáticas madres, emigrandoal timo,
donde originarian linfocitos timo dependiente o a la bursa
de Fabricio de las aves o a su equivalente en los mamíferos
(placas de Peyer), originando linfocitos bursa-dependientes.
(67).

La M0 es un órgano con una linfopoyesis muy activa, que ac
túa sin necesitar un estimulo externo y no se ve afectada
por la extirpación de otros órganos linfáticos, ni por el
vaciamiento de contenido linfocitario_recirculante.(k3) (67).
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La extirpación del timo en ratones recién nacidos, provoca
ba una disminución en la cantidad de linfocitos sanguíneos
y de los órganos linfáticos. (61).
Los linfocitos tímicos se observan en el feto humanoa las

I . . lnueve semanas de gestacion; su origen esta en discuSion.
Aunquealgunos investigadores piensan que los linfocitos
tímicos se originarían a partir de las células epiteliales
del timo, la mayoria de los investigadores se inclinan hacia
la teoria del origen extratímico de estos linfocitos que se

. . I . I I . - .originarian a partir de celulas que habrian emigranoa partir
de tejidos hematopoyéticos comola M0o el higado fetal. (67)

La efectividad de transplantes timicos en el sindrome de
Di George, provocado por una aplasia timica debida a una
falta en el desarrollo de la tercera y cuarta bolsa faringea
con la subsecuente falta de epitelio timico es una prueba
en favor de una célula precursora de estos linfocitos, que
sería extratimica.

La corteza timica presenta una alta tasa de producción lin
focitaria con un alto indice mitótico. La actividad mitótica
de los linfocitos timicos es mayor durante el periodo neona
tal y decrece luego, sobretodo durante el período de invo
lución.

La actividad mitótica de la médula tímica es muyreducida.

Postinfusión continua de timidina-tritiada, el 100%de los
linfocitos tímicos aparecieron marcados entre los 6 y 7
días. (67)

Se conocenvarios factores que influyen sobre la linfo
poyesis timica, los corticoesteroides adrennles retardan o
inhiben la linfopoyesis timica, la adrenalectomía o un fun
cionamiento deficiente de las glándulas adrenalos se ve a
sociada a un aumento del tamaño del timo y de la actividad

‘mitótica de los linfocitos tímicos, el "stress" produceuna
atrofia timica probablemente mediante el estimulo de la
producción corticoesteroidea adrenal; la testosterona y los
estrógenos también producen una involución timica. Otras
hormonas, comola hormonadel crecimiento y la tiroxina pro
ducen un aumento en el tamaño del timo. (61) (67).

La proliferación de linfocitos timicos no se ve afectada por
1a inyección de antígenos, la extirpación de órganos linfá
ticos, la timectomía parcial y los injertos de timo. (61)
Estudios utilizando cromosomasmarcados e injertos de timo
permitieron observar linfocitos de origen timico en ganglios
linfáticos y bazo.



El estudio del desarollo de los órganos linfoides, de la
linfopoyesis y estudios experimentales en sistemas anima
les, permitieron profundizar más en cuánto al origen del
linfocito.
La timectomia provocaba una disminución en la cantidad de lin
focitos circulantes y una desaparición de pequeñoslinfocitos
en la pulpa blanca del bazo.

La extirpación de la bursa de Fabricius de las aves, una es
tructura homologadaa las placas de Peyer del intestino del
gado de los mamíferos, era seguida de una ausencia de los cen
tros germinativos de los foliculos linfoides, la inyección de
linfocitos provenientes de la bursa era seguida de la aparición
de los centros germinativos.

Basándose en estas experiencias y muchas otras observaciones,
Goodpropuso una teoria según la cuál el linfocito se origi
naria a partir de una célula madreindiferenciada multipoten
cial, pudiendo formarse en la M0fetal, el higado fetal o el
área vasculosa del saco vitelino; esta célula madresería capaz
de diferenciarse según el tejido especializado con el que
estaria en contacto.
Los componentesdel tejido timico, del tejido de la bursa (o
su equivalente en los mamíferos) proveerian el medio ambiente
necesario para dicha diferenciación; para recalcar el papel
preponderante de estas estructuras en la diferenciación celular,
tanto la bursa o sus estructuras equivalentes, en los mamíferos,
comoel timo, la M0, son denominadas órganos linfcides primarios
o centrales. Estos órganos linfoides primarios sirven para poblar
y mantener áreas bien definidas en los tejidos linfoides segun
darios o periféricos comolos ganglios linfáticos y el bazo.

Se considera que el timo mantiene la población linfocitaria de
las áreas paracorticales de los ganglios linfáticos y la pulpa
blanca del bazo, y la bursa o su equivalente en los mamíferos
sería responsable delxfliar y mantenerlos foliculos linfáticos
de los ganglios linfáticos y del bazo.
Se demostró (67)1a existencia de una migración continua de cé
lulas capaces de dividirse rápidamente desde la médula ósea al
timo, donde presumiblemente se diferenciarían.
Las células producidas en el timo a su vez migrarian hacia las
estructuras linfáticas periféricas en áreas timo-dependientes,
contribuyendo probablemente al reservorio de linfocitos de vida
larga. (67).
En aves también se demostró la migración de células de la bursa
de Fabricius a los órganos linfoides periféricos. (67).

0/.
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LV“ ÏÏÉ‘ÏÉÏÉIÏ;
Hasta no hace muchose desconocía la función del linfocito.
En 1956 Yoffey señalaba que "si el linfocito no es precursor
de otras células y posee un ciclo de vida propio e indepen
diente, tarde o temprano se deberia poder demostrarle alguna
función especial que le sea propia". (59).
La demostración "in vitro" de la capacidad de les linfocitos
de transformarse en células inmaduras en presencia de phito
hemaglutinina, y la observación "in vivo" de este mismofenó
meno en presencia de estímulos adecuados comoantígenos espe
cificos, asociados a la enfermedadde los redrejos por tra splan
te, descripta por Billingham, y producida en ratones, pollos
y ratas recién nacidos al inyectar linfocitos pequeñosinmu
nológicamente competentes, involucraron al linfocito en las
reacciones inmunológicas. (59).

Se puede definir la inmunidad comoel conjunto de mecanismos fi
siológicos que permiten al animal reconocer las entidades extra
ñas a su ser, y neutralizarlas, eliminarlas o metabolizarlas con
o sin lesiones de los tejidos propios. (33)o

Muchostrabajos experimentales con respecto a los tejidos,tipos
Celulares, productos elaborados, mecanismosde acción del sis
tema inmunológico, fueron realizados durante las décadas de 50
y del 60, prolongándose hasta nuestros dias. Los trabajos de
Metcalf en ratones timectomizados involucrando a éste órgano
en la producción de linfocitos y la respuesta inmunológica (59)
y los estudios de Glick sobre la bolsa de Fabricio, órgano lin
foide de la cloaca de la gallina, resultaron eventos claves
para adelantar en la comprensión del mecanismoinmunitario En

J.

I
1966 Cooper realizó una serie de experiencias, combinrndo t
mectomia y o bursectomía quirúrgicas con la destruccion de

ficiencia de linfocitos circulantes, y otros te icos lin
foidccs nc s +
portante de linfocitos equeños, Su capacidad de desarro
llar reacciones alérgicas tardías y de rechazar homo
injertos de piel disminuye considerablemente.Sin embargo
tienen niveles normales de inmunoglobulinasïíG y'XMy
sus tejidos presentan una cantidad normal de células
plasmáticas. No hay crecimiento y la muerte es temprana.
Experimentalmente estos modelos son equivalentes a rato
nes timectomizados al nacer; su paralelo en patología
humanaes la alinfoplasia timica pura.

0/.
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2) Bursectomía + irradiación. El timo de estos animales queda
intacto; En estas aves, la cantidad de linfocitos pequeños
en sangre periférica y tejidos linfoideos es normal; pero
en los tejidos linfoideos no hay folículos germinativas ni
células plasmáticas. No hay inmunoglobulinas ¿'G ni XM en
sangre, y no aparecen anticuerpos circulantes, incluso des
pués de estímulos antigénicos potentes. Se rechazan los homo
injertos de piel y aparecen reacciones normales de huésped
contra injerto. El equivalente humanode este modelo expe
rimental es la agammaglobulinemiade tipo Bruton.

V3 Timectomía + bursectogia + irradiación° Se obtiene una suma
de los defectos mencionados en los dos modelos experimenta
les anteriores. Haylinfopenia, atrofia considerable del
tejido linfoide, falta de linfocitos pequeños,centros ger
minativos y células plasmáticas. Nose desarrollan anti
cuerpos ni inmunoglobulinas; no se observa sensibilidad
tardía y se toleran los homoinjertos cutáneos. El equiva
lente humanoes la agammaglobulinemia de tipo suizo. Los
resultados de estas experiencias establecen claramente las
bases anatómicas para la dualidad del mecanismoinmunoló
gico y el papel preponderante de los linfocitos en este
mecanismo. (33).

Sin embargo la respuesta inmunológica a muchos ntígenos patógenos no
puede iniciarse sin las etapas previas de fagocitosis y "procesamiento
antigénico" por parte de los macrófaros, mientras que ciertas reaccio
nes inmunológicas dependen de los componentes fagociticos del sistema
reticuloendotelial y del sistema de complemento.La contribución del
sistema linfocitario a la defensa del organismose realiza nediante
la llamada inmunidad humoral o inmediata, la inmunidad celular o
mediata y el aporte de células con memoria. (18).

La inmunidad humoral o inmediata se debe a la presencia de anti
cuerpos representados por las inmunoglobulinas. Las células pro
ductores de inmunoglobulinas corresponden a los linfocitos B o bursa
dependientes o su equivalente en los mamíferos. Estos linfocitos B
en presencia de un estímulo antigénico originarían los plasmoblastos
y luego los plasmocitos que son células muyactivas en la síntesis
de anticuerpos. Estas células perdieron la capacidad de dividirse y
no se observan en la sangre. (18) (36) (67).
La inmunidad célular o mediata incluye las manifestaciones que se
expresan a través de linfocitos dependientes del timo o los llama
dos linfocitos T° Este tipo de inmunidad se incia en forma más tardía
con la identificación del antígeno por receptores de la superficie
celular del linfocito T produciéndose luego una serie de fenómenos
que se exteriorizan con la liberación de sustancias activas que in
tervienen en el proceso comoel factor inhibitorio de la migración

0/.
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de macrófagos, citotoxinas, quimio-toxina, sustancia de estimu
lación blastogénica de los linfocitos, interferón; que actúan
acumulando macrófagos y estimulando su capacidad funcional, pro
duciendo liberación de sustancias que provocan la destrucción
celular directamente, reclutamiento de nuevos linfocitos e in
hibición de la síntesis viral.
Estos linfocitos T participarían en las reacciones de rechazo de
injertos y tumores, hipersensibilidad tardía y activación de
macrófagos para promover la resistencia a la infección. También
estos linfocitos T cooperarían con los linfocitos B para facili
tar de alguna manera su función inmunológica. (3) (18) (67).

