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I, OBJETIVO : Investigar la presencia de glucdgeno citoplasmidtico
en los linfocitos mediante la reaccidn citoquimicz del 4cido-

perydodico - SCHIFF (PAS) en pacientes con Leucemiz Linfitica
Crénica (LLC) pre- y post- tratamiento con cloramtuzil,

II,INTRODUCCION : Considerando que los estudios citcguimicos con-

sisten en identificar y localizar diferentes compuestos quimi-
cos dentro de las células, estas pruebas aplicadas a los leu-
cocitos normales y patoldgicos son de gran interés,pues consti-
tuyen :

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

2/ Un método para estudiar la bioquimica intracelular en condi-
ciones normales y su variacidn en presencia de una patologia,

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

4/ Un pardmetro preciso para valorar los efectos de un trata-
miento y una metodologfa, que permite investigar e incur-
sionar en la fisiopatologia leucocitaria,

La reaccidn citoquimica del 4dcido-peryddico SCHIFF o PAS es uti-
lizada en el diagndstico diferencial de las leucemias para detec-
tar la presencia de glucdgeno intracelular.

El contenido de glucdgeno citoplasmatico de los linfocitos en
las LLC, puesto de manifiesto por la reaccidn de PALS, merece in-
terpretaciones disimiles; para algunos autores la presencia de
glucdgeno en los linfocitos es una caracteristica constante de

la LLC., (1) (38) (51) (52),

Para otros investigadores la presencia de linfocitos con aumento
del glucdgeno citoplasmdtico se darfa sbélo en ciertos casos de
LLC. (11) (39).

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



III, LA REACCION DEL ACIDQ-PERYODICO_SCHIFF.

1/ Resefia histdrica.

En 1859 Verguin obtuvo un colorante rojo, al que deno=-
mind fuchsina (fuchina) al oxidar la anilina con clo-
ruro estdnnico. Un afio antes Hofmann habfa otienido la
misma sustancia al tratar la anilina con tetracloruro
de carbono, diandole el nombre de rosanilina, demostran-
do que el colorante se produce a partir de mezclas de
anilina y toluidina,

Hofmann fue 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-rcsanilina, al transfcr-
marla en trifenil-metano, y la posicidn de los grupos
de amina mediante degradacidén y sintesis,

La sustancia madre de los colorantes éel grupo de la ros-
anilina se denomina para-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 esténnico, cloruro mer-
cirico, nitrato mercirico, nitroberceno u otro (23),

NH, NH,
oxidente
. <+
para-
rcsenilina
NH, NH,

La fuchina bdsica o fucsina bdsica, comercial ( como se
la denomina comunmente ) es una mezcla de tres coloran-
tes de tipo triamino-trifenilmetano : rosanilina, para-
rosanilina y magenta II,
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En 1866 Schiff demostrd que la fucsina bdsica coloreada,
transformada mediante anhidrido sulfuroso en un compuesto
incoloro : la leuco-fucsina (o Reactivo de Schiff) vuelve
a adquirir su color magenta en presencia de alcéehidos,

La leuco-fucsina es incolora porque su doble enlace cromd-
foro fué destruido y perdid su estructura quincice,

625
Sgagc <:::>

c —=N*H,~ B503
Hﬂz NHSO2H
pera-rosanilina dcido N,N~sulfinico de
color pirpira rojizo yera - rosanilina

leucobase incolora
Una nueva oxidacidén por exposicién rrolongada a la luz y al

aire permite que se reconstituya el cdoble enlace con la re-

aparicidn del color. La estructura guincide también puede

recuperarse por efecto de los aldehfdos, pero en este caso

el compuesto aldehidico se unirfia al compuesto fucsina-acido

sulfurdnico, formdndose un compuesto de color pirpura rojizo,
’ - .« P

cuya estructura moletular esta en discusion,

En 1928 Malaprade utilizd por primera vez el dcido peryddico
(HI0,) para la medicidn quimica de los polialcoholes.

En 1946 Mc Manus aplicd la reaccidn del acido peryddico y el
reactico de Schiff a los estudios histoldgicos ( 33 ),

2/. Fundamento de la reaccidn,

La técnica del 4cido-peryddico Schiff, ideada por Mc Manus
se basa en la oxidacidn de los grupos hidroxilos libres por
medio del 3dcido peryddico con la liberacidn de grupos alde-
nfdos que dan positiva la reaccidn de Schiff. Cuando los
grupos OH son vecinos, como en los 1,2 glicoles (CHOH-CHOH)
el dcido peryddico prcvoca la rotura del enlace entre los
atomos de carbono yuxtapuestos unidos a grupos OH,aparecien-
do una fdérmula de tipo dialdehido, (22).

o/
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Es evidente que los monosacaridos como glucosa, galactosa,
manosa, metilpentosa, hexosamina, por oxidacidn con HIOy
forman grupos aldehidos libres que producen una intensa re-,
sccidn con el reactivo de Schiff, y ncr lo general, la in-
tencsidad de la reaccidn del PAS es proporcional a2l conte-
"nido de estos azvcares en la sustancia estudiada.,

Dan una reaccidén de PAS vositiva sustancias como : (33 )
a) PolisacAridos : glucdgeno,
b) Mucopolisaciridos neutros,
¢) Mucogroteinas,
d) Glucoproteinas,
e) Glucolipidos,
f) Esfingomielina,

3/. Utilidad de 1la reaccidn de PAS en la citoguimica,

Siendo el propdsito de la citoguimica identificer y localizar
los diferentes compuestos quimicos dentro de la célula,resulta
evidente la utilidad de la reaccidn de PAS parz determinar la
presencia de sustancias con grupos oxhidrilos (C#) libres in-
tracelulares,

En las células hematicas la reaccidén positiva generalmente in-

dica la presencia de glucégeno; esto puede demostrarse en hase

a la propiedad del glucégeno de ser hidrolizado por la amilasa

( 16 ). Si la reaccidn PAS positiva desaparece cuzndo la exten-
sidn antes de su tincidn es sometida a la accidn de la amilasa

la positividad se debia al glucdgeno, pués ningin otro material
cambia en la digestién por amilasa,

Cabe senalar, que en las células hemdticas la positividad de la
reaccidén se evidencia en el citoplasma por una coloracidn ro-
jiza que puede presentarse en forma homogénea o granular (19),
siendo su distribucidn normal la siguiente (26 ) ( 28 ) :

L / o
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SERIE GRANULOCITICA : presenta desde reacciones PAS negativas
del mieloblasto o reacciones intensamente positivas en los
polimorfonucleares maduros, con grados intermedios de posi-

tividad tanto en forma difusa como granular en las celulas
de madurez intermediaj; la positividad de la reaccidn es di-
rectamente proporcional al estado de madurez de la célula,

SERIE LINFOCITICA : Ocasionalmente pueden-observarse granulos

positivos, de tamafio y numero variables, contra un cito-
plasma PAS negativo.

MONOCITOS : A menudo se observan granulos fTinos o moderada-
mente gruesos, con o sin una tincidén citoplasmdtica débil o
difusa.

MEGACARTIOCITOS y PLAQUETAS : Son intensamente PAS positivos,

SERIE ERITROCITICA : No se tifien en ningdn estadio de su
desarollo,

La reaccidn de PAS de las células hemdticas difiere en caso
de enfermedad, de ahi su utilidad como valor diagndstico.(52).
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IV.LA LEUCEMIA LINFATICA CRONICA CONMO ENTIDAD PATOLGGICA,

. . ’ .
Wintrobe define la leucemia como "un estado morboso, de etio-
logfa desconocida y terminacidn fatal, que se caracteriza por

proliferacidn generalizada de leucocitos y sus trecursores en
los tejidos del organismo y que por lo general taxbién se a-
compafia de alteraciones cualitativas y cuantitztivas de los
glébulos blancos circulantes de la sangre",(67)

Teniendo en cuenta la rapidez evolutiva de la s=“ermedad pue-
den diferenciarse dos formas de leucemias : las sgudas de ins-
talacidn rapida, con rdpida aparicidén de los sintomas y du-
racién de meses, salvo tratamiento exitoso; y las crdénicas de
instalacidn lenta, sintomas progresivos y durac:idn que puede
extenderse a afios. A su vez cada una de estas formas puede
subdividirse en base al tipo de leucocito predominante en :
linfobldstica, mielobldstica, monocitica o eritrocitica para

las agudas y en linfocitica o mielocitica para las crénicas,
(26) (28),

Se considera que la leucémia linfitica crdnica (LLC) se debe
a una proliferacidn neopldsica del tejido linfoide, con un
aumento de linfocitos en la sangre periférica. (20) (68),

Este tipo de leucémia es mds frecuente en personas mayores de
45 afios, con menor incidencia entre los 30 y los 4O afios; es
una enfermedad rara en nifios y jovenes. (5) {235) (60) (67).

En cuznto a su distribucidn la LLC predomina en el sexo mascu-
lino, constituyendo entre el 60% y el 75% en las series de ca-
sos de LLC estudiadas, (5) (25) (46) (67).

Llamd la atencidén el hecho que la LLC es poco frecuente en el
Japén, y que este es el tnico tipo de leucémia gue no se ve
asociada a la exposicidén excesiva de radiaciones, siendo no-
table la ausencia de LLC en los sobrevivientes de la bomba
atdmica 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 reveld
que los enfermos con LLC tenfan parientes en prinmer grado pa-
deciendo la misma enfermedad con mayor frecuencia que en o-
tras clases de leucémia; esto hace suponer la existencia de
factores genéticos. (20) (25).

Las manifestaciones clinicas suelen ser muy variables, el co-
mienzo de la enfermedad es muy insidioso; su descubrimiento
puede ser accidental. El primer hallazgo mis frecuente es una
linfocitosis persistente inexplicable, eventualmente acompa-
fiada de leucocitosis. (5) (67).

../.
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En la mayor{a de los casos el sintoma mis frecuente es la
adenopat{a en cuello, axilas, ingle; estas adenormegalias pueden
ser muy notables,

Suele haber esplenomegalia entre leve y moderada v en menor pro-
porcidén hepatomegalia., (46) (67).

Las lesiones cutdneas se encuentran ccn mayor frecuencia en la
LLC que en las otras clases de leucémias; y el Herpes Zoster
es mds comin en estos pacientes que en los normales,

La infiltracidn 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 / mm3 y 978,000 / 3 aunque en la
mayoria de los casos se mantiene alrededor de 100.000 / mm3 3
los linfocitos constituyen entre el 90% y el 99% de estos leuco-
citos,

. . . /
La anemia puede ser leve, o no existir, agravandose en las etapas
finales, siendo a veces de tipo hemclitico auto-inmune con prueba
de Coombs positiva,

El diagndstico se confirma mediante puncidn-aspiracidn de la
médula ésea (MO), 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 disminucién muy marcada es Indice de insuficiencia
medular,

Un gran porcentaje de pacientes con LLC tienen hipogamma-glo-
bulinemia, lo que condiciona um tendencia aumentacda a las
complicaciqnes infecciosas. (2) (42),

En las etapas finales de la enfermedad, la anemia cada vez mas
severa, la trombocitopenia intensa, las hemorragias y las in-

fecciones recurrentes, conducen a la invalidez y a la muerte,

El cuadro nunca evoluciona hacia una leudemia aguda aungue la

enfermedad se hace mds agresiva. (5) (60) (67).

La conducta terapéutica a segulr es variable, segin el estado

del paciente; si la enfermedad se encuentra estacionada, se su-
. ’ . L d .

giere una conducta expectante sintomatica; en caso contrario se

utilizan agentes quimioterapéuticos,

./.



Los quimioterdpicos utilizados son agentes alquilantes
polifuncionales que poseen dos o mis grupos ter-minales
alquilo, que pueden ser ciclicos o insaturados = bien con-
vertirse en estas formas. Estos grupos son inestzhles y ‘
pueden unirse a ctras moléculas a través de un Zicmo de
oxf{geno, nitrdgeno o azufre, En las concentracicies tera-
péuticas utilizadzs se cree que esta reaccidn scusre pre-~
ferentemente con el 4dcido desoxirribonucleico (4DX). Los
grupos Treactivos de los agentes alquilantes atacarfan a
los grupos fosfato de las cadenas de ADN, inactivando en
Hltima instzncin 21 ADM, Se viilizan varias clates de

A
agentes alguilantes; gero ca el caso ée ia LLC 21 =ds uss
do es el 3cido p-IM-¢i-2-cloroetilamino-feonil-hutirico,
(clorambucilo).

Hs—CH,——Cl
CH;— CH,

HOOC CH CH

CH

CLORAMBUCILO

E1l clorambucilo es una mostaza aromdtica similar a2 la
mostaza nitrogenada, perc menos téxica g s

El prondstico de la enfermedad es diffcil de hucsi, pues
los caleulos de surervivencia denenden del moctc en que
se hace el diagrndstico en relacidn con el coniszizo de la
enfermedad. BEstudios realizados al respecto desde el momento
del diagndstico, dieron una sobrevida :ediz de 6 wz";os, que
se proloagd a 9 1los a2l execluir los gue nmurieron por causas
ajenas a la enfermedad. (5).
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V. EL LINFCCITO.,
El linfccito fué descripto por primera vez en 1770 por William
ios drganos

Hewson, en sus estudios sobre la estructura de
linfaticos. Hewson lo denomind asi por haberlo encontrado en
la linfa, en el conducto toracico, en los ganglics linfdticos
y también en la sangre, siendo un nombre descrirtivo, no refle-
jando ninguna otra caracteristica particular ce la célula,(20),

En 1879 cuando Ehrlich introduce las técnicas de coloracidn
diferencial para frotis fijados, los investigadores comienzan
a estudiar el origen y las funciones del linfocito suscitan-
dose grandes polémicas que habrian de durar unas siete déca-
das durante las cudles no se obtuvo ninguna informacidn de-
finitiva,

El auge de la tecnologia moderna con la utilizacion de los
radioisdtopos y de la radioautcgraffa permitiendo la marcacién
a nivel celular, ofrece nuevas posibilidades en el estudio del
linfocito,

En 1957 James Gowans demuestra por primera vez gue 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 estinulo apropiado. Nowell denuestra este
fendmeno "in vitro™ en 1960, utilizando un extracto de habas :
phytohemaglutinina; mientras que en 1962 Porter, Cooper y
Gowans lo observan "in vivo", utilizando antigenos (Ag)
especificos, involucrando al linfocito en las reacciones
inmunoldgicas. (59).

