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1. INTRODUCCION

L. GENERALIDADES

Tradicionalmente las técnicas para la tincidn dife
rencial de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, en el La
boratoric de Hematologia, han estado basados en la técni
ca de.Wright. Giemsa, May Grucnwald(ﬁg), 1a de Pappenheim,
o variantes de ellas, en las cuales el colorante Azﬁl de
Metilenc es su base, £1 Azul de Metileno y Eosima (Clo
ruro de metil-tionina) es un colorante heterociclico de-
rivado de una dibenzotia:ina(zs) v tiene la caracteristi
ca en su estructura quimica Jde contener grupos amino en -
los anillos adicionales del theterocicle. Estos yrupos
amino constituyen los vadicales de su afinidad colorante
por las estructuras nucleares de los leucocitos, que a -

su vez es la base de su diferenciacidn y apreciacién mor

folGgica al microscopio.
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Azul de Metileno



Recientemente fue introducido en Estados Unidos -
por Technicon un sistema de tinci6n para leucocitos-con
un colorante llamado Ftalocianina CGprica Isoind6lica., -
Este colorante desde el punto de vista quimico, es dife-
rente del Azul de Metileno y sus derivados, pues se tra-
ta de una Ftalocianica Cfiprica Isoind&lica y no es deri-

vado de la dibenzotiazina(zs).

La estructura quimica de este colorante e¢s la si--

guiente:
HN

grupos amino grupos amino

f&N

Ftalocianina CGprica Isoind8lica

Semejante con el Azul de Metileno la ftalociani-
na tiene un color azul y quimicamente es una Ftalocianina
Clprica Isoindflica (se le llama comercialmente Azul de
Alzacia) y tiene en su estructura también, grupos anibni-

cos amino, que cumplen las funciones fijadoras de este -



colorante, semejante con el Azul de Metileno en los leu-
'cdcitos. Los grupos bdsicos que tiene el Azul de Meti-
fleno y sus derivados de la dibenzotiazina, son los grupos
orginicos que se fijan a los componentes bioquimicos de -
los leucocitos en la técnica de Wright o de Giemsa, para

fines hematolégicos.

grupos amino

Ftaloc¢ianina Clprica Isoind8lica

Esta Ftalocianina es un pigmento que se caracteri-
za por dar colores azules o verdes, y es un pigmento in-
soluble en agua; sus soluciones coloridas son estables,y
hasta hace algunos afios sdlo se le habia encontrado un -
uso como‘pigmento comercial y recientemente se le encon-
trd otro uso para los autcanalizadores como es el Hema--

log D, desarrollado por la Compainia Technicon en Estados



~Unidos. Sin embargo, en nuestro pais el uso de estos -
aparatos no esté muy'generalizado, por el costo: por el -
mantenimiento de sus refacciones y por lo cual se pensé -
en sustituir una transferencia de tecnologia, y en este -
trabajo de tesis se refiere como objetivo a este punto y
tambign a la sintesis de este colorante para Hematologia,
para 1llevar a cabo una técnica manual que pueda ser desa
rrollada en un Laboratoric de Andlisis. Se puede usar-
esta Ftalocianina CGprica Isoind6lica y combinarse con -
la Fushina y otro colorante de contraste. De acuerdo a
‘Mansber, Saunders, Gronecho), la Ftalocianina Ctprica -
Isoind6lica identifica a los leucocitos con la ayuda de -
ow 0tro colorante de contraste, de acuerdo a reacciones cito
quimicas entre los componentes bioquimicos de estas cé&lu-
las como lipidos, &cidos nucleicos y ecnzimas, y los gru-
pos anibnicos de la estructura quimica del colorante, apn
tes mencionados., La Tabla No, I siguiente presenta los

componentes bioquimicos principales de la afinidad tinto

rial en leucocitos,

— X Fosfa-
(>L1p1- RNA L DRA o Sa - Glucp [Peroxi-

CELULA dos I
! XX xxx | xxxx Alﬁzll geno | dasa
Blasto : +H4E | +at++ neg neg neg