Cuando una sustancia extraña o antígeno se pone por primera vez
en contacto con un organismo se desencadena una serie de fenómenos
metabólicos y celulares que conducena la activación del sector
humoral o celular de la inmunidad, pero al mismo tiempo produ
cirá el archivo o memoriade la información recibida en ese con
tacto de tal manera que contactos posteriores de ese antígeno
específico con el huésped ya sensibilizado producirá de nuevo
los mismos fenómenos biológicos pero con mayor rapidez; se pudo
demostrar que células con memoriaeran linfocitos T. (7) (18).

Los estudios sobre el origen y la función de los linfocitos su
gieren la existencia de dos tipos diferentes de linfocitos: Los
linfocitos B y los linfocitos T con propiedades, origen y fun
ciones diferentes, aunqueresultan morfológicamenteindistin
guibles tanto al microscopio óptico comoal microscopio elec
trónico.
El desarrollo de técnicas que permiten diferenciarlos ha sido uno
de los progresos más notables en el campo de la inmunología.
Los linfocitos T :

lQ forman in vitro rosctas con heaatíes de carnero. (29)
2Qson lisados por el suero antitimocito. (29)
30 dan una reacción negativa con el ácido-peryódicc-Schiff.(11)
#9 dan una reacción de Fosfatasa ácida positiva, (ll) (58)
59 dan una respuesta positiva cultivados en presencia dc PHA

(fitohemaglutininas), (66)
69 Las células T exhiben una ma*cr movilidad electroforetica

boxilos susceptibles al ;
que en las células B. (37)

79 Son negativos a las coloraciones inmunoflorescentes. (53)
80 Al microscopio electrónico "stereoscan" presentan una

superficie lisa. (48).

0/.
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Los linfocitos B :
19

20

3o

ha

59

60

forman in vitro rosetas con hematíes sensibilizados por
anticuerpos antihematíes y complemento. (20)

pueden ser estudiados mediante la conjugación de complejos
inmunofluorescentes con las inmunoglóbulinas de superficie.
(2o) (S3).

dan una‘reacción positiva con el ácido-peryódico-Schiff.(ll)
dan una reacción de fosfatasa-ácida negativa. (11)

no responden al estímulo de la PHA(fitohemaglutinina).(66)

exhiben una movilidad electroforética más lente (0.904wn/
sec/V/cm) presentando grupos fosfatos y sulfhidrilos en la
superficie celular con gran cantidad de grupos aminos car
gados positivamente, y grupos cx - carboxilos suscepti
bles al ácido-M-acetilneuramínico inferiores que en los
linfocitos T.(37)

7Qal microscopio electrónico"stereoscan" presentan una super
(H8)ficie vellosa.

Los valores normales de linfocitos T y B, calculados en base a la
formación de rosetas con eritrocitos de carnero o con hematies hu
manos sensibilizados por anticuerpos antihematíes y complemento
fueron los siguientes (30):

Linfogitos B 27.5% t 4.4 o 477/41 -: 188.
Linfocitos T 60.6% t 4.o o 10%9/4/ t 386.

no forman rosetas de ningún tipo.
11.9% 0 206/01

I

Linfogitos 0
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5/ gggggpggrg_g1gp_LII-JFOCITo El} LA LEUCÉMIALil-¿EMMA caóNigA.

Varias han sido las tentativas de diferenciar los linfocitos
leucémicos de los normales.

El linfocito leucémicovisto al microscopio óptico coloreado
mediante el método de May-Grúnwald-Giemsa,presenta al igual
que el linfocito normal un citoplasma basófilo: celeste con
un halo más claro alrededor del núcleo que generalmente no
contiene granulaciones, aunque a veces puede presentar es
casas granulaciones azurófilas irregularmente distribuidas;
esta franja citoplasmática puede ser muyescasa, o aparecer
más abundante en ambos tipos de linfocitos. (67)

El núcleo redondo, ovalado o a veces ligeramente eseotado,
' . . I .suele aparecer en los linfoc1tos leucemicos comoreplegado

sobre si mismo. El núcleo, paquicromático presenta una con
centración cromatinica periférica con condensaciones grandes
intranucleares distribuidas en formairregular, siendo si
milar en los linfocitos patológicos comoen los normales.
Lo que llama la atención en los extendidos de sangre peri
férica de pacientes con leucémia linfática crónica es la
aparición de numerosas células rotas, denominadas "sombras
nucleares". (67)

Algunosautores trataron de diferenciar los linfocitos
leucémicos de los normales, e incluso distintos tipos de
leucémias en cuanto al tamañocelular, pero linfocitos de
distinto tamaño se encuentran ¿un en frotis de adultos nor
males, y el tamañodel linfocito visible al microscopio
óptico dependería muchodel grado de estiramiento,(46) (68)
Por lo tanto al microscopio óptico habria más similitudes
que diferencias. (4k)



2k/

6/. ULTRAESTRUCTURA DEL LINFOCITO EN LLC.

NUCLEO.

En general los núcleos de los linfocitos leucémicos presentan
una condensación cromatínica en la periferia nuclear, no pre
sentando diferencias con los núcleos de los linfocitos norma
les. El análisis de la proporción heterccromatina-eucromatina
fué similar en linfocitos leucémicos y normales, La observación
de un número mayor de poros en la membrananuclear de los linfo
citos leucémicosno resultó ser significativa al realizar el es
tudio estadístic0¡

Tanto los linfocitos leucémicos comolos normales presentaron
un nucleolo. (57)

CITOPLASMA.

El aparato de Golgi, cuando existía, era compuesto por unas po
cas vesículas, pero generalmente se encontraba poco desarrollado
tanto en los linfocitos normales comoen los leucémicos.

Se observaron centríolos en el 24,3%de los linfocitos normales
y el 28%de los linfocitos leucémicos, aunque la diferencia no
-resu1tó ser significativa°
Ambascélulas presentaron escasas mitoccndrias de morfología

. . I I . _Similar, un reticulo andoplasmaticc rugoso, corto; disperso en
. . I .el citoplasma celular. Se encontró un reticulo andoplasmático

largo con una cantidad moderada de ribosomas con mayor frecuen
cia en los linfocitos leucémicos°

Un retículo endoplasmático liso se observó raramente en ambos
linfocitos.
Tanto los linfocitos leucémicos comolos normales contenían
ribosomas sueltos en el citoplasma y también polirribosomas.

Ambostipos de células presentaban a veces gránulos dispersos
en el citoplasma, de formas variables, redonda, ovalada, en
forma de bastón, a veces con membranaslimitantes visibles y
otras veces con límites no definidos, células de ambosgrupos
contenían gránulos de glucógeno. (57)

Por lo tanto el estudio comparativo al microscopio electrónico
de linfocitos leucémicos y normales no revela ninguna diferen
cia morfológica y / o estructural entre ambascélulas.(44) (57)
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A/ MÉTODO.

1/

2/

3/

h/

5/

Se utilizaron para teñir frotis de sangre periférica seca
dos al aire

d: no coloreados
"-Grünwald—¿.z‘...: previamente coloreados con

Giemsa o Giemsa solo, el cuyo caso se reali:í una decolora
ción previa a la reacción de PASJsumergien‘a el frotis 30
min. en metanol° (27)
Reactivos :
a) Fijador : Metanol.
b) Oxidante: Ácido peryódico al 1%.
c) Solu'ién de Schiïf : segín cl metal; de .¿ls_cz—ée

Tomasi.(33). Se disuelve l g.de fue‘ina “fisica en 200 ml
de agua destilada a lOO0C; se agita y se enfría hasta
50° C, se añade 20 ml de HCl normal. Se enfría hasta 25°C
y se añade l g de metabisulfito anhidro de sodio o po

tasio (Na2 82 05, K2 S2 05). Se añaden 2 g de carbón ac
tivado, se agita y se guarda 24 horas en la oscuridad.
Se filtra recogiendo el colorante en un frasco ámbar. Se
conserva en la oscuridad entre O y H0 C. Antes de usarse
debe llevarse a temperatura a:biente.(33)

d) Reductor : Se disuelven 2,5 g de metabisulfito de sodio
en 500 m1 de agua destilada y se añade 30 ml de ácido
clorhídrico normal.

e) Colorante de contraste : Hematoxilina al 2%.

Tecnica de tinqión de PASsevún Hotchkiss. (38)
a) Se cubre el frotis de sangre con metanol durante 15 min,

Se lava con agua corriente.
b) Se cubre el frotis con el reactivo oxidante durante lO

min. Se lava con agua corriente.
c) Se cubre el frotis con el Reactivo de Scniíf durante 1

hora en la oscuridad.
d) Se cubre el frotis con el reactivo reductor durante lO

min. Se lava con agua corriente°
e) Se cubre el frotis con el reactivo colorante de con

traste durante lO min. Se lava con agua corriente.
f) Se deja secar al aireo
g) Se observa al microscopio óptico con la lente de

inmersión (100 x).
Cada extendido tiene un frotis control, que luego de la
fijación y previo a la tinción'es expuesto durante 30 min.
a 37o C a una solución filtrada de diastasa salivar.
Se realizó una evaluación semi cuantitativa contando 100
linfocitos consecutivos y clasificándolos en H grados de

./.
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positividad en cuanto a su contenido en gránulos de glucógeno
PASpositivos, según el método de Mitus.(38) Fig.HC 1,A,B,C.

Grado
¡Ju

. Í Ó....00.’........°°°...°°°.‘...°0
conteniendo de l a 9 gránUlos oooooooooo--cooo l
con omás gránUlOS ooooooooooonoeooeoonooo2

Células
Células
Células
Células con gránulos muygruesos y/o grandes bloques. 3

Multiplicando el númerode linfocitos de cada grado por el va
lor respectivo y sumandolos resultados obtenidos de las lOO
células se obtiene un índice de intensidad de la reacción de
PAS (1) que puede variar de cero (O) ( cuando ninguna célula
presenta gránulos PASpositivos) a 300 (cuando las 100 células
consecutivas observadas son de grado 3); siendo este indice un
parámetro semicuantitativo del contenido en glucégeno-celular.
MATERIAL.

Los controles normales fueron constituidos por 20 adultos sa
nos (10 hombres y lO mujeres) dadores de sangre.