La bursa de Fabricius en las aves y trabajos realizados
tanto en aves como en mamiferos permitieron postular que :

a) E1 linfocito constituye el componente principal
de un sistema inmunoldgico definido,

b) Todas las células dencminadas "LINFOCITO" de igual mor-
fologia al microscopio 6ptico, no eran necesariamente
iguales en cuanto a su origen, fisiologia, funcién,
vida media y otras caracteristicas.,

o/
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1/ MORFOLOGIA ( Microscopfa éptica ).

El linfocito de la sangre periférica es una célula pequefia, gene-
ralmente de 10 ym o menos de didmetro, aunque también hay formas
con didmetros entre 10 ym y 20 ym (47) (67). Z1 tamafio del lin-
focito en los extendidos de sangre dependeria del grado de
estiramiento celular. A pesar que los linfocitos con un didmetro
inferior a 10 # m pueden parecer del tamafio de los eritrocitos,
esto se deberia a gue estdn menos aplastados, pues se ha de-
mostrado que el volumen de un linfocito es alredcdor de 30017m3,
o sea tres veces superior al volumen de un eritrocito normal.(31)

La célula tefiida con colorante de Wright presenta un nicleo de co-
lor azul purpuireo intenso compuesto por aglomeraciones de croma-
tinaj el nﬁc;eo de borde bien definido puede ser redondo,ovalado,
arrifionado o indentado y se encuentra colocado en forma excéntrica
generalmente no se observan nucleolos al microscopio 6ptico. El
citoplasma basdéfilo de color celeste puede formar un borde fino
alrededor del nﬁcleo, 0 ser muy abundantej; habitualmente no hay
granulos en el citoplasma, aunque a veces se pueden observar
granulaciones azurdfilas de color violeta Tojizo intenso;

pudiendo aparecer cuerpos rojos neutros. (47) (67).

Los linfocitos dan negativa la reaczidn de las peroxidasas y de
la fosfatasa alcalina, y estd en discusidn los resultados obte-
nidos con la reaccidn del acido-peryddico de Scrhiff (PAS) y de
la fosfatasa 4cida.

El linfocito es una céluia de mucha movilidad "in vitro® y se
desplaza en forma caracteristica adquiriendo el aspecto de un
espejo de mano, con el nicleo en el extremo anterior arrastrando
detrds al citoplasma. (67).
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2/ ULTRAESTRUCTURA.

Contrariamente a lo que se podria suponer dada lz morfologia
al microscopio dptico, el linfocito normal de 1z sangre peri-
férica al ser examinado al microscopio electrénico, en cortes
seriados, presenta aspectos bastantes variados, ccnstituyendo
un grupo heterogéneo de células,

La relacidén nicleo:citoplasma es variable; el nicleo estd en-
vuelto por una membrana compuesta por dos capas ccncéntricas,
que toman contacto en los poros; la cromatina se condensa debajo
de la membrana nuclear, pero también se pueden cbservar
agregados cromatinicos en el cuerpo del nﬁcleo; frecuentenente
se observa un nucleolo en el linfocito aunque no aparece

en todos los cortes, (22) (26) (67)a

El citoplasma de los linfocitos visto al microscopio electréd-
nico se caracteriza por ser pobre en organelas. Se observa
un aparato de Golgi poco desarrollado, uno o dcs centriolos,
algunas mitocondrias grandes, alguna hilera de reticulo
endoplasmico, y a veces algunos lisoscmas. (26) (67). Pue-
den aparecer cuerpos o granos densos en el citoplasma, que
podrian estar constitufdos por glucdgeno; y otras clases de
estructuras granulares, probablemente correspondientes a las
granulaciones azurdfilas que se observan al microscopio
6ptico. (26) (67),

Algunos autores diferenciaron linfocitos que presentaban varios
cuerpos densos enclaustrados en un area restringida del cito-
plasma, de otros linfocitos cen cuerpos denscs dispersos en
todo el citoplasma, (69).

Al microscopio electrdnico la membrana celular aparece lisa,
bilaminar, con z2lgunas microvellosidades,

Con el microscopio "stercoscan" se detectan dos zlases de
linfocitos por su mcrfologia superficial:

a) Linfocitos relativamente lisos con o sin digitaciones

superficiales. (43)

b) Linfocitos con una conplicada estructura vellosa (48),
Aunque otros investigadores, utilizando diversas tecnologfas,
llegaron a la conclusidén que estas estructuras superficiales
se debfan a artificios de técnica. (40),
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C).CIRCULACION LINFOCITARIA,

El estudio de la circulacidn linfocitaria es importante para

dilucidar la funcidn y la fisiologia de éstas células.

Gowans fue el primero en demostrar en ratas, que nabia una
recirculacidén de linfocitos normales entre la linfa y la
sangre,

Un drenaje continuo de la linfa del conducto toracico en
ratas producia una disminucidn importante en el ninero de
linfocitos sanguineos, que se corregia al reinyectar la linfa
drenada en la sangre. (67).

Linfocitos marcados e inyectados en fecrma endovenssa en ratas
eran encontrados luezo en el conducto tordcico.(67).

La aparicidn en el conducto toracico de linfocitos con cario-
tipo femenino XX, previamente transfundidos en hoabres fué una
evidencia concluyente de la recirculacidn linfocitaria en hu-
manos. (45),

Estos resultados indujeron a pensar que el conducto toracico
es una pleza importante en el circuito que permite la recir-
culacidn de los linfocitos entre la sangre y la linfa,

Estudiando el contenido en linfocitos de la linfa que entra
Yy que sale del ganglio linfético, se observd que la primera
tenia pocos linfocitos, mientras que la segunda era rica en
linfocitos,

Post infusidn continua de timidina - H3 en ganglios linfaticos
popliteos en ovejas se obtuvo tan solo un 4% de 2infocitos mar-
cados sobre el total de linfocitos de la linfa que salia del
ganglio, concluyéndose que los ganglios linfatices aportaban
relativamente pocos linfocitos recién formados a la linfa
eferente. (43).

La inyeccidn de linfocitos marcados en la sangre era seguida
por una gran acumulacidén de linfocitos marcados en la parte
profunda de la corteza de los ganglios linféticos, 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 electrdnico de
las vénulas postcapilares de los ganglios linfaticos se obser-
varon linfocitos pasando a través de las células endoteliales
de las vénulas hacia los espacios perivasculares. (34).

Estas observaciones permitieron concluir que la recirculacidn
de los linfocitos se haria ae la sangre a los dérganos linfa-
ticos como ganglios linfaticos, bazo, placas de Peyer,de éstos
al conducto tordcico por los vasos linfaticos eferentes, y fi-
nalmente del conducto toricico a la circulacidén venosa cerrando
el circuito,



El timo pareceria estar excluido de este circuito circula-
torio. (67 ) °

D). VIDA MEDIA LINFOCITARIA.

Tratdndose de células como los linfocitos que presentan como
4 4 > 2 o
caracterilsticas la capacidad de reproducirse y de mantener un

nimero constante en la sangre periférica; el término "vida

media" debe utilizarse con cuidado, pues en el primer caso

se referirfa al perfodo intermitdtico, y en el segundo caso,

al periodo comprendido entre la divisidn y la muerte celular,
PR ) « ’ s s Vg

pues esta eliminacion celular post division seria necesaria

para que el nimero total de células se mantenga constante,

En 1954 Ottensen mediante la administracién a ciertos pacien=
tes de fésforo radio-activo (P32) y el estudio de la radio-
actividad del 4cido desoxirribonucleico (4DH) 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 dfas de duracidn. (67).

Estudios realizados en ratas mediante inyecciones continuas

de timidina tritiada durante largos periodcs, permitieron
llegar a la conclusidén que en la sangrc periférica el 66% de

los linfocitos eran de vida larga y lcs restantes de vida cortaj
en el conducto tordcico el 90% de los linfocitos eran de vida
larga; en los ganglios linfdticos 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 todcs los linfocitos pequerios
de la médula bsea y del timo eran de vida corta.(67),

Experiencias estudiando la sobrevida linfocitaria por colora-
cidn supravital, timidina-tritiada y autoradiografia en rato-
nes, demostraron que el 174 de los linfocitos sanguineos eran
células de vida cortaj; 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 10 veces mayor gue la de los linfo-
citos de vida larga. (4&).

En el hombre la mayoria de los linfocitos circulantes son de
vida larga, de tres meses a diez afios, algunas de estas cé-
lulas pueden sobrepasar los 20 afios de vida. El1 promedio de
vida de los linfocitos de vida corta se calcula de 3 a % dias,.
Todos los linfocitos de la médula dsea y del timo y el 20% de
los linfocitos de otros dérganos pertenecen a los linfocitos

o/o
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de vida corta. E1 80% de los linfocitos de los ¢rzanos peri-
féricos pertenecen a los linfocitos de vida largz. (2) (43)

(67).
E) .PRODUCCIGN DE LINFOCITOS.

En el adulto normal se calculd que el nimero de iinfocitos
de la sangre periférica se mantiene constante entre 1500 y

3500 /mm3. (19).

Muchos linfocitos de vida larga recirculan continuanente entre
la sangre y la linfa a través de los espacios linfcides peri-
arteriolares del bazo y la parte profunda de la ccrteza de

los ganglios linfdticos. El drenaje continuo del conducto
linfdtico, la irradiacidn continua de la sangre o de la linfa,
la administracidén de un suero antilinfocitario, provocan una
disminucidén celular local en éstas dreas, que vuelven a po-
blarse muy lentamente (43) sin embargo la cantidad de los
linfocitos de vida ccrts no parecen estar alectados ¢n forna
siznificativa por ninguno de estes zrocedinientes, Por lo
tanto la produccidn de linfocitos inveluera npor un iad
tna produccidn relativamente lenta en neguefia escala d
focitos recirculantes de vida largz 7 una prcducci

¢k
(9]
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~~
N
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rapida y en gran escala de linfocitos de vida cor!

La falta de modificacidn en el niuicro d2 linfocites circu-
lantes de vida corta en snlmales timectonizado i

decducir la imrortante intervencidn cdel teiido 1iafoide restan-
te (ganglios linfaticos, bazo, médula &sea) en la produccidn

de éstas células,

Estudios realizados en base a la cantidad de céiulas en
mitosis en los tejidos linfdaticos, calculando el indice
mitdtico y utilizandolo vara estimaciones aproximadas del
tiempo necesario para renovar todas las células dentro de
una poblacidn, dieron un promedio de 2,40 dfas para los
centros germinativos de los foliculos linfaticos de los
ganglios linfdticos, 1,79 dias para los centros germinativos
del bazo y 8,66 dias para los cordones de Billroth. La acti-
vidad mitética de las células en la zona cortical de los fo-
liculos linfaticos y de las zonas paracorticales era extre-
madamente reducida. (67).

./0
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La administracién de timidina - H3 (tritiada) incorporada a
la molécula de ADN celular durante la fase de sintesis del
ADN, en forma aislada o continua, permitid estudiar la tasa
de aparicidén de linfocitos marcados en los distiztos tejidos
linfaticos.

Después de una sola dosis de timidina tritiada, una gran pro-
porcién de células de los centros germinativos de los folfcu-
los linfaticos ganglionares y de la pulpa blanca éel bazo
aparecian marcadas,

La magnitud de la produccidn linfocitaria de los ganglios lin-
faticos y del bazo presenta una gran variacidn derendiendo de
estimulos adecuados (presencia de antigenos), Estes érganos
que son relativamente inactivos antes del nacimientc y carecen
de centros germinativos en animales crecidos en condiciones
estériles, exhiben una rdpida repuesta proliferativa, frente
al estimulo adecuado (presencia de antigeno).

Sin embargo animales crecidos en forma estéril, siguen tenien-
do linfocitos recién formados en la sangre, mas aun, linfoci-
tos de vida corta siguen apareciendo en la sangre después de
la extirpacidn del timo, del bazo, de gran cantidad de ganglios
linfdticos y de una gran porcidn del intestino, indicando la
presencia de otra fuente de produccidén linfocitaria,

Numerosos linfocitos aparecen en forma difusa en el parén-
quima de la médula dsea (M0) constituyendo entre el 10 y el
20% de las células nucleadas medulares., E1 100% de los linfo-
citos de la MO aparecen marcados después de 4 dias de infu-
sidn continua de timidina tritiada en ratas., (43) (67).

Aunque muchos de los linfocitos de la MO parecen cdesintegrarse
"in situ", otros son volcados al torrente sangufneo. Estudios
al microscopio electrdnico mostraron pequefios lirnfccitos pa-
sando entre las células endoteliales de los sinusocides medu-
lares. La administracién selectiva de timidina - H3 intrame-
dular en animales permitid observar la aparicidén de linfoci-
tos marcados s6lo en la MO al principio, luego en la sangre

y a los pocos dias en el bazo y en menos proporcién en los
ganglios linfiticos, las placas de Peyer y algunos escasos

en el timo (43). Algunos autores sugieren que estas células
actuarian como células linfaticas madres, emigrando al timo,
donde originarian linfocitos timo dependiente o a la bursa

de Fabricio de las aves o a su equivalente en los mamiferos
(placas de Peyer), originando linfocitos bursa-dependientes.,

(67).

La MO es un 6rgano con una linfopoyesis muy activa, que ac-
tda sin necesitar un estimulo externo y no se ve afectada
por la extirpacidén de otros drganos linfaticos, ni por el
vaciamiento de contenido linfocitario recirculante.(43) (67).
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La extirpacién.del timo en ratones recién nacidos, provoca-
ba una disminucidén en la cantidad de linfocitos sangufneos
y de los Organos linfaticos. (61).

Los linfocitos timicos se observan en el feto humzro a las
nueve semanas de gestacidn; su origen esta en discusidn.
Aunque algunos investigadores piensan que los linfccitos
timicos se originarian a partir de las células epiteliales
del timo, la mayoria de los investigadores se inclinan hacia
la teoria del origen extratimico de estos linfocitos que se
originarian a partir de células que habrfan emigrzdo a partir
de tejidos hematopoyéticos como la MO o 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

4 Vg
seria extratimica,

La corteza timica presenta una alta tasa de produccidn lin-
focitaria con un alto fndice mitdtico. La actividad mitdtica
de los linfocitos timicos es mayor durante el periodo neona-
tal vy decrece luego, sobretodo durante el periodo de invo-
lucidn,

La actividad mitdtica de la médula timica es muy reducida.