Mielocitos =~ | +g++++4] ++ ++ - neg | ++++




Fosta-

e DNA Peroxi-
) : : asa .-
CELULA Y iilgeno”| dasa |
Lo Tygyy Mealifst ke
: - na
‘Metamielocitos. “|+a+t++| " 44 - + +H44
Neutréfilo RSO £ *
. rA++++ et - + +44 4
-segmentado- A neg " *
Eosin6filos +a+eet neg| ++++ neg N neg P
Bag6Ffilos +a+reeinogl s neg | neg ney
s . .
Linfocitos - tHeE] Hies neg -4+t neg
: . - +
Monocitos sa++ - peg| t4er neg | neg - at+
Megacariocitos - 44 I ) - . neg
. N
Plaguetas -l neg neg neg neg neg
Pronerroblastos neg |- +4+ + neg | neg neg
Normoblastos .
bas6filos neg |rved t neg | nee neg
Normoblasto i
N . ++ 44 e
policromitico neg heg | neg neg
Normobhlasto o 4
P - +++e \
ortocromitico nes neg | neg neg
. . +
Reticulocitos neg - neg neg neg neg
eritracitos ney
adultos +++v++{ neg| neg neg | neg neg
Megaloblasto de
. r LR AR C AR J e T
todos los tipos| "% : meg | neg aeg
Cuerpos de
++ Y
Howell-Jolly neg neg neg | ney neg
Cuerpos de \uer ‘ras ++ neg neg neg +ers




+ leve, ++ .moderado,  +++ medianamente intenso e
++++ intenso; dado por el porzentaje de células que se ti

ﬁen.(ssl

La Ftalocianina Clprica Isoindélica fue introducida

(31). Desde --

como un colorante biolégico por Steedman
aquel tiempo empez6 a ser investigada firmemente su utili
dad en citologfa, histoquimica, histologfa, etc. como un -
colorante para la demostracibn de mucopolisaciridos. Mc.

(31)

Manus y Baillie usaron el colorante para tefiir fibro-

Gn

blastos, Dane y Herman usaron la Ftalocianina Cfiprica --
Isoinddlica para tefiir mucina, queratina y prequeratina.

Goldstein usb la Ftalocianina Cfiprica Isoind6lica dentro
del mecanismo de tincidén de mucina. Asi concluy$§ que la
selectividad de la Ftalocianina Clprica Isoind6lica depen
de particularmente de la dimensién de su larga estructura

(como demostré por sus experimentos en diflisis y por 1la -

alta porosidad de la estructura de los baséfilos los cua-



(31) uséd

les acepta y estdn coloreados por esto. Vlsmnr
la Ftalocianina Cnpriéa‘Isoidﬁlica con'Hematox111na'pdra

teiiir cortes de tejidos,

Pantalla del
Hemalog D

La explicacibén de esta pantalla del osciloscopio -
demuestra la actividad de las particulas. S6leo seiiales
sobre las lineas mfs bajas horizontales son leucocitos,
La pantalla estd dividida en 7 regiones numeradas. La -
poblacidn de leucocitos estf caracterizada por su posi--
cibn en la pantalla: regidn 1; regibn pequeiia de linfo
ciﬁos; regiénVZ: Células- largas no teiiidas (LUC); re-
glon 3‘  mon0c1to< debllmente peroxidasa positivos, en -

las reglones 4 S;y-JVneutréfllus.
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Ehrlich(Gg) establecif las bases de la diferencia--
cibn morfolégica de las células hemdticas en base a colo
rante de anilina, los colorantes de anilina consisten en
sales de dcidos y bases. Este investigador uni8 los -
colorantes dcidos y bisicos llamindolos neutros. Los co
lorantes policrom&ticos gracias a la unién de coloran£es
dcidos y bdsicos se mejoran las propiedades tintoriales -
y ademd3s se prolonga el colorante resultanie. Al coloran
te de anilina se le denomin6 "éoloranpe tridcido de - -

Ehrlich", que actualmente ya no tiene uso préictico.