Entre el grupo de pacientes con LLCdiagnosticada mediante
exámenfisico, exámende la sangre periférica, de la médula
ósea y a veces de la biopsia ganglionar, se seleccionaron a
quellos que no habían recibido ningún tratamiento antileucé
mico, o bien aquellos de los que se conservaban frotis de
sangre periférica realizados antes del tratamiento.
Luego se estudió el resultado de la reacción de PASen exten
didos de sangre periférica de cada uno de los pacientes después
de 60 días (comomínimo) de tratamiento con clorazbucil.

En estas condiciones fueron estudiados 16 hombres y H mujeres con
LLC,cuyas edades oscilaban entre los H5 y los 73 años.

Fueron descartados todos aquellos pacientes con LLCque además
'padecián de anemia hemolítica autoinmune o de diabetes, debido
al incremento de 1a positividad del PASen los linfocitos, ob
servada en estas patologías. (32) (64)



_A.- Linfooitp de Grado l en un Paciente con LeuoémiaLinfática Crónica.
En el citoplasma se observa tm gránulo PAS+ .

3.- Linfooito de Grado Cero (no) sinmgránulcs PAS+ en el citoplasma.»y Linfocito de Grado 2 (muy) con s de 10 gránulos PAS+ , En un
Paciente con LeuoémiaLinfática Crónica. ‘

r-—-i'
74

0.-a) Linfooitos de Grado Cero (-4) sin ¿“(nulos PAS+ , y Linfocito de
" Grado 3 con gránulos muygruesos, PAS+. (m9).

b) Linfoeito de Grado Cero (-9) sin gránulos PAS+, y Linfocito de
, Grado 3 con bloques PAS + (om ). .

‘ En un Paciente con Leucémia Linfatioa Crónica.

F15.N91.- A,B0.- MicrofotOgrafína'de frotia de sangre periférica de
“ Pacientes con Leueénia ¡linfático Crónica. 100X.-¿ >



RESULTADOS.

A) Se investigó el origen de la sustancia PASpositiva de los

B)

linfocitos sometiendo los extendidos de sangre periférica a
la acción de la amilasa previamente a su coloración por el
Acido-peryódico-Schiff. Los resultados obtenidos en todos
los casos demostraron que la reacción de PASse negativizaba
post-tratamiento con amilasa permitiendo conclu;r que la
sustancia PASpositiva de los linfocitos era giucógeno.

Para analizar los resultados obtenidos en los tres grupos :
Normales, Pacientes con LLCpre-tratamiento y Pacientes con
LLCpost-tratamiento se consideró:

aa) El Indice de intensidad de la reacción de P4: según el
método de Mitus (38) descripto en Material y Método.

b) El porcentaje de células PASpositivas.

En cada caso se contaron 100 linfocitos seguidos en un exten
dido de sangre periférica, anotando la cantidad de linfocitos
PASpositivos y el grado de positividad de cada célula.

I) Los resultados obtenidos en el grupo Normal demostraron:
19) La presencia de linfocitos PASpositivos de grado
0, l, 2 y 3 (Tabla I).
2Q) Valores de Indice de Intensidad comprendidos en un
rango entre 8 y 30 (Tabla I) (Tabla III) (313.1), con
un Indice promedio XN= 18,9, una desviación standard
DSN= 5.68 y un error standard ESN= 1.27 (Tabla VI).
3Q) Un porcentaje de linfocitos PASpositivos comprendi
dos en un rango entre 7%y 22% (Tabla III) (Fig.3), con
un porcentaje promedio: XN = 1%,2, una desviación
standard DSN%= h.l y un error standard ESNí = 0.91
(Tabla V).

II)Los resultados obtenidos en el grupo de Pacientes con
LLCpre-tratamiento demostraron :
10) La presencia de linfocitos PASpositivos de grado
0, 1, 2 y 3.

2Q) Valores de Indice de Intensidad comprendidos en un
rango entre 98 y 213 (Tabla II) (Tabla IV) (Fig.2),con
un indice de promedio X

standard DSLLC_re
= 5.5 (Tabla V18.

30) Un porcentaje de linfocitos PASpositivos comprendido
en un rango entre 67%y 97%. (Tabla IV) (Fig.3) con un

porcentaje promedio XLLC_pre%= 81.k, una desviación
standard DSLLC_re% =
= 2.05 (Tabla VS.

LLC-pre = 148-40, una desviacion
= 25.70 y un error standard ESLLC_pre

9.2 y un error standard ESLLC_pre%

0/0
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III) Los resultados obtenidos en el grupo de Pacientes con LLC

post-tratamiento demostraron :

10) La presencia de linfocitos PASpositivos de grado
0, l, 2 y 3.

29) Valores del Indice de Intensidad compreniiics en un
rango entre 6 y 65 (Tabla II) (Tabla IV) (Figal) con un

índice promedio XLLC_pOSt= 30,50, una desviación standard:
DSLLC—Dost. = 16.48 y un error standard ESLLC_Past= 3.6
(Tabla VI)°

3Q) Un porcentaje de linfocitos PASpositivos comprendido
en un rango entre 6%y h2% (Tabla IV) (Fig.3}, con un por

centaje promedio XLLC_pOSt%= 19.7, una desviación standard:
DSLLC_pOSt%= 9.3 y un error standard LS 2.08LLC-post% =
(Tabla V)o

C) Para verificar si lasdiferencias observadas entre los tres
grupos estudiados eran significativas se comparó:

19) El grupo Normal con el grupo de Pacientes con LLCpre
tratamiento mediante el test de Student
a) En cuánto al Indice de Intensidad de la reacción de PAS

se obtuvd una t = 21,51 para 38 grados de libertad con
una p<Í0.00l pudiendo deducir que la diferencia entre
ambosgrupos era altamente significativaa
En cuánto al porcentaje de linfocitos PASp
obtuvó una t = 29.08 para 38 grados de libertad con una
Ir<0°OOl pudiendo deducir que la diferencia entre ambos

b ositivos se
V

grupos era altamente significativa.
20) El grupo de Pacientes con LLCpre-tratamiento con el mismo

grupo post-tratamiento mediante el test de Student para
muestras pareadas.
En cuánto al Indice de Intensiggdad de la reacción deV

a
PASse obtuvo una t = 23.1% para 19 grados de libertad
con una p<(0.00l pudiendo deducir que la diferencia entre
ambosgrupos era altamente significativa.

b V En cuánto al porcentaje de linfocitos PASpositivos se
obtuvó una t = 86.87 para 19 grados de libertad con una
p<(0.001 pudiendo deducir que la diferencia era alta
mentesignificativa.

3Q) El grupo Normal con el grupo de Pacientes con LLC post
tratamiento mediante el test de Student.
En cuánto al Indice de Intensidad de la reacción de PASVa
se obtuvó una t = 2.90 para 38 grados de libertad con una
p<QOL
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b) En cuanto al porcentaje de linfocitos PASpositivos se
obtuvó una t = 2.38 para 38 grados de libertad con una
p (0.05.

D) Por lo tanto según el análisis de los resultaacs se puede
deducir que :

10) La sustancia PASpositiva de los linfocitos : es glucógeno.
20) En todos los grupos estudiados : Normal, Pacientes con LLC

pre-tratamiento y Pacientes con LLCpost-tratamiento, se
observan linfocitos de grado 0, l, 2 y 3.

V3Q Tanto el Indice de Intensidad de la reaccié: de PAScomo
el porcentaje de linfocitos BASpositivos en los Pacientes
con LLCpre-tratamiento son significativamente superiores
a los respectivos valores encontrados en los adultos
normaleso

49) Tanto el Indice de Intensidad de la reacción de PAScomo
el porcentaje de linfocitos PASpositivos en los Pacientes
con LLCdisminuyen significativamente después del trata
miento.

V
Tanto el Indice de Intensidad de la reacción de PAScomoel
porcentaje de linfocitos PASpositivos en los Pacientes con

50

LLC-post-tratamiento, si bien en algunos casos alcanzan
valores normales, el grupo en conjunto sigue manteniendo
una diferencia significativa a un nivel de p <'0.0l con
respecto al grupo control en el caso dellndice de Inten
sidad y a un nivel de pi< 0.05 con respecto al grupo
control en cuánto al porcentaje de linfocitos PASposi
tiVOSe
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Fig. 2.- Distribución del Indice de Intensidad de la Reacción de
PASen Normales y en Pacientes con LLCpre y post-trata
miento. Cada rayita (-) representa el Indice de Intensidad
de la Reacción de PASde un individuo. Los puntos (o) re
presentan la Media de cada grupo.
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Fig.3.- Distribución del Porcentaje de Linfocitos PAS+ en
' Normales y en Pacientes con LLCpre y post-tratamiento.

Cadareyita (-) representa el Porcentaje de Linfocitos
PAS+ de un individuo. Los puntos (o) representan la
Media de cada grupo.
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T A B L A I.

VALORES OBTENIDOS EN LOS ADULTOS NORMALESo

Normal G = Grado- C: Número de Células I = Latine de Intensidad

“1 N2 N3 un
C I G C I G C I G C I

86 = 0 O-x 85 = 0 0 x 89 = 0 C z 88 = 0
9 = 9 l x 9 ’ 9 l x ’+ = l+ l x 6 = 6
3 = 6 2 x 3 = 6 2 x 5 = 10 2 x 6 = 12
2 =+ 6 3 x 3 + 9 3 x 2 =+ 6 3' x O =+ 0

21 2k 20 18

N5 N6 N7 N8
C I G C I G C I G C I

81: 0 0x93 0 0x87: 0 0x87: 0
16:16 1x 6= 6 11:10: 10 1x10: 10

3 - 6 2 x 1 = 2 2 x 3 = 6 2 x 2 ll
O=+O 3x 0-+ 0 3x 0=+ 0 3x1=+ 3

-23“ “9-- _3_lé_- __Z__

N9 N10 N3.1. N12
C I G C I G C I G C I

92 = 0 0 I 87 = 0 0 x 78 = 0 O x 87 = 0
5 = 5 1 x 10 = 10 l X 16 = 16 l x 11 = ll
2 = 1* 2. x 2 = 1+ 2 x ¡+ = 8 2 x 2 = l-l

1=+ 3 3x 1=+ 3 3x 2=+ 6 3x 0=+ 0
12 17 30 15

N13 Nlh N15 N16
C I G C I G C I G C I

90 — 0 0 x 80 = 0 0 x 80 = 0 0 x 82 = 0
5: 5 1x16- 16 1x16: 16 1x13: 13
5 - 10 2 x h = 8 2 x u = 8 2 X 3 = 6
0=+0 3x 0=+ 0 3x 0=+ O 3x 2=+ 6

15 2‘+ 21+ 25

17 N18; N19 N20
c I G c ' I c; I G I
86 = 0 x 85 = 0 0 x 82 - 0 0 x 91 = 0
11:11 1x 9‘ 9 lxlS- 15 1x8: 8

- 1+ 2 x 6 = 12 2 x 3 = 6 2 x l = 2
1 =+ 3 3 x 0 —+ 0 3 x 0 =+ 0 3 x 0 + 0
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VALORES OBTENIDOS EN LOS PACIENTES CON LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

PRE Y POST TRATAMIENTO.