Postinfusidn continua de timidina-tritiada, el 100% de los
linfocitos timicos aparecieron marcados entre los 6 y 7
dfas. (67)

Se conocen varios factores que influyen sobre la linfo-
poyesis timica, los corticoesteroides adrenales refzrdan o
inhiben la linfopoyesis timica, la adrensizctonia o un fun-
cionamiento deficiente de las zldhdulas adrenalecs se ve a-
sociada a un awrcento del tarafio del timo y de la actividad
‘mitética de los linfocitos tfwicos, el "stress" prcduce una
atrofia timica probablemente mediante el estimulo g2 la
vroduccidn corticoesteroidea adrenal; la testosterona y los
estrdgenos también producen una involucidn timica. Otras
hormonas, como la hormona del crecimiento y la tiroxina pro-
ducen un aumento en el tamafio del timo. (61) (67).

La proliferacidn de linfocitos timicos no se ve afectada por
la inyeccidn de antigenos, la extirpacidn de drganos linfi-
ticos, la timectomia parcial y los injertos de timo. (61)

Estudios utilizando crcmosomas marcados e injertos de timo
permitieron observar linfocitos de origen tfmico en ganglios
linfiticos y bazo,



El estudio del desarollo de los drganos linfoides, de la
linfopoyesis y estudios experimentales en sistemas anima-
les, permitieron profundizar mds en cudnto al origzen del
linfocito,

La timectomfa provocaba una disminucidn en la czntidad de lin-
focitos circulantes y una desaparicidn de pequefios linfocitos
en la pulpa blanca del bazo,

La extirpacidn de la bursa de Fabricius de las aves, una es-
tructura homologada a las placas de Peyer del intestino del-
gado de los mam{feros, era seguida de una ausencia de los cen-
tros germinativos de los foliculos linfoides, la inyeccidén de
linfocitos provenientes de la bursa era seguida ce la aparicidn
de los centros germinativos,

Basdndose en estas experiencias y muchas otras observaciones,
Good propuso una teorfia segin la cudl el linfocito se origi-
narfa a partir de una célula madre indiferenciada multipoten-
cial, pudiendo formarse en la MO fetal, el higado fetal o el
drea vasculosa del saco vitelino; esta célula madre seria capaz
de diferenciarse segin el tejido especializado con el que
estarf{a en contacto,

Los componentes del tejido timico, del tejido de la bursa (o

su equivalente en los mamiferos) proveerian el medio ambiente
necesario para dicha diferenciacién; para recalcar el papel
preponderante de estas estructuras en la diferenciacidn celular,
tanto la bursa o sus estructuras equivalentes, en los mamiferos,

como el timo, la MO, son denominadas drganos linfcides primarios
o _centrales, Estos 6rganos linfoides primarios sirven para poblar

y mantener areas bien definidas en los tejidos linfoides secun-

darios o periférigos como los ganglios linfaticos y el bazo,

Se considera que el timo mantiene la poblacidn linfocitaria de
las dreas paracorticales de los ganglios linfaticos y la pulpa
blanca del bazo, y la bursa o su equivalente en los mamiferos
ser{a responsable de pollar y mantener los foliculcs linfdticos
de los ganglios linfdticos y del bazo,.

Se demostrd (67)la existencia de una migracidn continua de cé-
lulas capaces de dividirse rdpidamente desde la médula dsea al
timo, donde presumiblemente se diferenciarian,

Las células producidas en el timo a su vez migrarian hacia las
estructuras linfaticas periféricas en areas timo-dependientes,
contribuyendo probablemente al reservorio de linfocitos de vida
larga. (67).

En aves también se demostrd la migracidn de células de la bursa
de Fabricius a los érganos linfoides periféricos. (67).

O/.
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4/, FUNCION,

Hasta no hace mucho se desconocia la funcidn del linfocito.
En 19956 Yoffey seflalaba que "si el linfocito no es precursor
de otras células y posee un ciclo de vida prorio e indepen-
diente, tarde o temprano se deber{a poder demcstrarle alguna
funcidn especial que le sea propia". (59).

La demostracidén "in vitro" de la capacidad de ics linfocitos

de transformarse en células inmaduras en presencia de phito-
hemaglutinina, y la observacidén "in vivo" de este mismo fend-
meno en presencia de estimulos adecuados como antigenos espe-
cificos, asociados a la enfermedad de los redrcios por transplan-
te, descripta por Billingham, y prcducida en ratones, pollos

y ratas recién nacidos al inyectar linfocitos peguefios inmu-
nolégicamente competentes, involucraron al linfocito en las
reacciones inmunolégicas. (59),

Se- puece definir la inmunidad como el conjunto de mecanismos fi-
sioldgicos que permiten al aniral reconccer las entidades extra-
fias a su ser, y neutralizarlas, eliminarlas o metabolizarlas con
0 sin lesiones de los tejidos propios. (33).

Muchos trabajos experimentales con respecto a los tejidos,tipos
celulares, productos elaborados, mecanismos de accidn del sis-
tema inmunoldgico, fueron realizados durante las décadas de 50
y del 60, prolongandose hasta nuestiros dias. Los trabajos de
Metcalf en ratones timectomizados involucrando a éste drgano

en la produccién de linfocitos y la respuesta inmunoldgica (59)
y los estudios de Glick sobre la bolsa de Fabriecio, 6rgano lin-
foide de la cloaca de la zallina, resultaron eventos claves

para adeluantar en la comprensidn del mecanismo inmunitzrio, &n
1966 Cooper realizd una serie de experiencias, ~ombincico ti-
mpcvom¢a vy o bursect ocfa GHLPUTS‘C&J con la destruccidn de lcs

tejidos linfcidecos periféricos mediante irradiacion, en pollos

b
‘recién nacidos, obteniendo los siguicentes resultados:
1) Timectomfa + izradiacidn., Zn 2s5tos animales la bholsa de
Febricio pernancence intacta, Bntos animales presentan de-~
encisn de linfocitos circulantes, y otres 16

oldeos nc poseen la soblacidn nermal, relativamente im-
rtante dec linfocitos pzqueiios, Su capacidad de desarro-
llar reacciones alérgicas tardfas y de rechazar homo-
injertos de piel disminuye ccnsiderablemente.Sin embargo
tienen niveles normales de inmunoglobulinas ¥ G y’XM N
sus tejidos presentan una cantidad normal de células
plasmiticas. Vo hay crecimiento y la muerte es temprana,
Experimentalmente estos modelos son equivalentes a rato-
nes timectomizados al nacer; su paralelo en patologfa
humana es la alinfoplasia timica pura.

o/ s
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2) Bursectomfa + irradiacidn., El timo de estos animales queda
intacto, En estas aves, la cantidad de linfocitos pequefios

en sangre periférica y tejidos linfoideos es necrxal; pero

en los tejidos linfoideos no hay foliculos gerrizativas ni
células plasmiticas. No hay inmunoglobulinas ¥ G ni ¥M en
sangre, y no aparecen anticuerpos circulantes, incluso des-
pués de estimulos antigénicos potentes. Se rechzzan los homo-
injertos de piel y aparecen reacciones normales ce huésped
contra injerto. El equivalente humano de este modelo expe-
rimental es la agammaglobulinemia de tipo Bruton,

3) Timectomfa + bursectomfa + irradiacidn, Se obtiene una suma

de los defectos mencionados en los dcs modelos expgerimenta-
les anteriores. Hay linfopenia, atrofia considerable del
tejido linfoice, falta de linfocitos pequefios, centros ger-
minativos y células plasméticas. No se desarrollan anti-
cuerpos ni inmunoglobulinasj no se observa sensibilidad
tardfia y se toleran los homoinjertcs cutidneos. El equiva-
lente hwnano es la agammaglobulinemia de tipo suizo. Los
resultados de estas experiencias establecen claramente las
bases anatdmicas para la duzlidad del mecanismo inmunoléd-
gico y el papel preponderante de lcs linfocitos en este
mecanismo. (33).

. 4 . 4 .
Sin embargo la respuesta inmunologica a muchce antigenos patcgenos no
puede iniciarse sin las etapas previas de fagocitcsis y "procesamiento

antigénico" nor varte de los macréfzros, mientras que ciertas reaccio=-
nes inmunoldgicas dependen de los ccuponentes fagociticos del sistema
~eticuloendotelial y del sistema de complemento. La contribucidn del
sistema linfocitario a la defensa del organismo se realiza mediante

la llamada inmunidad huroral o inmediata, la inmunidad celular o
mediata y el aporte de células con memoria. (18).

La inmunidad huwnoral o inmediata se debe a la presencia de anti-
cuerpos representados por las inmunoglobulinas. Las céluvlas pro-
ductores de inmunoglobulinas ccrresponden a los linfocitos B o bursa-
dependientes o su equivalente en los mamiferos. Estos linfocitos B

en presencia de un estimulo antigénico originarian los plasmoblastos
y luego los plasmocitos que son células muy activas en la sintesis

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 llanma-
dos linfocitos T, Bste tipo de inmunidad se incia en forma mds tardfa
con la identificacidn del antigeno por receptores de la superficie
celular del linfocito T produciéndose luego una serie de fendumenos
que se exteriorizan con la liberacidn de sustancias activas que in-
tervienen en el proceso como el factor inhibitorio de la migracidn

/e
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de macréfagos, citotoxinas, quimio-toxina, sustancia de estimu-
lacidn blastogénica de los linfocitos, interferdn; que actdan
acumulando macréfagos y estimulando su capacidad funcional, pro-
duciendo liberacidn de sustancias que provocan la des=ruccidn
celular directamente, reclutamiento de nuevos linfocitcs e in-
hibicidn de la sintesis viral.

Estos linfocitos T participarian en las reacciones de rechazo de
injertos y tumores, hipersensibilidad tardfia y activacidn de
macréfagos para prcomover la resistencia a la infeccidn. También
estos linfocitos T cooperarian con los linfocitos B para facili-
tar de alguna manera su funcidn inmaunoldgica. (3) (18) (67).

Cuando una sustancia extrafia o antigeno se pone por priwera vez

en contacto con un eorganismo se desencadena una serie de fendmenos

metabdlicos y celulares que conducen a la activacidn del sector
humoral o celular de la inmunidad, pero al mismo tiempo produ-
cird el archivo o memoria de la informacidén recibida en ese con-
tacto de tal manera gque contactos posteriores de ese antigeno
especifico con el huésped ya sensibilizado producird de nuevo
los mismos fendmenos bioldzicos pero ccn mayor rapidez; se pudo
demostrar que células con memoria eran 1iinfocites T, (7) (18).

Los estudios sobre el origen y la funcidén de los linfocitos su-
gieren la existencia de dos tipos difere=utes de linfcecitos: Los
linfocitos B y los linfocitos T con preoriedades, origen y fun-
ciones diferentes, aunque resultan morfoldgicamente indistin-
guibles tanto al microscopio optico como al zicroscorio elec-
trénico.

El desarrollo de técnicas que permiten diferenciarles ha sido uno
de los progresos mis notables en el caupo de la inmunolozia.

Los linfocitos T :

10 forman in vitro roscizc con hematfcs de carncre. (29)

29 son lisados per =1 sucro antitimocito, (29)

30 dan una reaccién negativa con el Acide-pervddicc-Sehif

4o dan una reaccidu de Fosfatasa dcida vositiva, (21) (58)

52 dan unz respuecta peositiva cultivades en prescncia de PHA
(fitohemaglutininas). (66)

62 Las células T exhiben una maycer movilidad electrcforética
(1,33 ¢1v/sce/V/c) con grupos fosfatos o
periféricos escazos o ausentes, y un ndaero
boxilos susceptibles al decido-i-acc

que en las células B. (37)
7Q>Son negativos a las coloraciones inmunoflorescentes. (53)
80 Al microscopio clectronico "stereoscan" presentan una

superficie 1lisa. (48).

o/



Los linfocitos B :

19

29

30
40
50
69

forman in vitro rosetas con hematies sensibilizados por
anticuerpos antihematies y complemento. (20)

pueden ser estudigdo$ mediante la conjugacidn de comple jos
inmunofluorescentes con las inmunogldbulinas c¢e superficie,

(20) (53).

dan una reaccidn positiva con el dcido-perydéico-Schiff.(11)
dan una reaccidn de fosfatasa-acida negativa. (11)

no responden al estimulo de la PHA (fitohemagiutininz).(66)

exhiben una movilidad electroforética mas lente (0.90.4m/
sec/V/cm) presentando grupos fosfatos y sulfhidrilos en la
superficie celular con gran cantidad de grupos aminos car-
gados positivamente, y grupos o - carboxilos suscepti-
bles al acido-M-acetilneuraninico inferiores que en los
linfocitos T.(37)

72 al microscopio electrdnico"stereoscan" presentan una super-

ficie vellosa. (48)

Los valores normales de linfocitos T y B, calculados en base a la

formacidn de rosetas con eritrocitos de carnero o con nematies hu-

manos sensibilizados por anticuerpos antihematies y complemento

fueron los siguientes (30):

Linfocitos B 27.5% + 4,4 o 4?7/4] + 188,

Linfocitos T 60.6% + 4.0 o 10%9/,/ + 386,

Linfocitos 0 no forman rosetas de ningin tipo,
11,9% o 206/?1
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Varias han sido las tentativas de diferenciar los linfocitos
leucémicos de los normales,

El linfocito leucémico visto al nicroscopio dpticc coloreado
mediante el método de May-ﬁrunwald-Glemsa, presenta al igual
que el linfocito normal un citoplasma bas6filo: ceieste con
un halo mas claro alrededor del nucleo que generzlrente no
contiene granulaciones, aunque a veces puede presentar es-
casas granulaciones azurdfilas irregularmente distribuidas;
esta franja citoplasmatica pueae ser muy escasa, O aparecer
mas abundante en asbos tipos de linfocitos. (6%)

E1l ndcleo redondo, ovalado o a veces ligeramente es-otado,

) . . ’ .
suele aparecer en los linfccitos leucemicos como replegado
sobre si mismo. El ndcleo, paquicromndtico presenta una con-
centracidén cromatinica periférica con condensaciones grandes
intranucleares distribuidas en forma irregular, siendo si-
milar en los linfocitos patoldgicos coio en los normales.