(69)

Jenner utiliz6 el precipitado de la Eosina mez-

clada con el Azul de Metileno, y posteriormente le agre-
206 metanol para asi obtener una sustancia colorante y fi
jadora al mismo tiempo. E1 colorante de Jenner, o colo-
rante de May-Gruenwald en esencia actfia bajo el mismo mg

todo pero no tiene la capacidad de que se observen los -
detalles leucocitarios, las plaquetas y los nicleos de -

los pardsitos.

(69) observé que uniendo la Eosina con el

Romanowsky
producto del Azul de Metileno enmohecido se forma el Awr
de Metileno, que es el producto de la reaccidn del Azul -

de Metileno,y tiene un color rojo purpldrco; posteriormen-

te Malachwski observd que con este colorante metacromiti-

co sc¢ observan formas que no aparecen en los de Jenner o



" de May-Gruenwald y que el Azul de Metileno se puede obte
ner por la alcalinizacitn del Azul de Metileno para des

pués mezclarlo con Eosina,

Continuaron las numerosas modificaciones del méto-
do de Romanowsky. Una de ellas es la de Wright(ég) que
es la de mis aplicacibn actualmente en los Laboratorios -

“de Hematologia.

I.,1,1 CLASIFICACION DE LOS COLORANTES

Con algunas excepciones todos los coloran--
tes sintéticos son compuestos orglinicos aromiticos., Ellos
pueden estar divididos dentro de dos grupos principales:

no itnicos y ibnicos (catibnicos y anibnicos)(31).

El Indice de Color clasifica a los celoran-
tes anibnicos como #cidos, bdsicos, directos y mordentes

de acuerdo a su uso en la Industria Textil.

_La molécula del colorante no-ibnica consis-

te en tres partes principales llamadas el crombgeno, el -

crombforo y el auxGcromo.
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Un cromﬁgeno es aquella sustancxa ar110 51n cambio,

la cual es coloreada en v1rtud de\

ue‘cont;ene un cromb-

foro como parte de su estructura

Un crombforo es una configuracibn que tiene uno o
mis grupos de enlaces, El cromdforo es responsable de -

que el cromfgeno sea colorido.

Conectando el crombgeno del colorante a un itn o -
no-ibn forma el grupo llamado auxbcromo, .que pueden ser -
divididos en dos grupos segln su funcibn, Un coligador -
es upa clase especial de auxbecrome y por su naturaleza -
puede ser &cido o bisico y puede ser cargado positiva o -
negativamente. £n los colorantes el coligador estd sin-
carga. la funcibdn del coligador cargado es transformar -
el cromBgeno dentro del colorante i6n v facilitar mas tar

de la unibn con sustancias de carga contraria,

En la tabla No, II de colorantes {pag 1I) son cla-

sificades de acuerdo a la funcién de sus coligadores,

Los coligadores &cidos mé&s importantes son S05-y -

HSG, , Nas0;, COOH, NaC0O, OH, NaO y KO. Todos estos --

3
grupos son conocidos como coligadores anibnicos de una --
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clase u otra, pero los coligadores OH y COOH tambi&n ocu
rren en algunos colorantes catibnicos. Los coligadores
-bdsicos mis importantes son N+, N, y NH.  Estos estdn-

dentro de los colorantes catifnicos de una claselxotraﬁsn

‘Se explica 1la fijacidn de los colorante; como un -
fenbmeno fisico-quimico, explican que la entrada de los
colorantes a los tejidos, es por bsmosis. La fijacibn -
del colorante dentro de los tejidos es por propiedades -

de afinidad electrdnica de grupos con cargas(40).

La Ftalocianina COprica Iso-Inddlica (colorante ca

tidnico Clase 1).