P = Paciente G = Grado C = Número de Células I = Indice de Intesidad

Paciente NQ1 Pgsíezte N9 2
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamient: Fost-tratamiento
G c I G c I e c I G c I
0 x 33 = 0 0 x 85 = 0 0 x 31 = 0 0 x 93 = 0
_l.x 33 = 33 l x 12 = 12 1 x #5 = 45' l x 7 = 7
2 x 18 = 36 2 x 1 = 2 2 x 19 = 38 2 x 0 = 0
3x16 =+ ’+ 3x 2=+___6.__ 3x 5=+_lí_- 3x 0=+__Q_.

117 20 98 7

Paciente N0 3' Paciente NQk
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C I G C I G C I G C I

0 x 21 = 0 0 x 88 = 0 0 x 19 = 0 0 x 8k = 0
l x H6 = 46 1 x 8 = 8 1 x 16 = 16 l‘x 8 = 8
2 x 16 = 32 2 x 3 = 6 2 x 28 = 56 2 x 8 = 16
3- x 17 =+-..EL.-. 3-,x l =+__.3._ 3 x 37 =+. EL- 3 x 0 =+._____.0

129 17 183 24

Paciente N0 5 Paciente N0 6
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamieztc Post-tratggientc
G C I G C I G C I G C I

0 x 33 = 33 0 x 83 = 0 0 x 25 = 0 0 x 79 = 0
1 x 15 = 15 l x 6 = 6 1 x H0 = MO l x 10 = 10
2 x 22;: MH 2 x lO = 20 2 x 21 = 2 22x 5 = 10
3 x 30 =+ 90 3 x l =+ 3 3 x 1% =+ 42 3 x 6 =+ 18

1k9 29 12k 38

Paciente NQ 7 Paciente NQ 8
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C- I G C I G C I G C I

0 x 13 = O 0 x 80 = 0 0 x 23 = 0 0 x 58 = 0
l x #1 = #1 l x 13 = 13 1 x 19 = 19 1 x 29 = 29
2 x 39 = 78 2 x S = 10 2 x 27 = SH 2 x 9 = 18
3x 7=+21 3x 2=+ 6 3x31=+ 93. 3x l+=+ 12

11+0 29 166 59

BÁÉíEHte No 9 "— mPaci-ente NQ10 _ "-
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C I G C I G C I G C' I

0 x 32 = 0 0 x 86 = 0 0 x 8 = 0 0 x 82 = 0
1 x 37 = 37 1 x 13 = 13 1 x 30 = 30 l x 10 = 10
2:21: ha 2x 1: 2 22:57:11» 2x 7: 1h
3 x lO =+ 30 3 x 0 =+ 0 3 x 5 =+ 15 3 x 1 =+ 3

_.—__.__ -—._—__.- —__—-—_— u.___——-—____ __—___ .—.—-—...— —_—_.—
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T A B L A II.
W

Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamientc Fost-tratamiento
G C I G C I G C I G C I

0 x 3 = 0 0 x 78 = 0 0 x 23 = 0 0 x 76 = 0
lx23= 23 1x13: 13. lx26= 26 lx 8: 8
2 x 32 = 6k 2 x 7 = 1% 2 x 29 = 58 2 x 9 = 18
3 x 42 =+ 126 3 x 2 =+ 6 3 x 22 =+ 66 3 x 7 =+ 21

2%? _ _ 3% 159 “7

Paciente N0 13 Paciette N0 1%
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento
G c I G c I G c I G c I

O x 21 = 0 0 x 8k = 0 0 x 14 = 0 0 x 73 = 0
1 x 39 = 39 1 x 10 = 10 l x 31 = 31 l x 11 = 11
2 x 2k = H8 2ix 6 = 12 2.1 35 = 70 2 x 11 = 22
3 x 16 =+ #8 3 x 0 =+ 0 3 x 20 =+ 60 3 x 5 =+ 15

-132“ "83.-- 39.- “59-
Paciente ND12 Paciente ND16

Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C I G C I G C I G C I

0 x 20 = 0 0 x 94 = 0 O x 10 = 0 0 x 80 = 0
l x 31 = 31 1 x 6 = 6 l x 32 = 32 l x 13 = 13
2 x 30 = 60 2 x 0 = 0 2 x 52 = 10k 2 x 5 = 10
3 x 19 =+ 57 3 x 0 =+ 0 3 x 6 =+ 18 3.x 2 =+ 6

1H8 6 15k 29

Paciente N0 17 Paciente ND18
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento- Post-tratamiento
G C I G C I G C I G C I

0 x 12 = 0 0 x 89 = 0 0 x 5 = 0 0 x 67 = 0
1 x 40 = #0 1 x 5 = 5 1 x 27 = 27 l x l# = 1h
2 x 27 = SH 2 x 6 = 12 2 x 60 = 120 2 x lH = 28

3 x 21 =+ 63 3 x 0 =+ 0 3 x 8 =+ 2h _ 3 x S =+ 15

152 _ 17 -323 _ “27- _

Paciente NQ 19 Paciente NQ 20
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C I G C I G C I G C I

0 x 20 = 0 0 x 86 = 0 0 x 6 = 0 0 x 61 = 0
1x30: 3o 12:8= 8 1x37= 37 1x18: 18
2 x H2 = 84 2 x 5 = 10 2 x H3 = 86 2 x 16 = 32
3 x 8 =+ 24 3 x l =+ 3 3 x 1% =+ 42 3 x 5 =+ 15

__——__ ——_.——- ————-_— _._————_———_-. ——.._—- —_——__ _...————



N O R M A L E S

Indice de Intensidad
N9 de Caso N9 de Células con- de la Réaooión fi da Células

tada; de PAS ÉiS positivas

Caso N9 1 100 21 14%
Caso N9 2' 100 24 15%
Caso N9 .3 100 20 ,llfi
Caso N9 4 100 18 12%
Caso N9 S 100 , 22 19%
Caso N9 6 100 8 7%
Caso N9 7 100 16 13%
Caso N9 8 100 17 13%
Caso N9 9 100 12 8% a

Caso N9 10 100 17 13%
Caso N9 11 100 30 22%
Caso N9 12 100 - 15 13%
Caso N9 13 100 15 10%
Caso N9 14 100 24 20%
Caso N9 15 100' 24 20%
Caso N9 16 100 25 18%
Caso N9 17» 100 18 14%
Caso N9 18 100 21 15%
Caso N9 19 100 21 18%
Caso N9 20 100 10 95:

TABLAIII.- Valores del Indice de Intensidad de la
reacción de Pas y el porcentaje de linfocitos Pis
positivos , encontrados en 20 dadorea de sangre normales.



PACIENTES CON LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

37

PRE-TRATAMIENTO POST-TRATAMIENTO

N9 de Caso. N9 de Oélu Indice de PAS % de Células Indice de PAS % de Células
las Pontau z PASpositivas PASpositiva

das

Caso N9 1 100 117 67% 2o 15%

Caso N9 2 100 98 69% 7 7%

Caso N9 3 100 129 79% 17 12%

Caso N9 4 100 183 81% 24 16%

Caso N9 5 100 149 67% 29 17%

Caso N9 6 100 124 75% 38 21%

Caso N9 7 100 14o 87% 29 20%

Caso N9 8 100 166 77% 59 4 42%

C.,o N9 9 100 109 68% 15 14%

Caso N9 10 100 159 92% 27 18%

Caso N9 11 100 213 97% 33 22%

Caso N9 12 100 150 77% 47 24%

Caso N9 13 100 137 79% 22 16%

Caso N9 14 100 161 86% 48 27%

caso N9 15 100 148 80% 6 6%

caso N9 16 100 154 90% 29 20%

Jaso N9 17 100 157 88% 17 11%

3: ,-N9 18 100 171 95% 57 33%

Jaso N9 19 100 138 80% 21 14%

Jaso N9 2o 1oo 165 94% 65 39%

TABLAIV.- Valores del Indice de Intensidad de la reacción
de PASy el porcentaje de linfocitos PASpositivos, encon
trados en 20 Pacientes con LeucemiaLinfática Crónica pre
y post-tratamiento.
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VIII . DISCUSIÓN.

El porcentaje bajo de linfocitos PASpositivos en el grupo

Normal : ÍN%= 1k,2%, el porcentaje elevado de linfocitos
PASpositivos en el grupo de Pacientes con LLCpre-trata

miento: ÍLLC pre% = 81.3 y su disminución en este mismo
grupo post-tratamiento XLLCpost% = 19,7 concuerdan con los
valores respectivos del Indice de Intensidad de la reacción
de PAS.

qEl estudio semicuantitativo del contenido de ¿incógeno en los
linfocitos de adultos normales con un indice promedio de
Í = 18,9 y un rango de 8 a 30 concuerda con los valores bajos
obtenidos en linfocitos de controles normales, por otros auto
res, X = 31, rango de 14 a 58 (Sl): X = 3%, rango 20 a 55 (38);
X = 28,2 rango 12 a 68 (l).

Los resultados semicuantitativos del contenido de glucógeno en
los linfocitos de pacientes con LLCcon un índice promedio ele
vado de Í = lh8,4 y un rango de 98 a 213 concuerda con los va
lores altos referidos por la bibliografia en los linfocitos de
pacientes con LLC : Í = 103, rango de 75 a 174 (38); Í = 103
rango 65 a 140 (Sl).

Muypocos autores estudiaron el contenido del glucógeno linfo
citario en pacientes con LLCpost-tratamiento, encontrando una
disminución del contenido de glucógeno con un índice promedio
de Í =.51 y un rango de 19 a 10%, (51) coincidiendo con nuestros
resultados, que arrojaron un promedio de Í = 30,50 y un rango de
6 a 65 en los pacientes con LLCpost-tratamiento, aunque en este
caso tanto el promedio comolos valores límites del rango fueron
inferiores.
Es interesante observar que el aumento del contenido de gluco
¿eno linfocitario no es exclusivo de la LLC, observándose va
lores igualmente elevados en otras patologías comoen los lin
fosarcomas, la enfermedad de Hodgkin, la Mononucleosis infec
ciosa, en las supuraciones crónicas, la colitis ulcerosa, en
los tumores epiteliales malignos, en la diabetes mellitus.
(32) (38) (51) (6h).