Lo que llama la atencidén en los extendidos de sangre peri-
férica de pacientes con leucémia linfdtica crdnica es la
aparicidén de numerosas células rotas, denominadas "sombras
nucleares". (67)

Algunos autores trataron de diferenciar los linfocitos
leucémicos de los normales, e incluso distintos tipos de
leucémias en cuanto al tamafio celuvlar, pero linfocitos de
distinto tamafio se encuentran dun en frotis de adultos nor-
males, y el tamafio del iinfocito visibie al micrcscopio
dptico dependeria mucho del grado de estiramiento, (46) (68)

Por lo tanto al microscopio dptico habria mds similitudes
que diferencias., (44)
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6/. ULTRAESTRUCTURA DEL LIHFOCITO EN LLC,

NUCLEO.

En general los nicleos de los linfocitos leucézicos presentan
una condensacidn cromatinica en la periferia nuclear, no pre-
sentando diferencias con los nicleos de los linfocitos norma-
les. El andlisis de la proporcidn heterccromztina-eucromatina
fué similar en linfocitos leucémicos y normales, La observacidn
de un numero mayor de poros en la membrana nuclear de los linfo-
citos leucémicos no resultd ser significativa al realizar el es-
tudio estadistico.

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

CITOPLASMA.

El aparato de Golgi, cuando existfa, era compuesto por unas po=-

cas vesiculas, pero generalmente se encontrapba poco desarrollado
tanto en los linfocitos norinales como en los leucémicos.

Se observaron centriolos en el 24,3% de los linfocitos normales
y el 28% de los linfccitos leucémicos, aunque la diferencia no
.resultd ser significativa,

Ambas células presentaron escasas ritocondrias de morfologia
. . 4 Id . .
similar, un reticulo andoplasmaticsc rugoso, corto; disperso en
o . 4 .
el citoplasma celular. Se encontréd un reticulo andoplasmétlco
largo con una cantidad moderada de ribosomas ccn mayor frecuen-
cia en los linfocitos leucémicos,

Un reticulo endoplasmatico liso se observd raramente en ambos
linfocitos.

Tanto los linfocitos leucémicos como los normales contenian
ribosomas sueltos en el citoplasma y también pclirribosomas,

Ambos tipos de células presentaban a veces grantlos dispersos
en el citoplasma, de formas variables, redonda, ovalada, en
forma de bastén, a veces con membranas limitantes visibles y
otras veces con limites no definidos, células de ambos grupos
contenian granulos de glucdgeno. (57)

Por lo tanto el estudio comparativo al microscopio electrénico
de linfocitos leucémiccs y normales no revela ninguna diferen-
cia morfoldgica y / o estructural entre ambas células. (44) (57)
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Sc utilizaron para tefiir frotis de sangre periférica seca-
dos al aire
L ¢

Giemsa o Giemsa solo, en cuyo caso se yeall:

no coloreados
previamente coloreados con Mz -Grilnwald-

o

uwna c¢ecolora-~
ler.ca T

cidén previa a la reaccidn de PAS, sumer; ¢l frotis 30

S
nin, en metanol, (27)

Recactivoeos

a) Fijador : Metanol,

l._l

17

. A ’ L.
t) Oxidante: feildo nervddicso a
U4

[O1 )

s 2 LI DNCRP I - :. s .
¢) Solneisin de Seniis SR tolo e Lol

SOy
say

Tomasi (33)., Se disuclve 1 en 200 ml
de zgwa destilada a 100° C; se agita y se enfria hasta
50° €, se afiade 20 ml de HC1 normal. Se enfria hasta 25°C

y se anade 1 g de metabisulfito

.- A B U T G
E.CGC I UCSIN3s "alLace

anhidro c¢e sodio o po-
tasio (Wa, 8, Og, K, S 05). Se afiaden 2 g de carbén ac-
tivado, se agita y se guarda 24 horas en la oscuridad.
Se filtra recogiendo el colorante en un frasco ambar, Se
conserva en la oscuridad entre O y 4° ¢, Aintes de usarse
debe llevarse a temperatura azbiente,(33)

Reductor : Se disuelven 2,5 z de metabisulfito de sodio
en 500 ml de agua destilada y se afiade 30 ml de dcido

clorhidrico normal,

d)

e) Colorante de contraste : Hemetoxilina al 2%,

Tecnica de tincidn de PAS sexin Hotchkiss, (38)

a) Se cubre el frotis de sangre con metancl durante 15 min,
Se lava con agua corriente,

b) Se cubre el frotis con el reactivo oxidante durante 10

min, Se lava con agua corriente,

¢c) Se cubre el frotis con el Reactivo de Scniff durante 1

hora en la oscuridad,
d)

Se cubre el frotis con el reactivo reductor durante 10

min, Se lava con agua corriente.
colorante de con-

e) Se cubre el frotis con el reactivo

traste durante 10 wmin, Se lava con agua corriente,

£)
g)

Se deja secar al aire,

Se observa al microscopio 6ptico con la lente de
inmersidn (100 x).

Cada extendido tiene un frotis control, que luego de la
fijacidn y previo a la tincidn es expuesto durante 30 min.
a 37° C a una solucidn filtrada de diastasa salivar.

Se realizd una evaluacidn semi cuantitativa contando 100
linfocitos consecutivos y clasificandolos en 4 grados de

/o
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positividad en cuanto a su contenido en granulos de glucdgeno
PAS positivos, segin el método de Mitus,.(38) Fig.¥¢ 1,A,B,C,

Grado

Células sSin EranuloS eceeceococecesecsccceccoossccocoesassco O
Células ccnteniendo de 1 a 9 granuloS eeeeccsccoseseos 1
células con 10 0 m3S ETranUloS ceseeccoscecesccoonnses 2
células con grénulos muy gruesos y/o grandes blogues. 3

Multiplicando el nidaero de linfocitos de cada gradio por el va-
lor respectivo y sumando los resultados obtenidos Ze las 100
células se obtiene un indice de intensidad de la —saccidn de
PAS (1) que puede variar de cero (0) ( cuando ninguna célula
precenta granulos PAS positivos) a 300 (cuando las 100 células
consecutivas observadas son de grado 3); siendo este fndice un
paridmetro semicuantitativo del contenido en glucdgeno celular.

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

Entre el grupo de pacientes con LLC disgnosticada mediante
exdmen fisico, exdmen de la sangre periférica, de la médula
ésea y a veces de la biopsia ganglionar, se seleccionaron a-
auellos que no habian recibido ningin tratamiento antileucé-
mico, o bien aqucllos de los que se conservaban Irotis de
sangre periférica rezlizados antes del tratamiento,

Luego se estudid el resultado de la reaccidn de FAS en exten-
didos de sangre periférica de cada uno de los pzcientes después
de 60 dfas (como minimo) de tratamiento con cloracbucil,

En estas condiciones fueron estudiados 16 hombres v 4 mujeres con

LLC,cuyas edades oscilaban entre los 45 y los 73 afios,

Fueron descartados todos aquellos pacientes con LLC que ademis

‘padecian de anemia hemolftica autoinmune o de diabetes, debido

al incremento de la positividad del PAS en los linfocitos, ob=-
servada en estas patologfas. (32) (64)
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Ao~ Linfocitp de Grado 1 en un Paciente con Leucémia ILirfética Crénica.
En el citoplasma se observe un grdnulo PAS + .

B,- Linfecito de Grado Cero 6—-’) s mgrdnulos PAS + er el citeplasma.
y Linfocito de Grado 2 (-= con més de 10 grdnulos PAS + 4 En un
Pagiente con Leucémia Linf tica Créniea.

74

C.~-2) Linfoecitos de Grado Cero (==P) sin grdnulos PAS + , y Linfocito de
== Grado 3 con grdnules muy gruesos, PAS +. (%),
b) Linfoecito de Grado Cero (==B) sin grdnulos PAS +, y Linfocito de
Grado 3 con blogues PAS + (eseed),
En un Peciente con Leucémia Linfatica Crénioa.

rig.NQI.- A,B,C.- Microfotografina de frotis de sangre periférica de
ientcs con Leucémia Linfdtica Créniea. IOQX.-
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ESULTADOS,

A) Se investigd el origen de la sustancia PAS positiva de los

B)

linfocitos sometiendo los extendidos de sangre pzriférica a
la accidn de la amilasa previamente a su colorzzidn por el
Acido-pervddico-Schiff, Los resultados obteniczs =n todos
los casos demostraron gue la reaccidén de PAS se zegativizaba
post-tratamiento con amilasa permitiendo concluzz gque la

sustancia PAS positiva de los linfocitos era giucdgeno,

Para analizar los resultados obtenidos en los tT-=s grupos 3
Hormales, Pacientes con LLC pre-tratamiento y rzcientes con
LLC post-tratamiento se considerd:

a) El Indice de intensidad de la reaccidn de P.LS segin el
método de Mitus (38) descripto en Material y Método,

b) E1 porcentaje de células PAS positivas,

En cada caso se ccntaron 100 linfocitos seguidcs en un exten

N

dido de sangre periférica, anotando la cantidad de linfocitos

PAS positivos y el grado de positividad de cada célula,

I) Los resultados obtenidos en el grupo Normal éemostraron:
12) La presencia de linfocitos PAS positivos de grado
0, 1, 2 y 3 (Tabla I).
20) Valores de Indice de Intensidad comprencidos en un
rango entre 3 y 30 (Tabla I) (Tabla III) (¥Fi1z.1l), con
un Indice promedio Xy = 18,9, una desviacién standard
DSN = 5,63 y un error standard ESN = 1,27 (Tabla V1),

32) Un porcentaje de linfocitos PAS positivos comprendi-

dos en un rango entre 7% y 22% (Tabla III) (Fig.3), con

un porcentaje promedio: XN% = 1u,2, una desviacidn
standard DSN% = 4,1 y un error standard ESN% = 0,91
(Tabla V),

II)Los resultados obtenidos en el grupo de Pacientes cop

LLC pre-tratamiento demostraron :

12) La presencia de linfocitos PAS positivcs de grado
0,1, 2y 3.

20) Valores de Indice de Intensidad comprendidos en un
rango entre 98 y 213 (Tabla II) (Tabla IV) (Fig.2),con
un indice de promedio X11copre = 148.40, una desviacidn
standard DSLLC- re = 25,70 y un error standard ESLLC-pre
= 5,5 (Tabla Vlgo

32) Un porcentaje de linfocitos PAS positivos comprendido
en un rango entre 67% y 97%. (Tabla IV) (Fig.3) con un
porcentaje promedio XLLC-pre% = 81.4, una desviacidn
standard DSLLC- red = 9,2 y un error standard ESLLC-pre%
= 2,05 (Tabla Vgo

O/O
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I1I) Los resultados obtenidos en el grupo de Pacientes con LLC

post-tratamniento demostraron :

19) La presencia de linfocitos PAS positivos Ze grado
0, 1, 2y 3.

rango entre 6 y 65 (Tabla II) (Tabla IV) (Fig.l) con un
indice proumedio X1Lc-post = 30,50, una desviaczidn standard:

DSLLC-post
(Tabla V1),

= 16.48 v un error standard ESLLC-p:st = 3.6

32) Un porcentaje de linfocitos PAS positivos ccaprendido
en un rango entre 6% y 42% (Tabla IV) (Fig.3), con un ror-
centa je promedio XLLC-post% = 19,7, una desvizcidn standard:
DSLLC-post% = 9.3 y un error standard ES 2,08

LLC-post% ~
(Tabla V).

C) Para verificar si las diferencias observadas entre los tres
grupos estudiados eran significativas se compard:

12) E1l zrupo Normal con el grupo de Pacientes ccan LLC pre-
tratamiento mediante el test de Student
a) EBn cuanto a2l Indice de Intensidad de la reaccidén de PAS
se obtuvo una t = 21.51 para 38 grados de libertad con
una p <0.001 pudiendo deducir que la diferencia entre
ambos grupos era altamente significativa,
ositivos se
rtad con una

b) En cuanto al porcentaje de linfocitos PAS
obtuvd una t = 29,08 para 338 grados de 1it
p < 0,001 pudiendo deducir que la diferencia entre ambos

-
~
)

=]

grupos era altamente significativa,

22) E1 grupo de Pacientes con LLC pre-tratamiczito con el mismo
grupo post-tratamiento mediante el test de Student para
muestras pareadas,

a) En cuinto al Indice de Intensiwddad de la ~eaccidn de
PAS se obtuvd una t = 23.14% para 19 grades ¢z libertad
con una p<C,001 pudiendo dedusir gue la ¢ifsrencia entre
amhos grupos era altsmente sizcnificativa,

b) En cuanto al porcentaje de linfocitos PAS positivos se
obtuvd una t = 86.87 para 19 grados de libertad con una
p <0.001 pudiendo deducir que la diferencia cra alta-
mente significativa,

32) E1l grupvo Normal con el grupo de Pacientes con LLC pést-
tratamiento mediante el test de Student,
a) En cuanto al Indice de Intensidad de la reaccidn de PAS
se obtuvd una t = 2,90 para 38 grados de libertad con una
p<0,01.

'/ﬂ
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b) En cuanto al porcentaje de linfocitos PAS positivos se
obtuvd una t = 2.38 para 38 grados de libertad con una
p €0.05.

D) Por lo tanto segin el andlisis de los resultcczs se puede
deducir que :

12) La sustancia PAS positiva de los linfocitcs : es glucdgeno.

2Q) En todos los grupos estudiadoé : Normal, rzcientes con LLC
pre~tratamniento y Pacientes con LLC post-t—=ztamiento, se
observan linfocitos de grado O, 1, 2 y 3.

32) Tanto el Indice de Intensidad de la reacciéz de PAS conmo
el porcentaje de linfocitos PAS positivos zn los Pacientes
con LLC pre-tratamiento son significativazente superiores
a los respectivos valores encontrados en los adultos
normales,

4o) Tanto el Indice de Intensidad de la reaccidén de PAS como
el porcentaje de linfocitos PAS positivos en los Pacientes
con LLC disminuyen significativamente después del trata-
miento,.

52) Tanto el Indice de Intensidad de la Teaccidn de PAS como el
porcentaje de linfocitos PAS positivos en los Pacientes con
LLC-post-tratamiento, si bien en algunos casos alcanzan
valores normales, el grupo en conjunto sigue manteniendo
una diferencia significativa a un nivel ée p < 0.01 con
respecto al grupo control en el caso del indice de Inten-
sidad y a un nivel de p < 0.05 con respecto al grupo
control en cudnto al porcentaie de linfocitos PAS posi-
tivose.
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Pig. 2.- Distribucién del Indice de Intensidud de la Reecoién de
PAS en Normules y en Paoientes con LIC pre y post-trata-
miento, Cada rayita (-) representa el Indioe de Intensidad
de le Reaccién de PAS de un individuo. Los puntos (e) re-
presentan la Media de cada grupo.