GRUPOS DE COLORANTES POR SUS CARACTERIST_fC*\

T.1.2 TABLA No. IL

COLORANTES SINTETICOS ORG:

Grupo I
Colorantes No-idnicos

f

1 T I

1

2

3 Grupo 2
olbfantes Catidnicos

I

Colorantes débilmente anfotéricos

Clase 1
Sin Grupos OH

]
i
Clase 2
Con Grupos OH

Clase Clase 2 Clase 3 Clase 4 Clase 1°. Clase 2
~ Acido Rasico Neutral Anfotéricos Colorantes totalmente Colorantes bdsicos teniendo
. biasicos . canales-lado dcidos
Grupo 3
Colorantes Ani6nicos
L
Sub-Grupo 1
Colorantes Totalmente Acidos
T
Claise 1 Cllase 2 Clalse 3 Clalse 4 Clase 5 Clase 6
Colorantes que carbo Colorantes que car- Colorantes que sulfc Colorantes que sul  Colorantes que sul  Con grupos OH cor
xilaron sin grupos boxilaron sin gru-- paron sin grupes O  fonaron conm grupos fonaron con grupds ellos los coligad
OH pos OH OH carboxilo v grupos dores
CH
| I
Sub-Grupo 2 Sub-Grupo 3

Colorantes moderada o fuertemente anfdtéi"icos
Clase 2 Clase 3

Con Grupos- OH Con “Grupos ;OH . con. s6lo
sus coligadores ‘dcidos

Clase 1
Con Grupos OH
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I.1.3 DIFERENCIAS Y SIMILITUDES QUIMICAS ENTRE EO-
’ SINA AZULADA Y VERDE DE METILO

La eosina azulada es una sal distdica de 47,
§' -Dibromo-2', 7' -dinitrofluoresceina; hidroxidibromo
de sodio dinitro-o-carbexi-fenil-fluorina, Es soluble -
cn agua con fluorescencia verde y es soluble en &lcali.
Se usa para tefiir madera, algodbn y papel. En Histolo-
gia vy Hematologia se usa en la técnica de ¥Wright como ¢l
célorante de contraste para ver las tinciones de epite--'
lio, fibras musculares, ver el nlicleo que Qe tife de co-
lor morado. Paredes celulésicas y es un colorante‘citg
plésmico. Proviene de la nitracidén del 4', 5'-dibromo-

(1)

fluoresceina. Tiene por formula desarrollada

Eosina Azulada
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El Verde de Metilo es una doble sal de color
pardo muy obscura o negro grisiceo, Soluble en agua y
poco soluble en alcohol que forma soluciones azules-ver-
dosas. Es soluble en hidrbxido de sodio con preéipita-
do rojo-violado. Se utiliza en la industria para impri
mir y tefiir textiles y como tincibn biolbdgica. Tiene -
una estructura que tifte los nGcleos de los leucocitos de

color verde. Su férmula quimica es(l),

/ \ N(CH;)
5 —___/ 372
f :

+ -
N (CH3)2C1

Verde de Metilo

T.1.4 OBTENCION DEL ANHIDRIDQ 5+\MINO FTALICO

El anhidrido 5-amino ftdlico se puede obte--
ner a partir de la (3-naftil amina por la oxidacibn con--

trolada, usando como catalizadores el sulfato mercuroso -

en medio dcido, este paso de sintesis no se realizd, sino



15

(28)
0

oxidaci6n C
(0)
HgSO
H,N 4 /
2 HZN ¢

!
(5 -naltil amina |0

que sc contd con el anhidrido 5-amino ftélico

anhidrido 5 amino ftalico

El anhidrido 5-amino ftdlico reacciona con
la urea para dar el 4-amine ftalonitrile, formado, reac--
cionard con el cloruro cuproso, para originar la Ftalocia
nina Caprica Isoind6lica, condensindose en cuatro molécu-

las., En esta reaccidn,

0 C= N
¢C = 0 + €0,
|
H,N c/ W, “Iy
- \ urea ‘
0 . . fs
anhidrido 5-amino ft4lico 1-amino ftalonitrilo
N =C NHZ
HZN CE N =
B)
C=N N =C
CE N
'\ =C NH
HN Mz 2
2
Cz= N N =C
4 amino-ftalonitrile + 2 CuCl

2



Ftalocianina Cliprica Isoind6lica

TS



1)

2}

11. OBJETIVOS

Con 'la Ftalocianina CGprica Isoind6lica una téc

nica de tincién manual para los leucocitos,

Sintetizar quimicamente a este colorante en el-
Laboratorio para ser usado en la tincién hemato

légica.