Estos resultados sugieren la existencia de alteraciones meta
bólicas responsables del aumentodel glucógeno citoplasmático
en los linfocitos, alteraciones no necesariamente iguales en
las diversas patologías.
El aumento del indice del PASen linfocitos normales cultiva
dos "in vitro", en un medio con glucosa previa a su transfor

. l . . . . .mac16n; podria ser el indice de un cambio en la activ1dad

./.
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funcional del linfocito, precediendo a la formación de anti
cuerpos y explicando el aumento del PASen las patologías no
linfoproliferativas. (49) (64)

Un índice de PASelevado, y la ausencia de una elevación en el
contenido de glucógeno de linfocitos de paciente: con LLC, cul
tivados"in vitro" en un medio con glucosa,sugiere alguna alte
ración del metabolismo comoconsecuencia de un caztio neo
plásico fundamental en la célula. (49) (6h)

Los estudios mediante prueba de tolerancia a 1a glucosa en adul
tos normales, en enfermos con diversas patologías y en pacientes
con LLCno padeciendo de diabetes, dieron resultados anormales
en el 71%de los pacientes con LLC, siendo normales en los otros
dos grupos, pudiendo correlacionarse los resultados anormales
cen índiceSelevados de PASen los linfocitos de los pacientes
con LLCinsinuando un metabolismo anormal de los hidratos de
carbonoen esta patología. (32)

n. .I. . I . .El hecho que ceiulas morfologicanente identicas comolos linfo
' . . . 1Clones bioquimicas

l
citos normales y los de la LLCpresentan vari

e rl=cogeno cito-,
9

muymarcaïas, comoel awaento considerable d-l ¿.a
plasmático en caso de LLCsugiere que la aberración metabólica
sería un reflejo de la patología imperante.
Los estudios sobre glicólisis y respiración en leucocitos reve
laron diferencias notables entre los leucocitos normales y los
leucocitos leucémicos. La producción de ácido láctico resultó
ser 45,2 ¿1Mpor lO leucocitos por hora en leucocitos normales,
mientras que su valor descendió a 4,8qu por lOÓleucocitos por
hora en los casos de LLC; el consumo de oxígeno desde hth por
lO células por hora en los normales, descendió a 1,1 ¿{Mpor 10
células por hora en los casos de LLC;y la utilización de glucosa
de 2144Mpor hora en los normales llegó a 2,9,qM en los casos de
LLC. (63)

:Los estudios sobre enzimas comola fosforilasa, la UDPGgluco
siltransferasa o la. d - D - glucosidasa involucradas en la sín
tesis o el catabolismo del glucógeno, resultaron normales en los
linfocitos de las LLC, lo que permitiría deducir que el almacena
miento del glucógeno en estos casos se debía a otro defecto
metabólico. (8)

Marcandolinfocitos normales y linfocitos de pacientes con LLC
con glucosa - l - Cl se pudo comprobar que el metabolismo de
la glucosa estaba disminuído en las células leucémicas con
respecto a las normales,

0/.
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La cantidad de 1)+C02producido, comoindicador de la glicólisis
oxidativa en su totalidad, la producción de intermediarios gli
colíticos, la cantidad total de azúcar utilizada y el por ciento
utilizado a través del ciclo de la HexosaMonofosfatofueron sig
nificativamente inefriores en los linfocitos leucémicos que en
los normales. (8) (2%)

Por otro lado el total de la glicólisis aeróbica comotodos los
pasos que conducen desde la glucosa al ácido láctico a través de
las enzimas : hexoquinasa, fosfohexosaisomerasa, fosfo-fructosa
kinasa, aldolasa, triosafosfatoisomerasa, piruvatokinasa y
láctico dehidrogenasafueron inferiores en los linfocitos
leucémicos que en los normales, considerándose a la hexokinasa
comola enzima limitante. (63)

El hecho que el linfocito leucémico presenta un defecto en la
utilización de la glucosa a través del ciclo de la hexosamono
fosfato podría provocar la acumulación de algún intermediario
glicolítico que podría Ser utilizado en el ciclo de la gluco
génesis celular, resultando en una sintesis patológica de glu
cógeno. Por ej.la glucosa - 6 - fosfato acumuladapodría trans
formarse mediante la fosfoglucomutasa en glucosa - l - fosfato
y entrar en el ciclo de la síntesis de glucógeno. Por otro lado
se sabe que los niveles de la enzima glucógeno sintetasa (UDPG
glicosiltransferasa) dependende los niveles de glucosa - 6 - P.
(8) De esta manera se podría explicar la acumulación de glucógeno
en estos linfocitos leucémicos. La falla en el metabolismode los
azúcares podría ser en última instancia debida a una alteración
a nivel de la síntesis proteica de enzimas debidas a modificacio
nes en los ácidos nucleicos celulares. Estudios sobre los ácidos
desoxirribonucleicos (ADN)de los linfocitos normales y leucé
micos demostraron que la cantidad total de ADNera igual en ambas
célulass
Estudios sobre los ácidos ribonucleicos (ARN)en linfocitos de LLC
y normales demostraron que la cantidad total de ARNera igual en
ambas células.
Estudios sobre las distintas clases de ARNen linfocitos leucémicos
y normales demostraron que la cantidad total de r - ARNera igual
en ambas células, pero en los linfocitos leucémicos había mayor'
cantidad (4%) de un ARNde bajo peso molecular (4 —10 S) con
respecto al encontrado en las células normales. (O.H%).Por dis
tintos métodos se verificó que este ARNde bajo peso molecular no
provenía de la escisión de la molécula de ARNde alto peso mole
cular.

./.
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La síntesis de ARNresultó ser normal en los linfocitos
leucémicos, pero se encontró un ARNde alto peso molecular
muchomás estable que el normal.

Al estudiar la actividad ribosomal se encontró que ésta era de
16 a 23%en los linfocitos de la LLC,mientras que los valores
obtenidos en linfocitos normales eran de #3 a kkí; por lo tanto
en la LLChabría una disminución en la formación de polisomas
con la consecuente disminución en la síntesis proteica. (h)

Estos resultados son compatibles con la disminución en la pro
ducción de globulinas que se observa en la LLCy también con la
actividad disminuida de enzimas del ciclo de la hexosa monofos
fato con la posible utilización de los intermediarios glicolí
ticos en el ciclo de la glucogénesis resultando en la acumulación
de glucógeno detectada en los linfocitos de la LLC.

Algunos teorías sugieren que la acumulación de glucógeno intra
citoplasmático inhibiría el normal funcionamiento de la maqui
naria sintetizadora de inmunoglobulinas con la consecuente
hipogamma-globulinemia° (kh) .

Estos linfocitos por lo tanto ademásde las anormalidades meta
bólicas con respecto al glucógenointracelular, a la presencia.
de ciertos ARNanormales y una actividad ribosomal disminuida
también, presentan otros tipos de anormalidades.

La asociación de patologías auto-inmunes con las LLC, la mayor
sensibilidad a infecciones bacterianas, afecciones virósicas,
la presencia de hipogammaglobulinemiasugieren una incompetencia
inmunológica en estos linfocitos. (20) (H2) (5%).

La inmunización de controles normales y pacientes con LLCcon
antígenos de Salmonella produjo en los primeros síntesis de anti
cuerpos no detectada en los pacientes con LLC,no observándose en
los linfocitos leucémicos la adherencia de las bacterias a_1a su
perficie linfocitaria, "in vitro" post inmunización-comomanifesta
ción visible de la reacción : Ag - Ac observada en los linfocitos
normales, sugiriendo la pérdida de una importante función bio
sintética de los linfocitos leucémicos. (6)
La aparición de mitosís en cultivos de linfocitos normales y
leucémicos al ser expuestos a antígenos comoEscherichia coli
"in vitro" indicaría que lainmunidad adquirida previamente a la
aparición de la enfermedadno esta afectada.
La falta de mitosís en cultivos de linfocitos leucémicos al ser
expuestos "in vitro" a antígenos desconocidos comoSalmonella
comercial, mientras que se observan mitosís en linfocitos nor
males en las mismas condiciones, indican un defecto biológico
básico del linfocito de la LLCpara activar nuevos sistemas
inmunológicos. (7)
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"La falta de respuesta a la fitohemaglutinina es otra caracteris;
tica detectada en los linfocitos de la LLC. (20) (#2) (54) (56).
La demostración de la existencia de dos clases de linfocitos en
la sangre periférica, morfológicamenteiguales, pero diferentes
en cuánto a su origen, funciones, diversas caract .ísticas,
fisiología, cantidad, denominadoslinfocitos B y linfocitos T
(15) abre un nuevo enfoque en este estudio.
Varios estudios en cuanto a las características de los linfo
citos T y B demostraron que en las LLClos linfocitos eran
linfocitos B, encontrándose una población de linfocitos T
normales diluidos en la gran población de linfocitos B leu
cémicos° (lO) (13) (17) (H1) (53) (55)

Pero otras investigaciones estudiando a fondo las características
de los linfocitos en las LLC, en algunos pocos casos, l caso
sobre ll (10) y otros ll casos (9), encontraron que los linfo
citos leucémicos presentaban las características de los linfo
citos T. Llama la atención que los pocos casos de LLCdescriptos
en Japón donde generalmente no se observa LLCson precisamente
LLCa linfocitos T. (9)

Los estudios inmunológicos y citoquímicos de los linfocitos de
las LLCpresentaron diversas características según la clase de
linfocitos en cuestión; los linfocitos T presentaban una reacción
de PASnegativa y una reacción de fosfatasa ácida positiva,mientras
que los linfocitos B presentaban una reacción de PASpositiva y una
reacción de fosfatasa ácida negativa. (ll)
La existencia de LLCa linfocitos T es probablemente la explicación
de reacciones de PASnegativas o disminuidas encontradas por
algunos autores, aunque de acuerdo a los casos descriptos en la
literatura este tipo de LLCes mucho menos común que la LLCa
linfocitos B.
Por lo tanto en las LLCa linfocitos B encontramos una población
de linfocitos leucémicos de vida larga (12), metabólicamente anor
males, cargados de glúcogeno, que no responden al estimulo de la
fitohemaglutinina y que son inmunológicamente incompetentes, pu
diendo deducir que en la mayoría de los casos la LLCse debería
a una proliferación monoclonalde células con características de
linfocitos B. Quederíapor dilucidarse si estos linfocitos leuce
micos con caracteristicas de linfocitos B provienen realmente de
un linfocito B que debido a cambios neoplasicos fundamentales su
frió alguna alteración en su comportamientonormal, o si se tra
taria de alguna célula linfocitaria,con algunas caracteristicas
semejantes a las de los linfocitos B, que normalmente se encuen
tran en muy escaso número en el organismo y que por algún cambio
neoplásico aparece en gran cantidad en esta patología.
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IX. CONCLUSIONES.

