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RESUMEN

La leucemia megacariobldstica (LAM-M?7) ¢s una nueva variedad de las feuceimias

micloides agudas incluida por el Grupo Cooperativo Franco-Britinico-Americano en 1985,
Esta ia se p cn paci con miclofibrdsis y frecuentemente cn niflos con
sindrome de Down.

Encsta } ia sc puede p cifras plaquetari les pero defectuosas en

sus funciones, su prondstico es malo, tal vez peor que el de otras leucemias mieloides.

Los métodos mds recomendablcs para su identificacion han sido: a) Por peroxidasa
plaquetaria (con microscopla clectronica) y b) por anticuerp Tonal

Los anticuerp lonales identifican moléculas especificas de precursores de seric
plaquetaria (megacariocitica), como es el CD41 (complejo glucoproteico 1Tk/iITa) y el CD61
(ghucoprotcina IHla).

La identificacion de este tipo de Jeucemia , cn €l Servicio de Hematologla Pedidtrica
del Hospital General Centro Médico "La Raza*, ha sido dificil, por 1o que el presente trabajo
fué desarrollado con la finalidad de cstablecer la deteccién de LMA-M7 por medio de
anticverpos monoclonales en este hospital.

Los resultados indican que de 54 casos, sblo 2 (3.7%) fucron leucemias de tipo
megacarioblastica.
Estos datos son importantes si consideramos, que la clasificacién adccuada de 1a
ia, permite al médico establ d peitico mis dos para este lipo de
pacicntes y con ello dar 1a posibilidad de una vida més prolongada.
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INTRODUCCION.

Sc define Ialeucemia aguda como una neoplasia de células hematopoyéticas ( gencral-
mente Jeucocitos ), los cuales se camcterizan por una sustitucion difusa en la médula dsea
por células neopldsicas, éstas invaden a sangre donde pucden encontrarse en abundancia,
también infiltrar cl higado, bazo, ganglios linfaticos y otros tejidos del cucrpo.

En México, en base al registro nacional del Cancer de fa Secretaria de Salud cn 1983,
sc reporta que las leucemias y los linfomas constituyen ¢l 51% de las neoplasias mds
frecuentes en nifos.

Enuna revision realizada en fa Scccion de Hematologia Pedidtrica del Hospital General
Centro Médico " La Raza *, s¢ observd que ¢1 50.9% comespondia a Leucemia Linfoblastica
Aguda, ¢120.3%al ia Miclobldstica Aguda, encontrind bién que el 16.6%
de fos casos fucron indiferecindos debido a que las técnicas que sc emplearon (morfologicas

y citoquimicas) fucron insuficientes,por 1o que el 12.2%de los casos no se puderon cvaluar
por falta de material.

Consid que seria conveni lograr una mayor tipificacién ¢ identificacion de
las Leuceimias, sobre todo porque se ha encontrado una nueva varicdad que es la Leucemia
Megacarioblistica ( M7 ).que no s¢ reporta frecuentemente y que cs mis agresiva para el

Tioam I 14 ot

pacicnte. En este trabajo esta tipificacion se por medio de

Anticucrpos Monoclonales.



MARCO TEORICO.

LEUCEMIA.

Son ncoplasias de las células hematopoyéticas ( transtomos primarios de Ia médula
dsca ); que se caracicrizan por una sustitucion difusa de 1a médula 6sea por células
nooplisicas que invaden la sangre, donde pueden en abundanci bié
infiltrar ¢l higado, bazo, ganglios linfAticos y otros tejidos del cuerpo. ( 1).

BREVE HISTORIA.

La historia de la leucemia desde que fué ids como enfermedad distinta, data de
un poco més de 100 aflos. Fué descrita por primera vez por ¢l ingiés Bennet y el célebre
patblogo alemén R. Virchow, quiencs en forma independiente publicaron en 1845 los dos
P casos de 1 ia. Corresponde también el crédito de haber acuiiado el término
* Jeucemia " a Virchow, atin do sostuvo en un principio el crror de considerario un
P purativo " por hailarse cnorme tacion de cflulas blancas en la sangre
periférica *. Asi mismo, propuso la primera clasificacion de las leucemias, refiriéndose sin
saberlo, a las formas crénicas de la cnfermedad, tomando en cuenta que csta enfermedad
foé descubicria era muy poco o quc sc sabja acerca de 1a composicion, origen y funcioncs
de la sangre normal, y no existfa tampoco ningin método adecuado pam su investigacion,

Parece probable que 1a pri descripcion de un caso de leucemia sea la publicada en
1827 por Velpeau, un paciente de sexo masculino de 63 afios de edad el cual presentaba una
promuncinda hinchazén abdominal, ficbre, debilidad y sintomas consecutivos de litiasis
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urinaria, al fallecer pocos dias despuds de su ingreso al hospital y realizarle la autopsia
demostrd la existencia del higado y bazo enormes, la sangre era densa, lo que llamé la
atencidn de los observadores. Asi, Barth en 1839 cuando encontrd un caso similar examind
1a sangre encontrando que mas de 1a mitad de esta muestra estaba constituida por " glébulos
mucosos " que no podian diferenciarse de los corplisculos de pus.