=213

Ze X = 148.4

-98

«65
«30 -:® X = 30.5
"Ze% = 18.9 E
- 8 - 6
Normales Pacientes con LIC Pacientes oon LLC
pre - tratumiento post - tratumiento
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Fig.3.- Distribucién del Porcentaje de Linfocitos PAS + en
' Normzles y en Pacientes con LLC pre y posi-iratamiento.
Cada reyite (-~) representa el Porcente je & Zinfocitos
PAS + de un individuo. Los puntos (®) representan la
Media de cada grupo,

o
1\3‘&

- 97%

2

e 41

2
]

Y]
®
~l
]
[0e]
}—J
o
R

704

(@)
(@]
£

ks

~42%

(OV)
R
v

|

PORCENTAJE DE LINFOCITOS ©PAS POSITIVOS
v
R

-22%

g

[
¥
)3

all

='19.7%

-
- -

[ T ]

--EE.-X. = 14 -2%

=
§ .

18t

1%

N
RN

0%

Normales Paecientes con LIC Pecientes con LIC
pre -~ trztamiento post «» Tretamiento




w N = O QW
B ®X KX K

w N = O R
H R OK K

w N = O Q@ w N HH o R
B X X K

LI T

w D= o Q@
R

33

VALORES OBTENIDOS EN LOS ADULTOS NORMLLZES,

Normal G = Grado C= Ndmero de Células I = Iz<Zice de Intensidad
Ny N, N3 N,
Cc I G Cc I G Cc I a c I
86 = 0 0 x 85 = 0 0x 89 = 0 C x 68 = 0
9 9 1x 9= 9 1x & L i1x 6 6
3 6 2x 3= 6 2x 5 10 2x 6 12
2=+ 6 3x 3=+ 9 3x 2=+ 6 ix 0=+ O
21 24 20 18
NS N6 N7 N8
c I G C I G Cc I G Cc 1
81 = 0] 0x 93 = 0 0 x 87 = 0o 0x 87 = 0
16 = 16 l1x 6= 6 1x10= 10 l1x10= 10
3= 6 2x 1= 2 2x 3 6 2x 2= L
0=+ 0 3x 0=+ O 3x 0=+ O 3x 1=+ 3
22 _ __8__ _16__ 17
Ng Y0 N1 Nyp
C I G Cc I G Cc I G C I
92 = O 0x 87 = 0 0x 78 = 0 0x 87 = 0
5 5 1lx 10 = 10 lx16 = 16 ix 11 11
2= 4 2x 2= L 2x 4 = 8 2x 2= L
1=+ 3 3x 1=t 3 3x 2=+ 6 3x 0=+ O
12 17 30 15
Ni3 Ny Nis Y16
C I G Cc I G C I G Cc I
90 = 0 0 x 80 = 0 0x 80 = 0 0 x 82 = 0
5 5 l1x16 = 16 1x16 = 16 1x13= 13
5= 10 2x 4 = 8 2x 4 8 2x 3= 6
0=+ O 3x 0=+ 0 3x 0=+ 0 3x 2=+ 6
15 2% 24 25
Ni9 N8, 19 Y20
c I G ' I G. C I G ¢ 1
86 = 0O 0x 85 = 0 0x 82= 0 0x 91 = 0
11 11 lx 9 9 lx15 = 15 1x 8 8
2= 4 2x 6= 12 2x 3= 6 2x 1= 2
1=+ 3 3x 0=+ 0 3x 0=+ 0 3x 0=+ o

b
B
R

il

|
ii



I A - WD D G D D T T D P - = = - - = -

VALORES OBTZENIDOS EH LOS PACIENTES CON LEUCEMIA LINFATICA CRONICA
PRE X POST TRATAMIENTO.

P = Paclente G = Grado € = Numero de Células I = Zndice de Intesidad

Paciente N2 1 Paciezte N2 2
Pre-tratamiento Post—tratamiento Pre-tratamient: Tost-tratamiento
G ¢ I G C I G C 1 & ¢ 1
0x 33 = 0 0x 85 = 0 O0x 31 = Q 0x 93 = 0
1lx 33 =33 1x1l2= 12 1 x4¥95 = 45 1lx 7= 7
2x18= 36 2x 1= 2 2x19= 38 2x 0= 0]

3 x 16 =+_14 3x 2=+__6__ 3Ix 5=+_19 3x O0=+__0

117 20 98 7

Paciente N2 3 Paciente No 4
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C I G C I G ¢C I G C I
Ox 21 = o 0 x 88 = 0 0x 19 = 0 0 x 8% = 0
lx4% = 46 1x 8= 8 lx16 = 16 lx 8= 8
2x16 = 32 2x 3= 6 2x 28= 5 2x 8= 16
3 x 17 =+_ %1 3x 1=+_3 3 x 37 =+_111 3x 0=+__0

129 17 183 24

Pacilente N2 5 Paciente N2 6
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre-tratamieztc Post-tratarientc
G C I G C I G c i G C I
0x 33 = 33 O0x 83 = 0 0x 25 = 0 0x 79 = o
l1x1l5= 15 l1x 6= 6 1 x40 = 4C 1x10= 10
2x 22= W 2 x 10 = 20 2x 21 = 2 2x 5= 10
3 x 30 =+ 90 3x 1=+ 3 3 x 1% =+ U2 3x 6=+ 18

149 29 124 38

Paciente N2 7 Paciente Ne 8
Pre-tratamiento Post-tratamiento Pre~tratamiento Post-tratamiento
G (o] I G C I G Cc I G C I
0x 13 = 0 0x 80 = 0 0x 23 = 0 O0x 98 = 0
lxkl = &Ll 1l x13= 13 l1x19= 19 lx29 = 29
2x39= 78 2x 5= 10 2 x 27 = S 2x 9= 18
3x 7=+_2 3x 2=+_6 3 x 31 =+ 93 3x Y%=+ 12

140 29 166 59

Paclente N@ 9 T “Paciente Ne 10
Pre-tratamiento Post-~tratamiento Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C I G c I G c I G c’ I
0x 32 = o} 0x 86 = 0 O0x 8= 0 0x 82 = (+)
lx37= 37 l1x13= 13 lx 30 = 30 1x10= 10
2x 21 = 42 2x 1= 2 2x 57 = 114 2x 7= 1%
3 x10=+ 30 3x 0=+ 0 3x 9=+ 195 3x 1=+ 3

—— — ot v et Ot s it i ot et e e ]
—_————=== —— e — T



Paciente N 11

Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C I G C I
Ox 3= o 0x 78 = o
lx23 = 23 l1x13 = 13
2x 32 = 6l 2x 7= 14
3 x 42 =+ 126 3x 2=+ 6
a3 _ 33
Paciente N2 13
Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C I G C I
O0x 21 = 0 0x 8% = o
lx39= 39 l1x10= 10
2x 2% = 48 2x 6= 12
3 x 16 =+ 48 3x 0=+ O
137 =22 -
Paciente N 15
Pre-tratamiento Post-tratamiento
G C I G C I
0x 20 = 0 0x 9% = 0
1 x 31 = 3 1x 6= 6
2x 30= 60 2x 0= 0o
3 x19 =+_ 57 3x 0=+ O
148 6
Paciente N2 17
Pre-tratamiento Post-tratamiento
G Cc I G Cc I
0x1l2 = 0 0x 89 = o]
l1x40 = 40 l1x 5= 5
2 x 27 = 5% 2x 6= 12
3 x 21 =+ 63 3x 0=+ O
157 __ 7
Paciente N¢ 19
Pre-tratamiento Post-tratamiento
G c I G o I
0x 20 = 0 0x 86 = 0
1lx 30 = 30 l1x 8= 8
2 x 42 = 84 2x §5= 10
3x 8=+ 24 3x 1=+ 3
138 21
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Pre-tratamienis Fest~tratamiento

G C i o o] I

0x 23 = 0 dx 76 = 0

1x26= 26 1x 8= 8

2x29= 58 2x 9= 18

3 x 22 =+ 66 3x 7=+ 21
150 47

Paciz==te No 14

Pre~tratamiento Post—=tratamiento

G C I G C I
0x 1kt = 0 0x 73 = 0
lx31= 31 lx11 = 11
2x 35= 70 2x 11 = 22
3 x 20 =+ 60 3x 5=+ 15

161 48

- — "
—_—— e -

Paciente Ne 16
Pre-tratamiento Post-tratamiento

gy

G C I G c I
0x 10 = 0 0x 80 = 0
lx 32 = 3z 1 x13 = 13
2x 52 = 104 2x 5= 10
3x 6 =+ 18 3x 2=+ 6

154 29

— e e e e
—_—_——_—===

Paclente N2 18

Pre-tratamientc« Post-tratamiento

Py
—— e e e
—— e — T~

G C I G C I
Ox 5= 0 0x 67 = 0
1 x27= 27 1x 1= 14
2x 60= 120 2x 1% = 28
3x 8=+ 2+ 3x 5=+ 15

171 57

Paciente N2 20
Pre«tratamiento Post-tratamiento

G Cc 1 G ] I
Ox 6 = 0 0x 61 = 0
1x37= 37 1 x18= 18
2x k3 = 86 2x 16 = 32
3x 1% =+ 42 3x 9=+ 15

—— e
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NORMALES

Indice de Intensidad
N2 de Caso [ N2 de Células con- de 1la Resooidn 4 de Células
tadas de TPAS TAS poeitiv::-
Caso N2 1 100 21 14%
Caso N2 2 100 24 15%
Caso N2 .3 100 20 J11€
Caso N2 ¢4 100 18 124
Caso N2 § 100 ' 22 r 19%
Caso N2 6 100 8 T4
Caso N2 7 100 16 134
Ceso N2 8 100 17 , 13%
Caso N¢ 9 100 12 8% .
Caso N2 10 100 17 { 134
Ceso N2 11 100 30 224
Cas=o N 12 100 - 15 13%
Ceso N2 13 100 : 15 10%
Caso N2 14 100 24 20%
Caso N2 15 100 24 20%
Caso N2 16 100 25 18%
Casmso NQ 17 100 18 144%
Caso N2 18 100 21 154
Caso N2 19 100 21 18%
Ceso N2 20 100 10 9%
- - ve——_——

TABIA IIT.- Valores del Indice de Intensidad de la
reaccibn de TAS y el porcentaje de linfocitos TAS
positivos , encontrados en 20 dadores de sangre normales.
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PRE-TRATAMIENTO

SRR

POST-TRATAMIENTO

Ne de Caso

Caso
Caso
Caso
Caso
Caso
Caso
Caso
Caso
C. .0
Caso
Caso
Caso
Caso
Caso
Jaso
Jaso

Jaso

¥
LY

3aso

Jaso

N¢
NQ
Ne
NQ
N?

N¢
N¢
Ne
N¢
N¢
N¢Q
N¢Q
NQ
Ne
NQ
N¢

' N@

NeQ

W ® N OV s W N

NI T S o~ B R I SR R I
O W @ = 60 v & W N M O

das

100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100

100

N¢ de Oél:-r]‘.ndice de PAS
Ilas contae{

17
98

129
183
149
124
140
166
109
159
213
150
137
161
148
154
157
171

% de Células
PAS positivas

Indice de PAS

_—_

% de Células
PAS positiva

67%
69%
79%
81%
67%
15%
87%
7%
68%
92%
97%
1%
79%
86%
80%
90%
86%
95%

20

17
24
29
38
29
59
15
27

33
47
22
48

29
17
57

15%
7%
12%
16%
17%
21%
20%
' 42%
14%
18%
224
24%
16%
27%
6%
20%
11%
33%

14%
39%

TABLA IV.~ Velores del Indice de Intensided de la reaccién
de PAS y el porcentaje de linfocitos PAS positivos, encon-
trados en 20 Pacientes ocon Leucemis Lintdtica Orénica pre

¥y post-tratamiento.
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VIII, DISCUSICN.

El porcentaje bajo de linfocitos PAS positivos en el grupo
Normal : iN% = 14,2%, el porcentaje elevado ée linfocitos
PAS positivos en el grupo de Pacientes con L.~ zre-trata-
miento: iLLC pred = 8195 y su disminucidn en s:te mismo
gruno post-tratamiento XLLC post% = 19,7 concizrden con los
valores respectivos del Indice de Intensidaé¢ == la reaccidn
de PAS.

El estudio semicuantitativo del contenido de -iucdgeno en los
linfocitos de adultos normales con un indice promedio de

X = 18,9 y un rango de 8 a 30 coancuerda con 1cs valores bajos
obtenidos en linfocitos de controles normales, por otros auto-
res, X = 31, rango de 1% a 53 (51): X = 34, rango 20 a 55 (38);
X = 28,2 rango 12 a 68 (1).

Los resultados semicuantitativos del contenico de glucdgeno en
los linfocitos de pacientes con LLC con un indice promedio ele-
vado de X = 148,4 y un rango de 98 a 213 concuerda con los va-
lores altos referidos por la bibliograf{a en los linfocitos de
pacientes con LLC : X = 103, rango de 75 a 174 (38); X = 103
rango 65 a 140 (51).

Muy pocos avtores estudiaron el contenido del glucdgeno linfo-
citario en pacientes con LLC post-tratamiento, encontrando una
disminucidn del contenido de glucdgeno con un indice promedio
de X = 51 y un rango de 19 a 104, (51) coincidiendo con nuestros
resultados, que arrojaron un promedio de i 30,50 y un rango de
6 a 65 en los pacientes con LLC post-tratamiento, aungue en este

caso tanto el promedio como los valores limites del rango fueron
inferiores,

Es interesante observar que el aumento del contenido de glucé-
geno linfocitario no es exclusivo de la LLG, cobservandose va-
lores igualmente elevados en otras patologias como en los lin-
fosarcomas, la enfermedad de Hodgkin, la Mononucleosis infec-
ciosa, en las supuraciones crénicas, la colitis ulcerosa, en
los tumores epiteliales malignos, en la diabetes mellitus.

(32) (338) (51) (&%),

Estos resultados sugieren la existencia de alteraciones meta-
bélicas responsables del aunento del glucdgeno citoplasmitico
en los linfocitos, alteraciones no necesariamente iguales en
las diversas patologfas.