Se investigó la presencia de glucógeno citoplasmático en los
linfocitos sanguíneosmediante la reacción cithuímica del
ácido-peryódico-Schiff, PAS,calculando el porcentaje de lin
focitos PASpositivos y realizando un análisis semicuantita
tivo de la reacción mediante un índice de intensidad calculado
en base a la cantidad de gránulos de glucógeno presentes en los
linfocitos, en 20 adultos sanos ( 10 hombres y 10 mujeres ) y
20 pacientes con leucemia linfática crónica, LLC, (16 hombres
y n mujeres), pre y post-tratamiento mínimo de 60 días con un
agente quimioterápico, que actúa a nivel del ácido desoxirri
bonucleico z el clorambucilo.

En el grupo Normal se encontró un porcentaje de linfocitos
PAS + bajo, con un promedio de 1H.2% que aumentó a 81.4% en el
grupo de Pacientes con LLCpre-tratamiento, descendiendo a un
promedio de 19.7% Post-tratamiento. El aumento del porcentaje
de linfocitos PAS+ en el grupo de pacientes con LLCpre-tra
tamiento con respecto al grupo normal fué estadísticamente
significativo con un valor de p<Ï0.00l. La diferencia en el
porcentaje de linfocitos PAS+ entre el grupo de pacientes
con LLCpre y post-tratamiento también fué estadísticamente
significativa con un valor de p<(0.00l. El procentaje de
linfocitos PAS+ en los pacientes con LLCpost-tratamiento
mantuvieron una diferencia significativa a un nivel de pi<0.05
con respecto al grupo normal.

En el grupo Normal se encontró un índice promedio bajo de
18.9 que aumentó a un índice promedio de 1h8.4 en el grupo de
pacientes con LLCpre-tratamiento, descendiendo a un índice
promedio de 30,50 después del tratamiento. La elevación del
índice en los pacientes con LLCpre-tratamiento con respecto
a los valores normales fué estadísticamente significativa con
un valor de p< 0.001. La diferencia entre los valores del
índice de los pacientes con LLCpre y post-tratamiento fué
estadísticamente significativa con un valor de p<(0.001. Los
valores obtenidos en los pacientes con LLCpost-tratamiento,
aunque aparentemente se acercaron a los valores normales al
ser comparadosestadísticamente se encontró una diferencia
significativa a un nivel de p < 0.01.
Estos resultados permiten aseverar que :

IQ En los adultos normales la cantidad de glucógeno cito
plasmático de los linfocitos sanguíneos es baja.

IID En 20 pacientes con LLCla cantidad de glucógeno citoplasma
tico de los linfocitos sanguíneos fué elevada, haciendo
pensar en la presencia de algún trastorno metabólico sub
yacente directamente relacionado a la transformación neo
plásico celular.

0/.
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IIIO El descenso en la cantidad de glucógeno citoplasmático
en los linfocitos leucémicos post-tratamiento es muy
útil del punto de vista terapéutico:
1/ Para valorar la eficacia de la medicación.
2/ Para investigar el efecto de nuevas drogas.
3/ Para la elección de la medicación más eficaz en cada

caso y cambiar el esquema terapéutico cuando sea ne
cesario.

Considerandola investigación de la fisiopatologia linfocitaria,
la Reacción de PAS :

a/ Indicaría la presencia de variaciones bioquímicas impor
tantes detectadas en células aparentamente idénticas en
cuánto a su morfología tanto al microscopio óptico, como
al microscopio electrónico y su retorno a la normalidad
post-tratamiento.

b/ Sería un métodoútil, relativamente simple y poco costoso
para detectar la presencia de células anómalas.

c/ Serviría para detectar aberraciones metabólicas comomani
festación de la patología neoplásica subyacente.

d/ Indicaría la existencia de una etiología diferente en aquellos
casos de LLCcon reacción de PASdisminuida o negativa,
citados por varios autores. (ll) (39) (69)

Siendo especialmente interesante en estos casos la evaluación
del efecto de la medicación y del esquematerapéutico más eficaz
para profundizar en las posibles causas etiopatogénicas.

Lic. Bodies H. de Gosen

Dr. Alfredo E. Manabi
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Para corroborar cuantitativamente los hallazgos semicuantitativos
precedentes en cuanto al aumentodel glucógeno linfocitario en
pacientes con LLCpre-tratamiento con respecto a un grupo normal
y su disminución post tratamiento, se realizaron determinaciones
microespetrofotométricas. (2)
Tambiénse efectuaron mediante microespectrofotometría mediciones
cuantitativas de Acido-Desoxirribonucleico (ADN)linfocitario en
normales y en pacientes con LLCsin tratamiento para investigar

I I 1 . Iotro parametro mas con el Objeto de esclarecer las anomalias me
tabólicas celulares de esta patología, (l)
1. Mil‘íidLALnynïiEïQDQ;

MATERIAL.

A/ Para las mediciones de glucógcnolinfocitario se utilizaron
frotis de sangre periférica de

19/ 10 adultos normales (5 hombres y 5 mujeres) dadores de
sangre que constituyeron el grupo normal.

29/ 10 pacientes con LLC (8 hombres y 2 mujeres) pre- y post
tratamiento con clorambucil.

En cada caso se midió el glucógeno de 100 células linfoci
tarias consecutivas.

B/ Para las mediciones de ADNlinfocitario se utilizaron frotis
de sangre Periférica de :
19/ 10 adultos normales (5 hombres y 5 mujeres) dadores de

sangre que constituyeron el grupo normal.
29/ 10 pacientes con LLC(8 hombres y 2 mujeres) sin trata

miento.
En cada caso se midió el ADNde 20 linfocitos consecutivos y
de lO neutrófilos segmentados consecutivos.

MÉTODO.

A/ Para la tinción del glucógenolinfocitario se siguio el
método de tinción de PASsegún Hotchkiss (38) descripto
anteriormente.

B/ Para la tinción del ADNse siguió el método de Feulguen.(33)
1) REACTIVOS:

a) Fijador : Metanol.
b) Hidrolizante : Acido clorhídrico SN
c) Solución de Schiff : según el método de Coleman- de

Tomasi (33) descripto anteriormente en Material y
Método (VI, A, 2,c) pero sin añadir carbón activado.

d) Reductor z se utilizó el mismoreductor descripto en
Material y Método (VI, A, 2, d).
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2) TECNICA DE TINCIÓN.

a) se cubre el extendido de sangre periférica con el
reactivo fijador durante 3 minutos. Se lava con agua
corriente°

b) Se cubre el extendido con el reactivo hidralizante a
temperatura ambiente durante 35 minutos. Se lava con
agua corriente.

c) Se cubre el extendido con el reactivo reductor durante
5 minutos. Se lava con agua corrienteo
Los núcleos se observan de color rojo violáceo.
Las zonas ocupadas por lor nucleolos se observan in
coloras°

Para las determinaciones cuantitativas tanto de glucógeno
como de ADNse utilizó : un microespectrofotómetro Zeiss
Cytoscan con platina automática para realizar barridos
bidirreccionales con luz monocromáticacon filtro inter
ferencial de 5600 A con condensador 0.22 y lente de inmer
sión de lOOX. El aceite de inmersión fué previamente
probado para seleccionar aquél que producía el menor
efecto de dispersión de luz. El aceite de inmersión uti
lizado tenía un índice de refracción de 1.568.
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II. RESULTADOS.

A) Los resultados obtenidos con respecto al glucógeno linfo
citario, expresados en unidades arbitrarias de sustancia
PASpositiva (U.A. PAS(+) ) fueron los siguientes:

I. NORMALES.

10 Para cada normal se midió la cantidad de glucógeno por lin
focito, contandose 100 linfocitos consecutivos.
Para un caso se realizó un histograma representando el
contenido de glucógeno por lingocito expresado en U.A.PfiS
(+) en función de la frecuencia celular para los 100 lin
focitos considerados (Fig.NQ : la).
Teniendo en cuenta todas las mediciones realizadas en los
10 normales se observó que el valor máximo de glucógeno
por linfocito fue 8.H U.A.PAS(+) y el valor minimo fué:
cero U.A.PAS (+).

2Q Para cada Normal se consideró :
a) El porcentaïe de linfocitos PASpositivos Tabla Ia
b) El Indice de Ïntensidad de la reacción de PAScalculado

según el método de ñitus (35) descripto anteriormente
en Material y Método (VI) (Tabla Ia)
El contenido de glucógeno de 100 linfocitos consecutivosVc

obtenido mediante la suma del contenido de glucógeno de
cada linfocito medidocon el citcespectrofotómetro y
expresado en U.A.PAS+. (Tabla Ia),

39 En cuanto a los normales (Tabla Ia)
a) El porcentaje promediode linfocitos PASpositivos fué

de ÍN%= ll con una desviación standard Dsyg = 2.4%,un
error standard ESH%= 0.77 Y un rango comprendido entre
7% y 15%. l

b) El indice de intensidad de la reacción de ras, dió un
promedio ÍI.N = 15, con una desviación standard DSIN
= 2.9, un error standard ESIN = 0.91 y un rango com
prendido entre lO y 21.

Vc El contenido de ¿lucógeno de 100 linfocitos consecutivos
expresado en U.A.PAS (+) para los 10 normales (Fig.h a)
dió un Í = 32.9 U.A.PAS (+), con una desviación
standard DSILAHA"PAS+ = 9.6, un error standard
ESN U°A PAS + = 3.03, y un rango comprendido entre
8.8 U.A.PAS (+) y h3.3 U.A. PAS (+).

II. Pacientes con LLCpre-tratamiento
10 Para cada paciente con LLCpre tratamiento se midió la

cantidad de glucógeno por linfocito contándose 100 lin
focitos consecutivos. En un caso se realizó un histo
grama representando el contenido de glucógeno por lin
focito expresado en U.A.PAS(+) en función de la frecuencia
celular para los 100 linfocitos considerados.(Fig.2a)

./.
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Teniendo en cuenta las mediciones realizadas en 1000 lin
focitos de los lO pacientes con LLCpre-tratamiento, en
los lO casos se observaron linfocitos carentes de glucógeno
y linfocitos con un contenido de glucógeno superior a los
valores máximos encontrados en normales (8.8 U.A.PAS+).
El valor máximode glucógeno por linfocito fué de #6,%
U.A. PAS (+).