IIT. HIPOTESIS

Con el colorante de Ftalocianina COprica Isoind6li-
ca se observa una morfologia leucocitaria, eritrocitica -
y plaquetaria simple y adecuada, Esta tincidn sustitui

rd a la del colorante de Wright v otras,



Iv. MATERIAL Y METODO

En el Hemalog D, de la Compafiia Technicon los leuco
citos- son contados por medios computarizados en los autp
analizadores, pero por otra parte pensamos que se pueden
realizar también menualmente con la ayuda de un microsco
‘pio de luz y un objetivo de inmersién y fué necesario ex
perimentar a este respecto, encontrando diferentes con--
centraciones tanto, de reactives y tiempos necesarios pa
ra que ocurra la tincién hematolbgica y que se aprecien-
buenas imfgecnes y tambi&n contables de los leucocitos al

microscopio (ver fotografias pag 26-32).

Estas condiciones son diferentes de aquellas que se
utilizan en los aparatos autonatizados como el Hemalog D,
que es en la deteccidn osciloscbpica y es diferente para

su conteo porcentual,

Material y Método

Primer colorante de Ftalocianina COprica Isoind®lica
Se prepara una solucibn de:
1. Verde de Metilo 1 gr.

2, Solucidn de acetato de sodio 0.1 N cbp. 100ml
de etanol ajustar el pH a 4,2
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3, Ftalocianina Coprica Isoind6lica 1gr.
4, EDTA 1090 mgr.'

5. Cloruro de cetil piridino 5-6 gotas 1% (500 mgr
~10 ml de metanol}.

6. Tween 20, 5-6 gotas al 1% (0.1 ml- 10 ml de me-
tanol),
Diselver 1os colorantes (1 y 3) en 13 solucibn-

dos, verificar pH a 4,2 y ajustar 4, S5y 6.

7. Afadir 25 ml de HZO destilada, se calienta pa-
ra disolver el colorante.

8. Se agregan 25 ml de propilenglicol, se calienta
hasta ebullicibn y luego se filtra en papel fi}
tro Watmann # 2. Se checa el pH a 7.4 y sino,
se ajusta.

Segundo Colorante de Fushina.

1. Se prepara una solucién de fushina
8} Se p repara una solucifn de fushina 1 gr.

b) Disolviendo el HC1 2N,

2. Se prepara una solucibn de NaNO,

aj Se disuelven NaNO2 31 4% (disolviendo 1 gr
en 25 ml de agua destilada).

A l1a hora de preparar el frotis se disuelven la so-

lucifn de fushina hexazotizada con nitrito de sodio.
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Buffer de Wright

Fosfato disédico 4,539 gr
Fosfato monopotésico 5.940 gr
Agua destilada 100.00 ml

De €sta solucién tomar 9.54 ml y aforar a 2 1t de -

destilada y checar el pH entre 6.4 yA6.5

TECNICA

1. Hacer el frotis.

2. Dejar secar al aire.

3, Fijar con metanol 98%, dextrosa 1.5%, resorci--
nol 0.5% y fluoruro de sodio 84 mg,

4. Secar con pistola de aire 30 segundos,

5. Tefiir con el colorante 1° de Ftalocianina Chpri
ca Isoinddlica 10 minutos.

6. Lavar con Buffer de Wright.

7.- Contateiiir con el colorante preparado de fushi-
na y nitrito de sodio 30 segundos.

8. Lavar con Buffer de Wright 5 minutos.
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9, Secar con pistola de aire.

.10 Observar.

Mpterial
portaobjetos
Aceite de inmersifn

Sangre con anticoagulante (oxalato de sodin) pa
ra el frotis.

Frascos para guardar los colorantes.