El aumento del fndice del PAS en linfocitos normales cultiva-

dos "in vitro", en un medio con glucosa previa a su transfor-
. 7/ - . N .

mac16n; podria ser el indice de un cambio en la actividad

/e
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funcional del linfocito, precediendo a la formacidén de anti-
cuerpos y explicando el aumento del PAS en las patologias no
linfoproliferativas., (49) (64)

Un fndice de PAS elevado, y la ausencia de una eievzcidn en el
contenido de glucdgeno de linfocitos de pacientes =con LLC, cul-
tivados"in vitro" en un medio con glucosa,sugiere :l:zuna alte-
racidén del metabolismo como consecuencia de un ca=:is neo-
plasico fundamental en la célula, (49) (64)

Los estudios mediante prueba de tolerancia a la gluccsa en adul-
tos normales, en enfermos cocn diversas patologias vy en pacientes
con LLC no padeciendo de diabetes, dieron resultacdos anormales
en el 71% de los pacientes con LLC, siendo normales en los otros
dos grupos, pudiendo correlacionarse los resultados anormales
con indices elevados de PAS en los linfocitos de los pacientes
con LLC insinuando un metabolismo anormal de los hidratos de

carbonoen esta patolczfa. (32)

El hecho gque cdlulas merfollzicasente iddnticas zowmo los linfo-
citos normales v los de la LIC presentan variacicnes bioguimicas
muy marcadas, co:10 el auvmento counsiderable del glucdgeno cito-,
plasmitico ea caso de LLC sugiere gque la aberracidn metabdlica

serfa un reflejo de la patologia imperante,

Los estudios sobre glicdlisis y respiracidn en leucocitos reve-
laron diferencias notables entre los leucocitos ncrmales y los
leucocitos leucémicos. La produccidén de dcido 1éctico resultd

ser 49,2 4M por 108 leucocitos por hora en leucccitos normales,
mientras que su valor descendid a 4,8 yM por 10° leucocitos poer
hora en los casos de LLC; el consumo de oxigeno desde 4y M por
lO8 células por hora en los normales, descendid a 1,1 4y M por 10
células por hora en los casos de LIC; y la utilizzcidn de glucosa
de 21 4M por hora en los normales llegd a 2,9 4M en los casos de

LLC. (63)

‘Los estudios sobre enzimas como la fosforilasa, la UDPG gluco-
siltransferasa o la & - D - glucosidasa involucradas en la sin-
tesis o el catabolismo del glucégeno, resultaron normales en los
linfocitos de las LLC, lo que permitirfa deducir que el almacena-
miento del glucdgeno en estos casos se debia a otro defecto
metabdlico. (8)

Marcando linfocitos normales y linfocitos de pacientes con LLC

1 se pudo comprobar que el metabolismo de

con glucosa - 1 - C
la glucosa estaba disminuido en las células leucémicas con

respecto a las normales,

o/ e
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La cantidad de = 'CO, producido, como indicador de la glicélisis
oxidativa en su totalidad, 1la produccidn de intermediarios gli-
coliticos, la cantidad total de azicar utilizada y el por ciento
utilizado a través del ciclo de la Hexosa Monofosfato fueron sig-
nificativamente inefriores en los linfocitos leucémicos que en
los normales, (8) (24%)

Por otro lado el total de la glicdlisis aerdbica como todos los
pasos que conducen desde la glucosa al dcido ldctico a través de
las enzimas : hexoquinasa, fosfohexosaisomerasa, fosfo-fructosa-
kinasa, aldolasa, triosafosfatoisomerasa, piruvatokinasa y
ldctico dehidrogenasa fueron inferiores en los linfocitos
leucémicos que en los normales, considerandose a la hexokinasa
como la enzima limitante. (63)

El hecho que el linfocito leucémico presenta un defecto en la
utilizacidn de la glucosa a través del ciclo de la hexosamono-
fosfato podria provocar la acumulacién de algin intermediario
glicolftico que podria ser utilizado en el ciclo de la gluco-
génesis celular, resultando en una sintesis patoldgica de glu-
cdgeno. Por ej.la glucosa - 6 - fosfato acumulada podria trans-
formarse mediante la fosfoglucomutasa en glucosa - 1 -~ fosfato

y entrar en el ciclo de la sintesis de glucdgeno. Por otro lado
se sabe que los niveles de la enzima glucdgeno sintetasa (UDPG
glicosiltransferasa) dependen de los niveles de glucosa - 6 - P,
(8) De esta manera se podria explicar la acumulacidn de glucdgeno
en estos linfocitos leucémicos. La falla en el metabolismo de los
azlcares podria ser en ultima instancia debida a una alteracién

a nivel de la sintesis proteica de enzimas debidas a modificacio-
nes en los dcidos nucleicos celulares. Estudios sobre los &cidos
desoxirribonucleicos (ADN) de los linfocitos normales y leucé-
micos demostraron que la cantidad total de ADH era igual en ambas
células,

Estudios sobre los dcidos ribonucleicos (AXN) en linfocitos de LLC
y normales demostraron que la cantidad total de ARH era igual en
ambas células.

Estudios sobre las distintas clases de ARW en linfocitds leucémicos
y normales demostraron que la cantidad total de r - ARN era igual
en ambas células, pero en los linfocitos leucémicos hab{a mayor -
cantidad (4%) de un ARY de bajio peso molecular (4 - 10 S) con
respecto al encontrado en las células normales. (0.4%). Por dis-
tintos métodos se verificd que este ARN de bajo peso wolecular no
provenfa de la escisidén de la molécula de ARN de alto peso mole-
cular,

o/
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La sintesis de ARN resultd ser normal en los linfocitos
leucémicos, pero se encontrd un ARN de alto peso molecular
mucho mds estable que el normal,

Al estudiar la actividad ribosomal se encontrd que ésta era de
16 a 23% en los linfocitos de la LLC, mientras gue los valores
obtenidos en linfocitos normales eran de 43 a 44%; por lo tanto
en la LLC habrfa una disminucidn en la formacidn de polisouas
con la consecuente disminucidén en la sintesis proteica, (&)

Estos resultados son compatibles con la disminucidén en la pro-
duccidén de globulinas que se observa en la LLC y también con 1la
actividad disminuida de enzimas del ciclo de la hexcsa monofos-
fato con la posible utilizacidn de los intermediarios glicoli-
ticos en el ciclo de la glucogénesis resultando en la acumulacidn
de glucdgeno detectada en los linfccitos de la LLC,

Algunos teorias sugieren que la acumulacidn de glucdgeno intra-
citoplasmdtico inhibirfa el normal funcionamiento de la maqui-
naria sintetizadora de inmuno globulinas con la consecuente
hipogamma-globulinemiaa (44) ‘

Estos linfocitos por lo tanto ademds de las anormalidades meta-
bdlicas con respecto al glucdgeno intracelular, a la presencia
de ciertos ARN anormales y una actividad ribosomal disminufda
también, presentan otros tipos de anoraalidades,

La asociacidn de patologias auto-inmunes con las LLC, la mayor
sensibilidad a infecciones bacterianas, afecciones virdsicas,

la presencia de hipogammaglobulinemia sugieren una incompetencia
inmunolégica en estos linfocitos. (20) (42) (54%).

La inmunizacidn de controles normales y pacientes con LLC con
antigenos de Salmonella produjo en los primeros sintesis de anti-
cuerpos no detectada en los pacientes con LLC,no observandocse en
los linfocitos leucémicos la adherencia de las bacterias a la su-
perficie linfocitaria, "in vitro" post inmunizacidn- ccmo manifesta-
cidén visible de la reaccidén : Ag - Ac observada en los linfocitos
normales, sugiriendo la pérdida de una importante funcidén bio-
sintética de los linfocitos leucémicos. (6)

La aparicidén de mitosis en cultivos de linfocitos normales y
leucémicos al ser expuestos a antigenos como Eschericnia coli

"in vitro" indicaria que lainmunidad adquirida previamente a la
aparicidén de la enfermedad no esta afectada,

La falta de mitosis en cultivos de linfocitos leucémicos al ser
expuestos "in vitro" a ant{genos desconocidos como Salmonella

comercial, mientras que se observan mitosis en linfocitos nor-
. . o - . P .

males en -las mismas condiciones, indican un defecto biolodgico

bdsico del linfocito de la LLC para activar auevos sistemas

inmunoldgicos. (7)
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La falta de respuesta a la fitohemaglutinina es otra caracteris-
tica detectada en los linfocitos de la LLC. (20) (42) (54) (56).

La demostracidn de la existencia de dos clases de linfocitos en
la sangre periférica, morfoldgicamente iguales, pero diferentes
en cuanto a su origen, funciones, diversas caracterfsticas,
fisiolog{a, cantidad, denominados linfocitos B y linfocitos T

(15) abre un nuevo enfoque en este estudio.

Varios estudios en cuanto a las caracteristicas de los linfo-
citos T y B demostraron que en las LLC los linfocitos eran
linfocitos B, encontrandose una poblacidén de linfocitos T
normales dilufdos en la gran poblacidn de linfocitos B leu-

cémicos, (10) (13) (17) (1) (53) (55)

Pero otras investigacicnes estudiando a fondo las caracteristicas
ée los linfocitecs en las LLC, en zljuanos peocos casos, 1 caso
sobre 11 (10) y otros 11 cascs (9), enceantraron que los linfo-
citos leucénicos presentaban las caracteristicas de los linfo-
citos T. Llama la atencidn que los pocos casos de LLC descrintos
en Japdn donde generalmente no se observa LLC son precisamente
LLC a linfocitos T, (9)

Los estudios inmunoldgicos y citoquimicos de los linfocitos de

las LLC presentaron diversas caracteristicas segin la clase de
linfocitos en cuestidn; los linfocitos T presentaban una reaccidn
de PAS negativa y una reaccidn de fosfatasa dcida positiva,mientras
que los linfocitos B presentaban una reaccidn de PAS positiva y una
reaccidn de fosfatasa dcida negativa., (11)

La existencia de LLC a linfocitos T es probablemente la explicacidn
de reacciones de PAS negativas o disminufdas encontradas por
algunos autores, aunque de acuerdo a los casos descriptos en la
literatura este tipo de LLC es mucho menos comin que la LLC a
linfocitos B.

Por lo tanto en las LLC a linfocitos B encontramos una poblacién
de linfocitos leucémicos de vida larga (12), metabdlicamente anor-
males, cargados de glﬁcogeno, que no responden al estimulo de la
fitohemaglutinina y que son inmunoldgicamente inconpetentes, pu-
diendo deducir que en la mayoria de los casos la LLC se deberia

a una proliferacidn monoclonal de células con caracteristicas de
linfocitos B. Quederfia por dilucidarse si estos linfocitos leude-
micos con caracteristicas de linfocitos B provienen realmente de
un linfocito B que debido a cambios neoplésicos fundamentales su-
fridé alguna alteracidn en su comportamiento normal, o si se tra-
tarfa de alguna célula linfocitaria,con algunas caracteristicas
semejantes a las de los linfocitos B, que normalmente se encuen-
tran en muy escaso numero en el organismo y que por algin cambio
neopldsico aparece en gran cautidad en esta patologia.
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IX, CONCLUSIOWES.

Se investigd la presencia de glucdgeno citoplaszitico en los
linfocitos sanguineos mediante la reaccidn citcguimica del
dcido-peryddico-Schiff, PAS, calculando el porcentaje de lin-
focitos PAS positivos y realizando un analisis sezicuantita-
tivo de la reaccidn mediante un fndice de internsidad calculado
en base a la cantidad de grdnulos de glucdgeno tresentes en los
linfocitos, en 20 adultos sanos ( 10 hombres y 10 mujeres ) y
20 pacientes con leucémia linfatica cronica, LLC, (16 hombres
y 4 mujeres), pre y post-tratamiento minimo de 60 dfas con un
agente quimioterdpico, que actida a nivel del &cido desoxirri-
bonucleico : el clorambucilo,

En el grupo Normal se encontro un porcentaje de linfocitos

PAS + bajo, con un promedio de 14.2% que aumentd a 81.4% en el
grupo de rPacientes con LLC pre-tratamiento, descendiendo a un
promedio de 19.7% post-tratamiento. E1l aumento del porcentaje
de linfocitos PAS + en el grupo de pacientes con LLC pre-tra-
tamiento con respecto al grupo normal fué estadisticamente
significativo con un valor de p<0.001, La diferencia en el
porcentaje de linfocitos PAS + entre el grupo de pacientes

con LLC pre y post-trataniento también fué estadfsticamente
significativa con un valor de p<0,001. E1 procentaje de
linfocitos PAS + en los pacientes con LLC post-tratamiento
mantuvieron una diferencia significativa a un nivel de p <0.09
con respecto al grupo nornal,

En el grupo Normal se encontrd un indice promedio bajo de
18,9 que aumentd a un indice promedio de 148.4 en el grupo de
pacientes con LLC pre-tratamiento, descendiendo a un indice
promedio de 30,50 después del tratamientc. La elevacidn del
indice en los pacientes con LLC pre-tratamiento ccn respecto
a los valores normales fué estadisticamente significativa con
un valor de p< 0,001l. La diferencia entre los valores del
{ndice de los pacientes con LLC pre y post-trataziento fué
estadfsticamente significativa con un valor de p<0.00l. Los
valores obtenidos en los paclentes con LLC post-tratamiento,
aungue aparentemente se acercarcn a los valores normales al
ser comparados estadisticamente se encontrd una diferencia
significativa a un nivel de p < 0,01,
Estos resuvltados permiten aseverar que :

Ie En los adultos normales la cantidad de glucdgeno cito-

plasmitico de los linfocitos sanguineos es baja.

II0 En 20 pacientes con LLC la cantidqad de glucdgeno citoplasma-
tico de los linfocitos sanguineos fué elevada, haciendo
pensar en la presencia de algin trastorno metabdlico sub-
yacente dircctamente relacionado a la transformacidn neo-
pldsico celular,

O/O
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II1Ie El1 descenso en la cantidad de glucdgeno citoplasmitico
en los linfocitos leucémicos post-tratamiento es muy
dtil del punto de vista terapéutico:

1/ Para valorar la eficacia de la medicacidn.

2/ Para investigar el efecto de nuevas drogas.

3/ Para la eleccidén de la medicacidn mds eficaz en cada
caso y cambiar el esquema terapéutico cuando sea ne-
cesario.