20 Para cada Paciente con LLCpre-tratamiento se consideró:
a) El porcentaje de linfocitos PASpositivos (calculado

anteriormente en Resultados VI)b
b) El Indice de Intensidad de la reacción de PAS(calculado

anteriormente en Resultados VI).
Vc El contenido de glucógeno de 100 linfocitos consecutivos

obtenido mediante la suma del contenido de glucógeno de
cada linfocito medidocon el citoespectrofotómetro y
expresado en U.A. PAS+. Los resultados obtenidos se
observan en la tabla IIa.

3Q En cuánto a los Pacientes con LLCpre-tratamiento (Tabla IVa)
V El porcentaje promedio de linfocitos PASpositivo fué :

X LLC_pre% = 75% con una desv1acion standard : DS
= 6.8, un error standard ES

a

LLC-pre%
LLC_pre%=2.5 y un rango

comprendido entre 67% y 88%:
b) El Indice de Intensidad de la reacción de PASdió un

promedio XLLCpre II = 130, con una desviación standard
DSLLCpre II = 17,8, un error standard LSLLC_preII =5.63
y un rango comprendido entre 98 y 157.

Vc El contenido de glucógeno de lOOlinfocitos consecutivos
de los lO Pacientes con LLCpre-tratamiento, expresado
en U.A. PAS (+) (Fig.4a) dió un promedio í = 972,7
U.A. PAS (+), con una desviación standard DS = 172,6, un
error standard ES = 5%.62 y un rango comprendido entre
658.2 U.A. PAS (+) y 1218.2 U.A. PAS (+).

III. Pacientes con LLCpost-tratamiento°
10 Para cada Paciente con LLCpost-tratamiento se midió la can

tidad de glucógeno por linfocito contándose 100 linfocitos
consecutivos. Para un caso se realizó un histograma re
presentando el contenido de glucógeno por linfocito, ex
presado en U.A. PAS(+) en función de la frecuencia celu
lar para los 100 linfocitos considerados. (Fig.3a).
Teniendo en cuenta las mediciones realizadas en 1000 lin
focitos de los lO Pacientes con LLCpost-tratamiento, en
los lO casos se observaron linfocitos carentes de glucógcno,
y en 9 casos se observaron linfocitos con un contenido de
glucógeno superior a los valores máximosencontrados en
normales (8.8 U.A. PAS (+) ).El valor maximó de glucógeno
pOr linfocito fúe de 20,4 U.A. PAS(+). Este valor es in

./.
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ferior al valor maximoencontrado en estos Pacientes
pre-tratamiento (46.H U.A. PAS (+) )°

2Q) Para cada Paciente con LLCpost-tratamiento se consideró:
a) El porcentaje de linfocitos PASpositivos (calculado

anteriormente en Resultados VI),
b) El Indice de Intensidad de la reacción ve PAS(Calcu

lado anteriormente en Resultados VI).
.I

Vc El contenido de glucógeno de 100 linfocitos consecutivos
obtenido mediante la suma del contenido de glucógeno de
cada linfocito medidocon el citoespeetrofotómetro y
expresado en U.A. PAS (+), Los resultados obtenidos se
observan en la Tabla IIa°

3Q) En cuánto a los Pacientes con LLCpost-tratamiento (Tabla Va)
a) El porcentaje promedio de linfocitos PASpositivos fué

XLLC post% = 13% con una desv1acion standard DSLLCpost%
= H,3, un error standard nSLLCpost% = 1_36 y un rango
comprendido entre 6% y 21%.
El Indice de Intensidad de la reacción de PASdió un

promedio de XLLCpost II = 19, con una desviacion

Vb

standard DSLLC_pOStII= 9, un error standard ESLLCPOStII
= 2.84 y un rango comprendido entre 6 y 38,

c) El contenido de glucógeno de 100 linfocitos consecu
tivos de los lO Pacientes con LLCpost-tratamiento

expresado en U.A. PAS (+) dio un promedio XLLCpost U.A.
='83 U.A. PAS (+), con una desviacion standard

DSLLCpost U.A. = 32’-un error standard LSLLc post U.A.
= 10.12 y un rango comprendido entre 33.2 U.A. PES (+)
y 1h2.8 U.A. PAS (+),

IV).Las diferencias entre los tres grupos: Normaly Pacientes con
LLCpre y post-tratamiento con respecto al porcentaje de lin
focitos positivos y a la medición semicuantitativa del glu
cógeno linfocitario mediante el índice de intensidad de la
reacción de PASfueron analizadas estadísticamente en Re
sultados VI.
Para verificar si las diferencias observadas entre los tres
grupos estudiados en cuanto al contenido cuantitativo del
glucógenolinfocitario mediante citoespectrofotómetría y
expresadas en U.A. PAS(+), eran significativas :
19 Se comparó el grupo Normal con el grupo de Pacientes con

LLCpre-tratamiento mediante el test de Student, encon
trandose una t = 16.27 para 18 grados de libertad con
una p <_0.00l; resultado que confirma la diferencia a1
tamente significativa entre ambosgrupos.

20 Se comparó el grupo de pacientes con LLCpre- y post
tratamiento mediante un test de Student para muestras
pareadas, obteniéndose un valor de t = 46.53 para
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_9grados de libertad con una p <’0.001, resultado que
confirmala diferencia altamente significativa entre el
grupo de Pacientes con LLCpre—tratamiento y el mismo grupo
de Pacientes post-tratamiento.

3Q) La comparación del grupo Normal con el grupo de Pacientes con
LLCpost-tratamiento mediante el test de Student dió un valor
de t = l.#7 para 18 grados de libertad, siendo la diferencia
entre ambosgrupos significativa a un nivel de p < 0.2.

B). Los resultados obtenidos en cuánto a la cantidad de ADNcelular
expresados en unidades arbitrarias de ADN(U.A. de ADN)fueron
los siguientes :
lQ)Hormales.

29 V

. . I . .. cEn el extendido de sangre periferica de caca uno de los lO
1 . q . .'. f a " '-'| . : '-: 'normales, coloreado segun el metono de deulguen, se nidio

mediante citoesyectrofotónetria la cantidad de ADNde 20
linfocitos consecutivos " de lO neutrófilos segmentados
consecutivos. 1os obtenidos expresados en U.A.deLos resultan

I
ADNfueron muyhoaoózueos canto en el caso de los linfocitos,
cuyos alores oscilaron entre 1.6 J.A. de ADHy 3.0 U.L. de
ADN,comoen el caso de los neutr'filos, cuyos valores osci
laron entre 1,H U.Á. de KDI y 2.4 U.A. de ADN.

En la fig,Sa A se puede observar el ejemplo de un histegrmna
del contenido de ADNllJÏñgitïrlo expresado en U.¿. de ¿DJ en

1. I . .. _,funCion de a frecuenein auiar en un caso nornal y en AI'lo

Fig,6a A se puede observar un nieto ama respresentando e] con
r. I . . _ _.ttenldo de ADNde los neutrofilcs, en U.n. de “en en funcion

de la frecuencia celula: en el misno caso norzal anterior,

En la tabla desviaciones
standardsy

de ALH, de

Via se pueden observar las medias, las
os errores standardsdel contenido de ñDï,errescdo

' ' 'I. _ D '| ._'-. .'.".' "A 'los llnfOClbOS y de ¿os nedtroiiles Cc cadaen U.A.
uno de los lO e sos normales.

En el caso de lo: linfocitos ne“ dies observamos que las
media: tienen un valor de : í = 2.0 o Í —2.1, con desv13
Clones stcuder's,un virídn entre DS = 0.17 y DS = 0.33 y
errores standardsque va:fan entre ES = 0.03 y ES = 0.07.
En cuánto a los neutrófilos normales los valores de las me
dias encontrados fueron : Í = 1.9 o Í = 2.0, con desviacio
nes standardsoscilando entre DS 0.19 y DS 0.27 y errores

0.06 y ES = 0.08.standardsvariando entre ES

Pacientes con LLCsin tratamientov
En el extendido de sangre periférica de cada uno de los 10
Pacientes con LLCsin tratamiento, coloreado según el método
de Feulguen, se midió mediante citoespectrofotometría la
cantidad de ADNde 20 linfocitos consecutivos y de lO neu
trófilos segmentadosconsecutivos.Los resultados obtenidas

0/0



58/

expresados en unidades arbitrarias de ADN(U.A. de ADN)
fueron muyhomogéneostanto en el caso de los linfocitos,
cuyos valores oscilaron entre 1.6 U.A. de ADNy 3.0 Ú.A.
de ADN,como en el caso de los neutrófilos cuyos valores
oscilaron entre 1.5 U.A. de ADNy 2.5 U.A. de ADN.'Estos
resultados fueron muysimilares a los resultados obtenidos
en los lO casos normales.

En la Fig.5a B se represento mediante un histograma el contenido
de ADNlinfocitario en U.A. de ADNen función de la frecuencia
celular en un paciente con LLCsin tratamiento,

En la Fig.6a B se puede observar el histograma del contenido
de ADNen U.A. de ADNde los neutrófilos del mismo paciente
anterior. Los otros 9 casos de pacientes con LLCsin tratamiento
presentaron histogramas similares.
En el caso de los linfocitos de los Pacientes con LLCsin tra
tamiento los valores de las medias fueron : X = 2.0, Í = 2,1
o Í = 2.2 con desviaciones standardsoscilando entre 0.19 y 0.37
y errores standardsvariando entre 0.04 y 0.08. En cuánto a los
neutrófilos de estos Pacientes los valores de las medias encon
trados fueron Í = 1.8, Í = 1.9 o Í = 2,0 con desviaciones stan
dardsoscilando entre 0.17 y 0.29 y errores standardsvariando
entre 0.05 y 0.09 (Tabla VII a).

Mediante un análisis de la varianza de los HOgrupos :
lO grupos de linfocitos en lO casos normales
lO grupos de neutrófilos en lO casos normales
lO grupos de linfocitos en lO Pacientes con LLCsin tra

tamiento,
lO grupos de neutrófilos en lO Pacientes con LLCsin tra

tamiento.

Se obtuvo un valor de Fé3,36)= 0.66 comprobando que las di
ferencias entre los distintos grupos no son significativas.
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FIG.3a:Frecuencia de la distribución del contenido de glucógeno, expresado
en Unidades Arbitrarias PAS(+), por cada linfocito en un Paciente(N93)
con LeucémiaLinfática Crónica Post-Tratamiento con clorembucilo.