Goteros.

yasos de precipitados para hacer 10s lavados.
Pistola de aire caliente.

papel filtro watmann # 2.

camara reflex

Lente macro marca wCano"

Material ¥ Metodo

Material

3 matracas de 250 ml de erlenmeyer
bafio maria

aceite

1 termbmetr0 de -10°a 250°C

1 embudo Buchner

1 matraz kitasato de 250 ml PYREX
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1 mechero con manguera

1 soporte

tela de alambre

1 embudo de talle largo

1 tripie

1 bureta

2 matracas aforados de 250 ml

' vidrio de reloj

Sustancias

anhidrido 5-amnio ftdlico 6.0 gr
urea 8.0 gr
cloruro cuproso 2.0 gr

hZSO4 (0.1 N)
etanol
agua destilada

Espectrofotometro C6leman

TECNICA

En un matriz que contenga la urea y el dcido bbrico
se introducen en un bafio de aceite luego calentando a -
180°- 200°C. La urea, el dcido bbrico funden en una mez

cla transparente y desprendiendo amoniaco. Cuando la -
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temperatura intgrior'ilegue a 150°C, se agrega una mez-
cla pulverizada,'ﬂé cloruro cuproso y del anhidrido 5- -
amino £tadlico.  Con el termbmetro introducido en la ma-
sa fundida, 5e vigila la temperatura entre 150°C y 180°C,
y se mezclan el polvo agregado ée anhidrido 5-amino fté&-
lico y cloruro cuproso, conviene tapar la boca del matraz
de ¢ste con vidrio de relej con objeto de evitar pérdidas
del anhfdrido 5-amino ft&lico por sublimacifn de esta --

sustancia.

Al afiadir 1a mezcla de cloruro cuproso se produce -
primeramente un color verde que termina transformindose -
en un colorante azul con brille purplireo que es la Ftalog
cianina Cfiprica Isoindflica, la mezcla debe quedar total
mente seca, lo que ocurre al cabo de 30 minutos de calen

tamiento,

El producto obtenido se filtra y se recristaliza de
etanol o CHClj se lava con un poco de agua, se acidifica

con ac, sulffirico (0,1 N) y se seca al vacio en Buchner,

El anhidrido S-amino ft4lico se puede conseguir en-
el comercio puede ser sintetizado, nosotros lo obtuvimos

comercialmente,
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Esta Ftalocianina CGprica Isoind§lica puede ser iden-
t‘ificz;gia por su espectro de absorcidén ya en la zona de uv
del E.P. da un miximo de absorcidn entre 600 y 650 nm -
de longitud de onda (A) o una absorcibn de 0.4 a 0.6, -
tste seria un esquema de su espectro de absorcibn ultra-

violeta.

L Michrome 2341

500 550 600 ¢so 'Hoa Ize

Al m)

g5 250 Nos 450



V. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en las siguientes prepara-
ciones obtenidas y coloreadas con este método de tincibn,
usando como base el colorante heterociclico Ftalocianina
Chprica Isoind$lica, se presentan en las siguiénteS'micrg

fotografias, y esquemas que hemos interpretado en ellas,

Estas fueron obtenidas usando un microscopio SPENCE
40X/0.65 modelo #/0 DARK PHASE y usando objetivo de au--
mento 4°X/o.65 v usando una clmara reflex marca Cano y -
lente macro marca Cane modelo PX-64 CB, POLAROID: MINI-

PORTRAIT, HITACON AUTO-3000 S.
Explicacibn de las fotografias en color,

- FI16, 1 tincibn de Ftalocianina CGprica Isecindtlica-
Fushina, Granulos de colorante., En el sentido siguiendo
las manecillas del reloj se aprecia en el centro un leu-
cocito, cromatina azul, citoplasma de color pardo y nlcleo

masivo,



FIG.1

Fotografia en color,
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FIG. 2 Tincién de FtalocianinaCaprica’lsoindélica-

_im&génes_qb}en;da.J ara;

nes de 1d técnica,
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FIG. 3‘Tiﬁc16n;dé:Ftaio;iéninﬁ{Cﬁpriga Isdindéiica-

Fushina, Grénulds de colorante,  Residuos:de leucocitos

polimorfonucleares;
branas- no muy teiidas,:
trarrestar,. hubo plasmélisis

citoplasma color pardo a las'cuatro

en sentfdé‘dé’las ménegiilas:del;télpj,;
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FIG. 4 Tinci6n de Ftalocianina Clpric