Considerando la investigacidn de la fisiopatologia linfocitaria,
la Reaccidn de PAS :

a/ Indicaria la presencia de variaciones bioquimicas impor-
tantes detectadas en células aparentamente idénticas en
cudnto a su morfolog{a tanto al microscopio 6ptico, como
al microscopio electrdnico y su retorno a la normalidad
post-tratamiento,

b/ Seria un método 1til, relativamente simple y poco costoso
para detectar la presencia de células andmalas.

¢/ Serviria para detectar aberraciones metabdlicas como mani-
festacidn de la patologia necplasica subyacente,

d/ Indicarfa la existencia de una etiologia diferente en aquellos
casos de LLC con reaccidn de PAS disminufda o negativa,
citados por varios autores. (11) (39) (69)

Siendo especialmente interesante en estos casos la evaluacidn
del efecto de la medicacidén y del esquema terapéutico mas eficaz
para profundizar en las posibles causas etiopatogénicas.-

‘Zﬂ&&_ Jz
Liec., Rodiea H., de Cosen

Dr, Alfredo E. Maecchi
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Para corroborar cuantitativamente los hallazros semiczuantitativoes
precedentes en cuanto al auwnento del glucé;eno linfocitario en
vacientes con LLC pre-tratariento con respecto a un gruzs normal
y su disminucidn post tratamiento, se realizaron determinaciones
microespetrofotométricas. (2)

También se efectuaron mediante microespectrofotometria mediciones
cuantitativas de Acido-Desoxirribonucleico (ADN) linfocitario en
normalés y en pacientes con LLC sin tratamiento para investigar

e ’ DY Vg
otro parametro mas con el objeto de esclarecer las anomglias me-
tabdlicas celulares de esta patologfia, (1)

i R — . TR -4

MATERTAL.,
A/ Para las mediciones de glucodgcno linfocitario se utilizaron
frotis de sangre periférica de
12/ 10 adultos normales (5 howbres y 5 mujeres) dadores de
sangre que constituyeron el grupo normal,
20/ 10 pacientes con LLC (8 hombres y 2 mujeres) pre- y post-
tratamiento con clorambucil,
En cada caso se midid el glucdgeno de 100 células linfoci-
tarias consecutivas,

B/ Para las mediciones de ADN linfocitario se utilizaron frotis

de sangre periférica de :

12/ 10 adultos normales (5 hombres y 5 mujeres) dadores de
sangre que constituyeron el grupo normal,

22/ 10 pacientes con LLC (8 hombres y 2 mujeres) sin trata-
miento,

En cada caso se midid el ADN de 20 linfocitos ccnsecutivos y

de 10 neutrdofilos segmnentados consecutivos,

METODO .,

A/ Para la tincidn del glucdgeno linfocitario se sigufo el
método de tincidn de PAS segin Hotchkiss (38) descripto
anteriormente.

B/ Para la tincidn del ADH se siguid el método de Feulguen.(33)
1) REACTIVOS:

a) Fijador : Metanol.

b) Hidrolizante : Acido clorhidrico 5N

¢) Solucidén de Schiff : segin el método de Coleman- de
Tomasi (33) descripto anteriormente en Material y
Método (VI, A, 2,c) pero sin afiadir carbén activado.

d) Reductor : se utilizd el mismo reductor descripto en
Material y Método (VI, A, 2, d4).
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2) TECNICA DE TINCION,

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

b) se cubre el extendido con el reactivo hidrolizante a
temperaturé ambiente durante 35 wminutos. Se lava con
agua corriente,

¢c) Se cubre el extendido con el reactivo reductor durante
5 minutos. Se lava con agua corriente,

Los nicleos se observan de color rojo violdcco,
Las zonas ocupadas por lor nucleolos se observan in-
coloras,

Para las determinaciones cuantitativas tanto de glucdgeno
como de ADW se utilizd : un micrcespectrofotdumetro Zeiss
Cytoscan con platina automdtica para realizar barridos
bidirreccionales con luz monocromatica con filtro inter-
ferencial de 5600 A con condensador 0.22 y lente de inmer-
sidn de 100 X. El aceite de inmersién fué previamente
probado para seleccioaar aquél que producia el menor
efecto de dispersién de luz., 21 aceite de inmersidn uti-
lizado tenfa un indice de refraccidn de 1.568.
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I1., RESULTADOS.
A) Los resultados obtenidos con rcspecto al glucdgeno linfo-

citario, expresados en unidades arbitrarias de sustancia
PAS positiva (U.A. PAS (+) ) fueron los siguieates:

I. NORMALES.
12 Para cada normal se midid la cantidad de glucdzeno por lin-
focito, contdndose 100 linfocitos consecutivos,
Para un caso se realizd un histograma representzndo el
contenido de glucdgeno por lingocitc expresado en U.h,PAS
(+) en funcidn de la frecuencia celular para lcs 100 lin-
focitos considerados (Fig.We : la),

Teniendo en cuenta todas las mediciones realizadas en los
. 4 -
10 normales se observd que el valor méxiio de glucdgeno
P /

o . / - ~
por linfocito fue 8.4 U.A.PAS (+) vy el valor minimo fuo:
cero  U.A.PAS (),

2¢ Para cada Nomaal se cousiderd

P

a) E1 percentole de linfociteos PAS positives Tobla In
b) El Indice de Intensidud de la recceidn de PAS calceulado
sezdn el método de iHitus (33) deseripto anteriornente
en Material y Método (VI) (Tabla Ia)

c) E1 centenido de zluedgeno de 100 linfocitos consecutivos
obtenido mediante la suna del centenido de glucdzeno de
cada linfocito medido con el citoesvectrofotdmetro y
expresado en U.A.PAS +, (Tabla Ia),

32 En cuanto a los normzles (Tabla Ia)

a) E1 porcentaje promedio de linfocitos PAS nositivos fud
de iN% = 11 con una desviacidn standard DSyqg = 244 jun
error standard ESH% = 0.77 v un rango ccmprendido entre
7% y 15%. '

b) E1 indice de intensidad de la reaccidn de ¥L3, did un
promedio iI.N = 15, con una desviacidn standard DSy
= 2.9, un error standard ESIN = 0,91 y un rango com-
prendido entre 10 y 21,

¢) Bl contenido de glucogeno de 100 linfocitos consecutivos
expresado en U.A.PAS (+) para los 10 normales (Fig.ht a)
did un X = 32.9 U.A.PAS (+), con una desviacidn
standard DSy , » ppg 4 = 9.6, un error standard
ESN.U.A.PAS + = 3.03, y un rango comprendido entre
3.8 U,A.PAS (+) v 43.3 U.A. PAS (+),

I1I. Pacientes con LLC pre-tratamiento
10 Para cada paciente con LLC pre tratamiento se midio la
cantidad de glucdgeno por linfocito contdandose 100 1lin-
focitos consecutivos, En un caso se realizd un histo-
grama representando el contenido de glucodgeno por lin-
focito expresado en U.A.PAS (+) en funcidn de la frecucncia
celular para los 100 linfocitos ccnsiderados.(Fig,.?2a)

./'
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Teniendo en cuenta las mediciones realizadas en 1000 lin-
focitos de los 10 pacientes con LLC pre-tratamiento, en

los 10 casos se observaron linfocitos carentes de glucogeno
y linfocitos con un contenido de glucdgeno superior a los
valores maximos encontrados en normales (8.8 U.4.PAS +),

El valor maximo de glucdgeno por linfocito fué ce 46,4

U.A. PAS (+).

22 Para cada Paciente con LLC pre-trataniento se ccnsideré:

a) E1 porcentaje de linfocitos PAS positivos (czlculado
anteriormente en Resultados VI),

b) E1l Indice de Intensidad de la reaccidn de PAS (calculado
anteriormente en Resultados VI),

¢) El contenido de glucdgeno de 100 linfocitos consecutivos
obtenido mediante la suma del contenido de glucdgeno de
cada linfocito medido con el citoespectrofotdmetro y
expresado en U.A. PAS +, Los resultados obtenidos se
observan en la tabla IIla,

32 En cuidnto a los Pacientes con LLC pre-tratamiento (Tabla IVa)

a) El1 porcentaje promedio de linfocitos PAS positivo fué :

X LLC-pred = 75% con una desviacidén standard : DSLLC-pre%
= 6.8, un error standard ESLLC-pre% =2.95 y un rango
comprendido entre 67% y 88%,

b) E1 Indice de Intensidad de la reaccidn de PAS did un
promedio iLLC ore 1T = 130, con una desviacidn standard
DSLLC pre II =L17,8, un error standard ESLLC—pre IT =5,63
y un rango comprendido entre 93 y 157,

¢) El contenido de glucdgeno de 100 linfocitos consecutivos
de los 10 Pacientes con LLC pre-tratamiento, expresado
en U.A. PAS (+) (Fig.%a) 4id un promedio X = 972,7
U.A. PAS (+), con una desviacidn standard DS = 172,6, un
error standard ES = 5%.62 y un rango couprer.dido entre
658.2 U.A. PAS (+) y 1218.2 U.A. PAS (+),

I1I, Pacientes con LLC post-tratamiento,

10 Para cada Paciente con LLC post-tratamiento se midid la can-
tidad de glucégeno por linfocito contdadose 100 linfocitos
consecutivos, Para un caso se realizd un histograma re-
presentando el contenido de zlucdgeno por linfocitc, ex-
presado en U.A. ?PAS (+) en funcidén de la frecuencia celu-
lar para los 100 linfocitos considerados. (Fig.3a).

Teniendo en cuenta las mediciones rezlizadas en 1000 lin-
focitos de los 10 Pacientes con LLC post-tratamiento, en

los 10 casos se observaron linfecitos carentes de glucégcno,
¥ en 9 casos se observaron linfocitos con un contenido de
glucdgerno superior a los valores maximos encontrados en
normales (8.8 U.A. PAS (+) ).E1 valor maximdé de glucdgeno
por linfocito fde de 20.4 U.A. PAS (+). Este valor es in-
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ferior al valor maximo encontrado en estos Pacientes
pre-tratamiento (46.4% U.A. PAS (+) ),

20) Para cada Paciente con LLC post-tratamiento se considerd:

a) E1l porcentaje de linfocitos PAS positivcs (calculado
anteriormente en Resultados VI),

b) E1 Indice de Intensidad de la reaccidn de PAS (Calcu-
lado anteriormente en Resultados VI),

¢) El contenido de glucdgeno de 100 linfccitos consecutivos
obtenido mediante la suma del contenido de glucdgero de
cada linfocito medido con el citoespectrofotdmetro y
expresado en U.A. PAS (+), Los recsultadcs obtenidos se
observan en la Tabla IIa,

30) En cudnto a los Pacientes con LLC post-tratamiento (Tabla Va)
a) El porcentaje promedio de lintocitos PAS positivos fué
X11¢ post? = 13% con una desviacion standard DS; 1c post®
= 4,3, un error standard LSLLC post® = 1.36 y un rango
comprendido entre 6% y 21%.

b) E1 Indice de Intensidad de la reaccidn de PAS did un
promedio de XLLC post II =_l9, con una desviacion
standard DSpyn noct17 = 95 un error standard LSLLCpost 11
= 2,8% y un rango comprendido entre 6 y 33,

c) El contenido de glucdgeno de 100 linfocitos consecu-
tivos de los 10 Pacientes con LLC post-tratamiento
expresado en U.A. PAS (+) did un pr?medio Xi1c post U.A.
= 83 U.A. PAS (+), con una desviacion standard
DS11c post u.a. = 32, un error standard ESpya oot y,A.
= 10.12 y un rango comprendido entre 33.2 U.A. PES (+)

y 142,8 U.A, PAS (+),

IV).Las diferencias entre los tres grupos: Normal y Pacientes con
LLC pre y post-tratamiento con respecto al porcentaje de 1lin-
focitos positivos y a la medicidn semicuantitativa del glu-
cbdgeno linfocitario mediante el indice de intensidad de la
reaccidn de PAS fueron analizadas estad{sticanente en Re-
sultados VI,

Para verificar si las difereancias observadas entre los tres
grupos estudiados en cuanto al contenido cuantitativo del
glucdgeno linfccitario mediante citoespectrofotdémetria y
expresadas en U.A., PAS (+), eran significativas :

12 Se compard el grupo Normal con el grupo de Pacientes con
LLC pre-tratamiento mediante el test de Student, encon-
trandose una t = 16.27 para 18 grados de libertad con
una p < 0.001; resultado que confirma la diferencia al-
tamente significativa entre ambos grupos.

22 Se coupard el grupo de pacientes con LLC pre- y post-
tratamiento mediante un test de Student para muestras

pareadas, obteniéndose un valor de t = 46.53 para

Q/.
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9 grados de libertad con una p < 0,001, resultado que
confirma la diferencia altamente significativa entre el
grupo de Pacientes con LLC pre-tratamiento y el mismo grupo
de Pacientes post-tratamiento,

32) La comparacidn del grupo Normal con el grupo de Facientes con

LLC post-tratamiento mediante el test de Student did un valor
de t = 1.47 para 18 grados de libertad, sierdc la diferencia
entre ambos grupos significativa a un nivel de p € 0,2,

B), Los resultados obtenidos en cuidnto a la cantidad de ADN celulo
expresados en unidades arbitrarias de ADW (U.A. de ADH) fueron

los siguientes :
192 )ormales.,

20)

En el extendido de sangre periférica de cada uno de los 10
normales, colorezdo segun el :mdtodo de Feulguen, sc nidid
mediante cltoe..;‘ﬁtro;o+ Saetrda 1a cantidad de ADH de 20
linfocitos consecutivos  de 10 neutrdofilos scimentados
concecutivos. Los resultados ohtenidos exnresacos 20 U.kh.de
ADN fuveron miy hinlozencos tanto sa el

1.6 U.h, de ADM v 3.0 U.L, de

cuyos valores cscilaren cntre
ADN, como en el :xasc de los neu

filos, cuyos valores osci-
laron entre 1,% U.A. de AN v 2.% U.A. de ADN,
1

En la fig,5%5a A se puede observar el ejexplo de un nistegrama
9]

-

del contenido &g ADMN lini:

3. EEPN N . T FEZE2 S
citarlis exyresado en U.i., Ao ACIH en

< ? . -
funcion de 12 frecuencia zelular e it caso noranl ¥y el la

Fig.62 A se puedia ohservar va hictogranma respresentando 21 con-

A e

tenide de ADYW cde los neatrdfiles, en U.i. de LI en fuicidn

1
O
L)

de la frecuenciz celuiar 20 el misc caso normal anteri

En 1a tabla VIa se¢ pueden observar las medias, las desvizciones
standards y los errores standards del contenian de ALil,exwvresado
en U.A, de ALY, de'los linfocitos 7 de los neutrdlilos éde cada

v

uno de los 10 2szces normale

En el caso de loz linfocl tos noriales observanros uuve
e

a
mediac tienen ua valor de : Y = 2,0 0 X = 2.1, coa desvia-
ndards uye verian entre DS = 0,17 ¥ DS = 0.33 ¥
rian entre BES = 0.03 y S = 0,07,
2les los valores de las me-
dias encontrados fuercn : X = 1.9 o X = 2.0, con desviacio~
nes standards oscilando entre DS = 0,19 y DS = 0.27 y errcres

standards variando entre ¥S = 0,06 y ES = 0,08.

ciones st

Pacientes con LLC sin tratamiento..