Fig.4s. Distribución del contenido de gluoógeno expresado en Unidades Arbitra
rias PAS+ por 100 linfocitos en Normales y en Phoisntes con LLCpre
y post-tratamiento. Ondaruyita (-) represente el valor correspondiente
e un individuo. Los puntos (e) representan la Media de onde grupo.
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N 0 R M A L E S

N9 de Caso: N9 de Célu- Indice de Intensidad N de Linfocitos U.A. PAS (+
las contadasde la reacción de PASpositivos Linfoo:

PAS

F

Caso N9 -1 100 _ 14 .9% 32.4

Caso N9 2 ‘ 100 16 14% 43.0

Caso N9 3 100 10 7% 8.8

Caso N9 4 100 17 11% 40.8

Caso N9 S 100 12 8% 25.2

Caso N9 6 100 15 10% 35.6

Caso N9 7 100 18 12% 34.0

Caso N9 8 100 21 15% 43.3

Caso N9 9 100 14 11% 32.0

Caso N9 10 100; 16 13% 34.0
.4; l

TABLAIa.- Resultados encontrados en 10 dudores de skngre normales.

PACIENTES CON LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

N9 de Caso N9 de Célu

las contadad
.Indice de Inten

sidad dé la re
acción de PAS

% de Linfocitos
PASpositivos

U.A.PAS (+)/1OO Lin
citos

g.Pre- Post- Pre- Post- Pre-Tratam. PCst-T
:fiutam. tratam. tratam. tratum.

Caso N9 1 100_ 117 22 67% 15% 1023.7 80

Cas -N9 2 100 98 7 69% 7% 886.0 34

\.so N9 3 100 129 17 79% 12% 1083.7 80

Caso N9 5 100 149 29 67% 17% 881.8 83

Caso N9 6 100. 124 38 75% 21% 781.6 142

Caso N9 9 100 109 15 68% 14% 658.2 108

Caso N9 13 100 137 22 79% 16% 1192.4 99

Caso N9 15 100' 148 6 80% 6% 1218.2 33

Caso N9 17 100 157 17 88% 11% 1105.0 64

Caso N9 19 100 138 21 80%' 14% 896.8 105

TABLAIIa.- Resultados encontrndos en 10 Pbcientes con Leucemia

Linfática Crónica pre y post-tratamiento.



IndicedePAS

_‘

10100013o| 17.8I 5.63

98

a157

.A.PAS(+)/100Linfocit

lO1000

-——

972.7l 172.6I 54.62

658.2

a1218.2

TABLAVa

PACIENTESCONLLC___POST-TRATAMIENTO
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Caso N9 '1 2o 2.0 0.17 0.03 1.7 a 3.o

Caso N9 2 50 2.1 0.30 0.06 1.7 A 2.5

Caso N9 3 20 2.0 0.17 0.0? 1.6 a 3.0

Caso N9 4 20 2.1 0.18 0.04 1.7 a 2.5

Caso N9 5 20 2.1 0.27 0.06 1.7 a 2.8

Caso N9 6 20 2.0 0.18 0.04 1.7 a 2.4

Caso N9 7 20 2.1 0.27 0.06 1.7 a 2.6

Caso N9 8 20 2.1 0.19 0.04 1.8 a 2.4

Caso N9 9 20 2.0 0.19 0.04 1.8 a 2.5

Caso N9 10 20 2.1 0.33 0.07 1.8 a 2.5

TABLAVIa.- Resultados estadísticos obtenidos a partir de las media
ciones cuantitativas mediante citoespeotrofotometría del ADNde los
Linfocitoa, y expresados en Unidades Arbitruriae de ADN.

N O B M A L E S

NEUTROFILOS SEGMENTADOS

N9 de Caeo n MEDIA DESVIAOION STAN-ERROR STANDARD RANGO

X DARD DS ES

Caso N9 1 lO 1.9 0.20 0.06 1.5 a 2.3

Caso N9 2 10 1.9 0.23 0.07 1.7 a 2.2

Caso N9 3 lO 2.0 0.23 0.07 1.6 a 2.2

Caso N9 4 10 1.9 0.20 0.06 1.7 a 2.1

Caso N9 5 10 1.9 0.27 0.08 1.7 a 2.4

Caso N9 6 10 2.0 0.23 0.07 1.5 a 2.5

Caso N9 7 10 1.9 0.21 0.06 1.5 a 2.2

Caso N9 8 10 2.0 0.19 0.06 1.4 a 2.2

Caso N9 9 10 2.0 0.24 0.07 1.7 a 2.2

Caso N9 10 10 1.9 0.24 0.07 1.6 a 2.3

TABLAVIIa.- Resultados estadísticos obtenidos a partir de las medi
ciones cuantitativas mediante oitoespectrofotometría del ADNde los
neutrófiloa segmentados, y expresados en Unidades Arbitrariae de ADN



so N9 2 20 2.0 0.25 0.05 1.8 a 3.0

ao N9 3 20 2.2 0.37 0.08 1.8 a 2.3

so N9 4 20 2.0 0.21 0.04 1.8 a 2.5

so N9 5 20 2.1 0.25 0.05 1.8 a 3.0

so N9 6 20 2.0 0.27 0.06 1.8 a 2.4

so N9 7 20 2.1 0.23 0.05 1.8 a 3.0

so N9 8 20 2.0 0.20 0.04 1.8 e 2.4
so N9 9 20 2.0 0.21 0.04 1.8 a 2.4

so N9 10 20 2.1 0.19 0.04 1.8 a 3.0

ÉAÉPAVIIIa.- Resultados estadístioos obtenidos a partir de laa medi
ciones cuantitativas mediante citoespectrofotometría del ADNde los
linfocitos, y expresados en Unidades Arbitrariae de ADN.

PACIENTES CON LLC SIN TRATAMIENTO

NEUTROFILOS SEGMENTADOS

de Caso n MEDIA DESVIACION STAN ‘RROR STANDARD RANGO

X DARD DS ES

so N9 11 10 1.9 0.27 0.08 1.6 a 2.3

eo N9 2 10 1.9 0.17 0.05 1.6 a 2.3

so N9 3 10 1.9 0.20 0.06 .l.6 a 2.3

eo N9 4 10 1.9 0.21 0.06 1.7 e 2.3

so N9 5 10 2.0 0.24 0.07 1.6 a 2t4
so N9 6 10 2.0 0.29 0.09 1.6 e 2.3

so N9 7 10 1.9 0.26 0.08 1.7 a 2.3

so N9 8 10 1.8 0.27 0.08 1.7 a 2.3

so N9 9 10 1.9 0.18 0.05 1.7 a 2.4

so N9 10 ‘ 10 1.9 0.23 0.07 1.6 a 2.3

TABLAIXa.- Resultados estadísticos obtenidos a partir de las mediu
ciones ouamtitativan mediante oitoeapeotrofotometría del ADNde los
neutrófiloa segmentadoe, y expresados en Unidades Arbitrariaa de ADN
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III. CONCLUSIÓN.

Los resultados cuantitativos en cuanto al contenido de glu
cógeno linfocitario en Normales, Pacientes ccn LLCpre-tra
tamiento y Pacientes con LLCpost-tratamiento coincidieron
con los resultados obtenidos mediante el método semicuanti
tativo de Hotchkiss (38) pudiendo concluir que
IQ En los adultos normales la cantidad de glueégeno cito

plasmático de los linfocitos sanguíneos es baja ( Í =
32.9 U.A. PAS(+) para 100 linfocitos).

IIQEn lO Pacientes con LLCpre-tratamiento, la cantidad de
¿lucógeno citoplasnético de los linfocitos sanguíneos
fué elevada (í = 972,? U.A. Pas (+) para lCC linfocitos.)

IIIQEn los mismos lO Pacientes con LLCpost-tratamiento se
observó una disminución significativa del "lucógeno cito
plasmático de los linfocitos sanguíneos con respecto a
los valores obtenidos pre-tratamiento.(í = 83 U.A. PAS(+)
por 100 linfocitos)°

La diferencia entre este grzpo y el normal siguió siendo
significativa a un nivel de p.< 0.1.
Los resultados cuantitativos en cuanto al contenido de
ADNlinfocitario en los 10 Pacientes con LLCsin trata
miento fué similar al contenido de ADNde los neutrófilos
segmentados de los mismos Pacientes y al contenido de ADN
de los linfocitos y de los neutrófilos segmentados de lO
casos Normales.

Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos

por Billington (H) mediante estudios bioquímicos del ADN
linfocitario en Pacientes con LLCexpuestos anteriormente
en la Discusión IX, sugiriendo que la anomalía etiopatólo
gica no estaría a nivel de la cantidad de ADNlinfocitario.

Los resultados estadísticos obtenidos (Tabla Xa) al comparar:
19.- El grupo Normal y el grupo de Pacientes con LLCpre-tra

tamiento, mediante el test de Student, fueron iguales en
los tres métodos utilizados: MétodoSemicuantitativo me
diante el Indice de Intensidad de la Reacción de PAS ;
el Porcentaje de linfocitos PAS+ y el Métodocuantitativo
citoespectrofotométrico, encontrándose en todos los casos
una diferencia altamente significativa entre ambosgrupos
con un valor de p<0.001.

29.- El grupo de Pacientes con LLCpre y post-tratamiento me
diante el test de Student para muestras pareadas fueron
iguales en los 3 Métodosutilizados, encontrándose en to
dos los casos una diferencia altamente significativa con
un valor de p<0.00l.
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39.- El grupo Normal con el grupo de Pacientes con LLCpost
. tratamiento mediante el test de Student varió según el

método utilizado. Aunquelos valores encontrados en este
grupo de Pacientes se acercaron a los valores normales
la diferencia con el grupo normal siguió siendo signi
ficativa a un nivel de:
a: p<(0.01 al utilizar el MétodoSemicuantitativo.
b: p.(0.05 considerando el Porcentaje de linfocitos PAS+.
c: p<;0.2 al utilizar el Métodocuantitativo citoespectro

fotométrico.



Normales Test

Pa 1 ty de P<0.00l P<0.00l P<0.001o en es con
LLCpre-tratan. Student

Pacientes con
Test de

LLC Student
pre y post para muestra. P< 0.001 P< 0.001 P< 0.001

tratamiento pareadas

Normales Test
Y de P<0.0l P<0.05 P<0.2

Pacientes con
LLCpost-tratan. student

TABLAxa.- Resultados estadísticos obtenidos al comparar entre
sí los tres grupos : Normales, Pacientes con LLCpre
tratamiento y Pacientes con LLCpost-tratamiento,
según el Métodoutilizado.

Lic. Rodica H. de Cosas

Dr. Alfredo E. Macohi
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