En 1856 Rudolph Virchow dividid las leucemias cn dos clases: 1a primera " esplénica
o0 " lienal " Ia cual se asociaba de una hipertrofia del bazo; la segunda * linfitica " asociada
con tumefaccidn de los ganglios linfaticos, y conla p ia de corpusculos incoloros en
1a sangre. Virchow comenzd con afirmar que estos corpasculos incol ban sicmpre
presentes en la sangre normal, que aumentaban despuds de procesos inflamatorios y que
fc ban estos corplisculos blancos, existla una disminucidn en los corpiiscu-
los rojos. Un afio mis tarde Friedreich observd que las alteraci en la sangre no eran
causadas por una mezcla de 1a misma con pus, sino probablemente por una proliferacidnde
es0s corpdsculos blancos que eran constituyerdes normales de 1a sangre; llegando a fa
lusidnque 1as alteraciones primarias de laenfermedad radicaban, masbien enla misma
sangre en los " d1ganos linfaticos *.

Para 1870 Neuwman demostrd que 1a médula dsca erauna localizacion impontante para
1a formacidn de corplsculos sangulneos, tanto de pacientes sanos como de cafermos. Sus
estudios pamamn de la observacidn de médulas dseas de aspecto anormal evidente en las

psias de p fallecidos por 1 ias " esplenicas ", Observando que 1a medula
no era roja como ¢n los sujetos normales sino de un color amarillo verdoso sucio parecido
al pus. Supuso que esos cambios podian ser comunes en pacientes con lescemia ademas de
que pudieran existir variedades esplénicas, linfaticas y unal ia mield

El primero ¢n reconocer una leucemia distinta a 1a variedad crdnica habitual fu¢ Ebstin,
quienen 1889 recopild 17 casos parecidos queclasificd como " leucemias agudas . Fracnkel
en 1895 demostrd que la variedad aguda era mucho mas comin que las variedades cronicas
delaleucemm,hmhumpxéquccnlasangmdccstos i ik do:

1 Sand

usi los que ¢l consideraba como linfocitos, ya que
aiin no s¢ hablan descubierto las celulas ms jdvenes de 1a estirpe granulocitica. No es, sin
embargo hasta los estudios de Paul Ehdich a fines del siglo pasado que pudo clasificar
diversos tipos mieloides con ayuda de ti tulares, y llegd ala

idnde que la
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leucemia " esplénica * de Virchow y la * micldgena " de Neuwman cra la misma debido a
1a superproduccion de células granul

Tirck en 1903 agrupd las | ias linfoides, tanto crdnicas como agudas. Al poco
tiempo de csta aparicién la teoria fué olvidadadebido a Ia proposicidn de Stermberg en 1905
quién scpard los casos de " leucemia linfatica * en dos grupos: en ¢l primero se mostraban
los datos lcucémicos usuales, y ademas habla infiltracidn de peqbcﬂos linfocitos en todos ‘

quellos drganos que 1 i 1 ; en ¢l segundo que d ind *
1 ", habla tambi&n lesi cn drganos en los que normalmente no hay linfoci-
tos.

Schilling cn 1913 publicd una nueva variedad de leucemia aguda en la que la leucemia
tipica cm ¢l monocito Hamada leucemia monocitica pura. La presencia de monocitos y

E9eY (TN

iclobl fué d inada por Naegeli como I itica, a
principios del siglo s¢ encontrd un tipo de I ia con d 1l tasicode p

ide la cual i eritrol ia, p i han sido descritas otras variantes

mas rams como la ! ia de megacariobldstos en 1931. Quedando asi establecidas Jas

1 14

cronicas linfoides y granulociticas (micldgena) y las leucemias linfoides granu-

lociticas (mieloblasticas) y monociticas. ( 2 ).

CLASIFICACION.

El gupo cooperativo Franco-Brilinico-Americano (FAB) propuso agartir de 1976 una
forma universal de clasificara la leucemia aguda con el fin de unificar criterios y determinar
patrones de comportamicnto cvaluables en cualquier Jugar, con ayuda de la tincion de
Romanovsky y tinciones citoquimicas clasificindolas segiin el tipo celular normal al que
se ascmeja la célula leucdmica dividiéndolas en dos grandes grupos: 1) Leucemia lin-
foblastica, 2) L ia mieloblastica. (tabla 1y 2). Y un tercer grupo adicional que incluye
alos padecimi que se izan por pi nos de maduracidn y diferen-
ciacion mieloide, denominados en conj {nd dismielopoyético.




TABLA No. 1

CLASIFICACION DE LAS LEUCEMIAS AGUDAS DE DIFERENCIACION
LINFOIDE, SEGUN EL GRUPO COOPERATIVO DE LA FAB (1976).