Fushina. A las ocho:de: 1a noche en

por contraste se observa su membrana citoplasmitica, bien
limitada la membrana nuclear, apreciacién de cromatina ma
siva, se aprecia claramente una zona vacuolada y una con-

centracidn de cromatina seglin la grifica.
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FIG, 5 T1nc16n de Ftaloc1an1na Cﬁpr1ca 1501nd011ca—

Fushlna. “Esta 1magen se selecc1

] para demostrar la-

1magen en los er1troc1tos, se aprec1an algunos grﬁnulos-

de. color tamblen.
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FIG. 6 Tincibn de Ftalocianina COprica Isoind6lica-

Fushina.

‘se ‘seleccio

leucocitos
dos neutr6f
Cléo‘ ,a'lzﬁlll,'

Granulaciones:¢
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dlica--'

Cbprica;lsoind

7 Tincibnﬁdé‘Ftalopldﬁinav

FIG

.Fushina., .

;aparecen’ tam

El centro que

tefiidas en color par-

toplasma granulac

bién‘en el ¢

iones

i

do.




VI, DISCUSION

La técnica empleada seria sumamente Gtil en la dife
renciacidn de padecimicntos infecciosos ‘generales como -
es el caso de la mononucleosis infecciosa en el que se -
tifen perfectamente el nGcleo de color azul y el cito:-

plasma de color pardo los linfocitos,

En la Compafiia de TECHNICON se utiliza saponina pa
ra destruir los eritrocitos, pero en este trabajo,experi
“mental no se ocupd saponina, por lo cual los eritrocitos
no se destruyen y por esto sirve esta t&cnica, para deter

minacibn de tipos de anemia.

El anticoagulante usado en esta técnica fué el oxa-
lato de sodio que como sabemos actfia sobre el factor V -
de la coagulacidn y el calcio y no altera la morfologia -
de los leucocitos en pequeiias cantidades que es lo que -

tratamos de identificar,

La temperatura a la que estuvo sometida la muestra-
fué de 10°C, se refrigera al inicio del experimento pues
to que a altas temperaturas 155 células de la sangre to-
tal y sus enzimas se desproteinizan y aumentan su activi
dad enzimitica. Lo mis factible es bajar la temperatura
para que los componentes de la célula se conserven mis -

tiempo y se puedan obtener frotis donde se observen los -



“ileucocitos mejor.
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Esta técnica de tincibn para la diferencial de leu
cocitos es confiable porque es reproducible aunque no es

exacta,

Los métodos del cloroacetato de esterasa y esterasa
inespecifica proveen algunas ventajas sobre los métodos -
descritos (como es el caso del PAS).  Estos métodos son
simples, reproducibles y la locali:zacibn de la enzima es
precisa, Los productos de la reaccifn son altamente --

. . P
crombgenos e insolubles en muchos solventes organicos,
Los frotis tefidos por esos métcdos pueden ser prepara--

dos cn Permount y guardados permancntemente,

Varios autores han usado de esterasa inespecifica -
con el marcador de enzima para monocitos. En sus méto--
dos los mielocitos exhiben una actividad clara y fuerte
pero pueden ser diferenciados de los monocitos por tener
una actividad en presencia de fluorura. En el método -
en el que se utiliza acetato de o&-naftil y fushina he-
xazotizada, la actividad enzimatica de los granulocitos -
es difusa y muy débil, considerando que la actividad de -
los monocitos es muy fuerte y granular. El contraste -
entre esas dos es tan marcado que no ©s necesario usar -

fluoruro para ampliar m&s la diferenciacién. Este méto
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do es muy Gtil en 1la identificacién de monocitos e his-
tiocitos en frotis'y determinando la pureza de la prepa

racién de linfocitos.