En el extendido de sangre periférica de cada uno de los 10
Pacientes con LLC sin tratamientc, coloreado segin el método
de Feulguen, se widid mediante citoespectrofotometria la
cantidad de ADH de 20 linfocitos consecutivos y de 10 neu-
trofilos segmentados consecutivos.Los resultados obtenidcs

Q/O
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expresados en unidades arbitrarias de ADN (U,A. de ADNW)
fueron muy homogéneos tanto en el caso de los Iinfocitos,
cuyos valores oscilaron entre 1.6 U.A. de ADN y 2.0 U.A.
de ADN, como en el caso de los neutrdfilos cuyos valéres
oscilaron entre 1.5 U.A. de ADN y 2,95 U.A. de ADK. Estos
resultados fueron muy similares a los resultados obtenidos
en los 10 casos normales,

En la Fig.5%a B se represento mediante un histograma el contenido
de ADN linfocitario en U.A. de ADN en funcidn de la frecuencia
celular en un paciente con LLC sin trataaiento,

En la Fig.6a B se puede observar el histogzraaa del contenido

de ADH en U.A. de ADHd de los neutrdéfilos del mis:o gacliente
anterior. Los otros 9 casos de pacientes con LLC sin tratamiento
presentaron histogramas similares,

En el caso de los linfocitos de los Pacientes con LLC sin tra-
tamiento los valores de las medias fueron : X = 2,0, X = 2,1

o X = 2.2 con desviaciones standards oscilando entre 0.19 y 0.37
y errores standardsvariando entre O.,O4 y 0.08., En cuanto a los
neutréfilos de estos Pacientes los valores de las medias encon-
trados fueron X = 1.8, X = 1.9 o X = 2,0 con desviaciones stan-
dards oscilando entre 0.17 y 0.29 y errores standardsvariando
entre 0.05 y 0,09 (Tabla VII a),

Mediante un andlisis de la varianza de los 40 grupos :
10 grupos de linfocitos en 10 casos normales
10 grupos de neutrdéfilos en 10 casos normales
10 grupos de linfocitos en 10 Pacientes con LLC sin tra-
tamiento,
10 grupos de neutrdfilos en 10 Pacientes con LLC sin tra-
tamiento.

Se obtuvo un valor de Fé3,36)= 0.63 comprobando que las di-
ferencias entre los distintos grupos no son significativas.
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FIG.2a.-Frecuencia de la distribucidén del contenido de glucébgeno, expresado

en Unidades Arbitrzrias PAS(+), por ceda linfocito en un Paoi
con Leucémia Linfdtica Crénica Pre-Tretamiento. aciente (N23)
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FI1G.33-Frecuencia dc la distribucidn del contenido de glucbdgeno, expresado
en Unidedes Arbitrarias PAS(+), por ceda linfocito en un Paciente(N23)
con Leucémia Linfdtica Crénica Post-Tratamiento con clorembucilo.



Fig.48. Distribuoién del contenido de glucégeno expresado en Unidades Arbitra-
rias PAS + por 100 linfooitos en Normules y en Pucientes con LIC pre
Yy post-tratamiento, Oada ruyita (-) representa el valor correspondiente
& un individuo. Los puatos (¢) representan la Media de cada &rupo,
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N OR M A L E S

]

Ne de Caso:|N® de Célu- |Indice de Intensidad|% de Linfocitos JU.A. PAS (+
lus contadagde la reaeoidn de PAS positivos Linfoae:
' PAS
3
Caso N2 .1 100 . 14 .9% 32.4
Caso N2 2 " 100 16 14% 43.0
Caso N2 3 100 10 7% 8.8
fCeso N2 4 100 17 11% 40.8
Caso N2 § 100 12 8% 25.2
Caso N2 6 100 15 10% 35.6
Caso N2 7 100 18 12% 34.0
Caso N2 8 100 21 15% 43.3
Caso N2 9 100 14 11% 32.0
Caeso N2 10 100 16 13% 34.0
- N j

TABLA Ia.- Resultsdos encontrrdos en 10 dudores de s-ngre rorm:les.

PACIENTES CON LEUCEMIA LINFATICA CRONICA

Ne de Caso

les conﬁada

N2 de Célu- JIndice de Inten-
sided de la re-
acoién de PAS

PAS positivos

% de LinfocitoJlLAJPAS (+)/100 Lin

citos

L}Pre— Post-| Pre- Post- | Pre-Traetam. |Post-T
Prutam, gtratam. |tratam.| tratum,

Caso N2 1 100 117 22 67% 15% 1023.7 80
Cas ‘N2 2 100 98 7 69% 7% 886.0 34
. .so N2 3 100 129 17 79% 12% 1083.7 80
Caso N2 § 100 149 29 67% 17% 881.8 83
Caso N2 6 100. 124 38 75% 21% 781.6 142
Caso N2 9 100 109 15 68% 14% 658.2 108
Caso N2 13 100 137 22 79% 16% 1192.4 99
Caso N2 15 100 148 6 80% 6% 1218.2 33
Caso N2 17 100 157 17 86% 11% 1105.0 64
Caso N2 19 100 138 21 80% 14% 896.8 105

TABLA ITa.- Resultados encontr+dos en 10 Pocientes con Leucemis

Linfdtics Crdénics pre y post-trstumiento.
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LINFOCITOS
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FIG. sa-Frecuencia de la distribucibén del contenido de ADN, expresado

en unidades arbitrirics de ADN

por cada linfocito A) en un ceso

Normel; B) en un paciente (N2 10) con Leucémia Linfdtica Crénica
sin Tretamiento

NEUTROFILOS

8 BW

NORMAL -

N2 de Neutréfilos
N2 de Neutréfilos

S U.A.ADN

6- 6
4: ' 4:
i} .
L1 .

LLC

15 20 24 4 ALADN

FH&GarFrecuencla de la distribucién del contenido de ADN, expresado

en unidades arbitr:rias de ADN

Normal; B) en un paciente (N?10

or cada neutréfilo A) en un caso
g con Leucémia Linfdtica Crénica

sin tra:tamiento



Caso N2 1 20 2.0 0.17
Caso N? 2 ;O 2.1 0.30
Ceso N2 3 20 2.0 0.17
Ceso N2 4 20 2.1 0.18
Caso N2 5 20 2.1 0.27
Caso N2 6 20 2.0 0.18
Caso N2 7 20 2.1 0.27
Caso N2 8 20 2.1 0.19
Caso N2 9 20 2.0 0.19
Caso N2 10 20 2.1 0.33
. —
TABLA VIa.- Resultados estad{sticos obtenidns a partir de las medi-
ciones cuantitativas mediante citoespectrofntometrfa del ADN de los
Linfocitos, y expresados en Unidv.des Arbitririas de ADN.
N O R M A L E S
NEUTROFILOS SEGMENTADOS
————————————— 1
Ne2 de Caso n MEDIA DESVIACION STAN-*‘JRROR STANDARD RANGO
X DARD DS ES
Caso N2 1 16‘7 1.9 0.20 0.06 l1.58 2.3
Caso N2 2 10 1.9 0.23 0.07 1 l1.7a 2.2
Caso N? 3 10 2.0 0.23 0.07 l.6 a 2,2
Caso N2 4 10 1.9 0.20 0.06 1.7 a 2.3
Caso N2 5 10 1.9 0.27 0.08 l.7a 2.4
Caso N2 6 10 2.0 0.23 0.07 l1.5a 2.5
Caso N2 7 10 1.9 0.21 0.06 l.5a 2.2
Caso N2 8 10 2.0 0.19 0.06 l.4 a8 2.2
Caso N2 9 10 2.0 0.24 0.07 l.7a 2,2
Caso N2 10 10 1.9 ' 0.24 0.07 l.6 a 2.3
————————— ———————————————————

TABLA VIIa.- Resultudos estadisticos obtenidos a partir de las medi-

ciones cuantitatives medionte oitoespectrofotometria del ADN de los
neutréfilos segmentados, y expresados en Unidades Arbitrurias de ADN



so N¢ 2 | 20 2.0 0.25 0.05 3.0
so Ne 3 [ 20 2.2 0.37 0.08 2.3
so N2 4 20 2.0 0.21 0.04 2.5
so N¢ 5 ] 20 2.1 0.25 0.0% 3.0
so N2 6 20 2.0 0.27 0.06 2.4
so N¢ 7 20 2.1 0.23 0.05 3.0
so N¢ 8 } 20 2.0 0.20 0.04 2.4
so N¢ 9 ] 20 2.0 0.21 0.04 2.4
so N2 10 | 20 2.1 0.19 0.04 3.0

TABLA VIIJe.- Resultados estad{sticos obtenidos & partir de las medi-

ociones cuantitaetivas medicnte citoespectrofotometr{a del ADN de los

linfocitos, y expresados ¢n Unidades Arbitrarias de ADN,

PACIENTES CON LLC SIN TRATAMIENTO
NEUTROFILOS SEGMENTADOS
de Caso n DESVIACION STAN4ERROR STANDARD
DARD DS ES
so N¢ 1. 10 1.9 0.27 0.08
so N2 2 10 1.9 0.17 0.05
so N¢ 3 10 1.9 0.20 0.06
so N2 4 10 1.9 0.21 0.06
so N2 5§ 10 2.0 0.24 0.07
so N2 6 10 2.0 0.29 0.09
so N¢ 7 10 1.9 0.26 0.08
so N¢ 8 10 1.8 0.27 0.08
so N2 9 10 1.9 0.18 0.05
so N2 10 - 10 . 1.9 0.23 0.07
e

TABLA IXa.- Resultados estadisticos obtenidos a purtir de las medie
ciones cuamtitatives mediante oitoespeotrofotometr{a del ADN de los
neutréfilos segmentados, y expresados en Unidades Arbitrarias de ADN
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Los

resultados cuantitativos en cuanto al ccrtenido de glu-

’ . N - . . . -
cozgeno linfocitario en HWormales, Pacicentes ccn LLC pre-tra-

tamiento y Pacientes con LLC post-tratamientc ccincidieron
con los resultados obtenidos mediante el mé*cdz semicuanti-

tat
1o

Los
1e.,-

29

ivo de Hotchkiss (33) pudiendo concluir qus

Fn los adultos normales la cantidad de glucdzeno c1to-
plasmitico de los linfocitos sangufneos es *a
32.9 U.A. ?AS (+) para 100 linfocitos),

En 10 Pacientes con LLC pre-tratamiento, 1:i cantidad de
glucégeno citorlasnritico de los linfocitos sanvuineos

fué elevada (X = 972,7 U.A. PiS (+) para 100 infocitos.)
“n los mismos 10 Pacientes con LLC post-trztamziento se
cbservd una disminucidn sis znificativa del giuncogeno cito-
plasmatico de los linfocitos sanguineos ccn respecto a

los valores obtenidos pre-tratamiento.(X = 83 U.A. PLS (+)
por 100 linfocitcs),.

La diferencis entre este grupo y el nor:ial sizuid siendo
significativa a un nivel de p € O.1.

Los resultados cuantitatives en cuanto al ccentenido de
ADN linfocitario en los 10 rPacientes con LLC sin trata-
micnto fué similar al contenido de ADN de los neutrdfilos
segmentados de los mismos Pacicates y al contenido de ADN
de los linfocitos y de los neutrdfilos se:;zentados de 10
casos Normales,

Estos resultados concuerdan con los resultzados obtenidos
por Billington (4) mediante estudios bloq*‘ﬁlcos del 4DNH
linfocitario en Pacientes con LLC expuestos anteriormente
en la Discusidn IX, sugiriendo que la anocralfia etiopatdlo-
gica no estaria a nivel de la cantidad de £Z¥ linfocitario.

resultados estadisticos obtenidos (Tabla Xa) al comparar:
El grupo Normal y el grupo de Pacientes con LLC pre-tra-
tamiento, mediante el test de Student, fueron iguales en
los tres métodos utilizados: M@todo Semicuantitativo ne-
diante el Indice de Intensidad de la Reaccidn de PAS ;

el Porcentaje de linfocitos PAS + y el Método cuantitativo
citoespectrofotométrico, encontrdndose en todos los casos
una diferencia altamente significativa entre ambos grupos
con un valor de p< 0.001,

.- E1 grupo de Pacientes con LLC pre y post-tratamiento me-

diante el test de Student para muestras pareadas fueron
iguales en los 3 Métodos utilizados, encontrandose en to-
dos los casos una diferencia altamente significativa con
un valor de p<0.001.
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32.- E1 grupo Normal con el grupo de Pacientes con LLC post-

" tratamiento mediante el test de Student varid segin el
método utilizado. Aunque los valores enconirados en este
grupo de Pacientes se acercaron a los valorss normales
la diferencia con el grupo normal siguid siendo signi-
ficativa a un nivel de:

a: p<{0,01l al utilizar el Método Semicuantitativo,

b: p¢0.05 ccnsiderando el Porcentaje de linfocitos PAS +,

¢: p¢ 0.2 al utilizar el Método cuantitativo citoespectro-
fotométrico.



Normales

Test
Paot ty de P<0.001 P <0.001 P<0.00L
cientes con
LIC pre-tratam. Student
Pacientes c¢con
Test de
LLC Student
pre Yy post para muestras P< 0,001 P<0.001 P 0.001
tratamiento pareadas
Normales Test
y de P<0.,01 P<0.05 P<O0.2
Pacientes con
LIC post-tratam. Student

TABLA Xa.- Resultados estadisticos obtenidos al comparar entre
s{ los tres grupos : Normales, Pacientes ocon LIC pre
tratamiento y Pacientes con LLO post-tratamiento,
segin el Método utilizado.

oo Goes '

Lio. Rodioa H., de Cosen

Dr. Alfredo E. Maechi
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