La combinacién de 1ns métodos para la esterasaines
pecifica y el cloroacetato de estera provee:un signifi-
éado.objctivo y ecxacto demostrando monocitos y granulo-
citos simultineamente en muchas preparaciones citoldgi-
cas, En las.leucemios agudas esta combinacibn de méto
dos citoquimicos es superior a la tincifn de Romanowsky
en la identificacidn de c&lulas y puede auxiliar en la -
difcrenciacifn del diagnbstico de algunas leucemias mo
nociticas o granulociticas. En muy rarcs casos se de-
muestran micloblastos con poca o nula actividad del clo
roacetato de esterasa, el método inespecifico de la es-
terasa-peroxidasa puede ser usado en lugar del mé&todo -

del cloroacetato de esterasa,

En el método de la peroxidasa los monocitos y los -
-granulocitos som positivos. Es frecuente exper imentar
que esos dos tipos de cé&lulas puedan ser diferenciadas
" por 1la reaccién de la peroxidasa por la actividad de es
ta enzima en los monocitos es mds dehil que la encon-
trada en los granulocitos por cualquier técnica, pueden

tener una fuerte actividad de la peroxidasa, mas que de
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los monocitos. Esta diferencia cuantitativa entre las -
actividades de las enzimas de los monocitos y los granulo
citos puede ser despreciable cugndo un método es sensi--
tivo usando el método de Kaplow, En lo que respecta a -
esta reaccidn del cloroacetato de esterasa es mis inespe-
cifica para los granulocitos que la reacci6n de la péroxi

dasa.

Los métodos del cloroacetato de esterasa y peroxida-
sa fueron cxaminados para determinar la habilidad para --
tefiir los mieloblastos en la sangre de pacientes con leu-
cemia aguda. El método de ¥aplow fué el mfs sensitivo -
para el método de cloroacetato de esterasa. La combina-
cién técnica del cloroacetato de esterasa y peroxidasa --
pueden probar que es mis sensitiva la identificacidn de
mieloblastos en una leucemia granulocitica aguda que cual

quiera de los métodos por aislado.

Generalmente se acepta que los neutrbfilos, cosinG-
filos.y granulocitos baséfilos son derivados de 1 mielo--
blasto comlin y un promielocito. Si esto es verdad, después de
rastrear las conexiones del sistema de enzimas o productos metab8li-:
cos intermedios deberia ser encontrado en esas cé&lulas, De -

cualquier mode cuando los granulocitos fueron examinados

P e T I e
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con peroxidasa (cianuro-resisteﬁte o cianuro-sensitivo) -
cloroacetato de esterasa y metacromasia, s6lo los granu-
locitos neutrdfilos (pero no los eosinbfilés i} bascfi]og
demostraron que se podian rastrear conexiones con mielo-
blastos}y promielocitos, El mielocito eosin6filo y sus
descendientes difieren porque sus mieloblastos y promie-
locitos fienen grfinulos metacromiticos y son muy débi}es
de actividad de cloroacetato de esterasa y peroxidasa, -
Esos lineamientos encontrados en los eosin6filos y en --
los granulocitos baséfilos pueden ser derivados de algtn
mieloblasto o promielocito que son dieferentes de la cé
lula madre o de los granulocitos neutréfilos, Esas cé-
lulas j6venes son cianuro-resistentes a la actividad de -
1a peroxidasa o con grdnulos metacromiticos presentes en
los frotis de pacientes con o sin leucemia de la médula

6sea, Es muy raro en los tefiidos de frotis d¢e pacien--
tes con leucemia escogidos paraz este fin que no se les -
encuentre leucemia, Considerando que los frotis de pa-
cientes con leucemia granulocftica crénica que presentan
eosinofilia o basofilia de células jdvenes se han encon-

trado dificilmente.
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VII. CONCLUSIONES

1. El disefio de una técnica manual para la tincibn-
de leucocitos usando el colorante heterociclico Ftalocia-
nina CGiprica Isoind®lica puede ser llevado a cabo en un -
Laboratorio de Anfilisis Clinicos que cuente <on el equipo

sencillo de tincién,

2. La sintesis de este colorante si es posible, pe
ro actualmente por la situacibn de nuestro pais para obtg

ner las materias primas, s6lo lo logramos parcialmente,
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