Caracteristicas L1 L2 L3
tamafio pequelio (hasta grande hete  grande y ho
2 veces el lin rogéneo en  mogéneo.
focito pequefid tamafio.
cromatina homogénea en heterogénea  finamente
cada caso. punteada y
homogénea.
contomo regular irregular regular
nuclear indentaciones indentacién oval o
ocasionales. redondo.
nucleolo no vislble 1+ més prominente
o pequelio. aveces 1 2 més.
grande. vesiculoso.
citoplasma escaso, variable moderadamente
a veces abundante,
moderadamen con miiiples
te abundan-  vacuolas que
te. superponen In-
cluso al nicleo
basofilia ligerao variable muy intensa
citoplas- moderada-
mética. mente
intensa.
vacuolas variables variables a menudo
citoplas- prominentes.
méticas. .

A. Villegas 1982 (4)



TABLA No. 2

CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LAS
LEUCEMIAS AGUDAS DE DIFERENCIACION
MIELOIDE, SEGUN EL GRUPO
COOPERATIVO DE LA FAB.

- MIELOBLASTICA SIN MADURACION M.
Diferenciacion granulocitica muy escasa, puesta de manifiesto por 3% o mas de positivi-
dad a peroxidasa y uno o mas nucleolos,0 proporcion variable conteniendo al menos unos
grinulos azurdfilos bastones de Auer 0 ambos,

- MIELOBLASTICA CON MADURACION M2:
Mas del 50% de las células medulares son miclob!: y promiclocitos. existena d
nucleolos y la extension del citoplasma cs variable, iendo normal Ty

granulos azurdfilos. Los cuerpos de Aucr casi siempre aislados son fi

- PROMIELOCITICA M3:

La gran mayoria de las células son promiclocitos anormales. La forma del nileo es

variable, a veces oculto por el gran nismero de gr iones citoplasmaticas. Es carac-
teristica 1a aparicidn de haces de bastones de Auer. Estos al igual que los granulos, pueden
verse aislados por rutura celular,

- MIELOMONOCITICA Md:

Existen a la vez formas micloides y monocitoides. Se distingue de 1a M2 enla proporcién
de formas, por exceder del 20% de las células de 1a sangre periferica. La medula pucde
semejar a M5,
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- MONOCITICA MS:
En sangre periferica blastocis monocitoides mds o menos difercnciada. Las células
dulares son bl €O ¢scaso i de miclobl mas promielocitos, minca

excediendo ¢l 20% ( a diferencia de la M4 ).

- ERITROLEUCEMIA M6:
Componente eritroblastico superior al 50% de todas las c¢lulas medulares nucleares, con
grados variables de atfpia, fundamentalmente con mululobulacléncs Hay un exceso de
mieloblastos mas promielocitos superiores al 40%.

A. Viilegas 1982 (4).

Despuds de este primer intento de clasificacion por grupo cooperativo FAB, el estudio
de las leucemias ha pcmuudo conocer un poco mas a fondo las difercntes etapas de

diferenciacid do ademas antigenos de superficie en el teucocito, por lo tanto, la
reclasificacion actual de esta patologia cuenta con pard foldgicos, citoquimi

¢ i logico di 1a d ion de d de b persistiendo 1a
clasificacion general de | ias tinfoides y do una nueva variante en la
mieloide. En 1985, nucvamente el grupe cooperativo FAB incluyé Ja variedad LMA M7
(Megacarioblastica), con jsticas morfoldgicas de las citulas altamente polimérficas,
redondas, con escasa idad de citopl y ina densa, parecida a la | i
linfoblastica L1 y L2 tenicndo granulos y tres nucleolos, éste es redondo con

ﬁn_ameme reticulada, el tamafio de las células es heterogéneo, siendo las tinciones citoquimi-
cas sudin negro B y peroxidasas negativas, PAS positivo y alfa nafti acctato cslerasa
variable,

(2,34,56)

Tiempo después fud descrita una leucemia micloide designada como MO, con una
minima diferenciacidn, debido al parecido que tiene con1aL2 y raramente con la L}, solo
que estos blastos son grandes y agranulares esta MO no fué incluida anteriormente por la
FAB.(7)
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CITOQUIMICAS.

1oe Harmadac citarmd tand

Las tinciones especi quimicas fueron emg por ¢l grupo coopera-
tivo de laFAB para apoyar el diagndstico asl como la clasificacion. Su mecanismo de accidn

se debe a la presencia de la actividad enzimatica y constituyentes quimicos, los cuales van
a reaccionar segun el tipo de leucemia que s¢ presente.

Estas tinciones son: Peroxidasa,Acido peryddico (PAS), Fosfatasa cida, Sudan negro
B y Estecarasas inespecificas.

- Peroxidasa: Granulocitos, micloblastos agranulares hasta un 30% positivos; neu-
tréfilos 100% positivos. Los monocitos con positividad en granulos dispersos. Positiva en
leucemias micloides.

- PAS: Linfocitos B positivos y ¢cn menor grado los linfocitos T. Positiva en leucemias
linfoides, y puede ser muy finaniente positivo cn leucemias mieloides.

- Fosfatasa 4cida: Plaquetas y linfocitos T altamente positivos, positividad menor o
auscnte cn linfocitos B. Positiva en lencemias linfoides.

- Suddn ncgro B: Los critrocitos y monocitos son positivos, mientras que los linfoblastos
son negativos. Positiva ¢n algunas leucemias mieloides.

ey Pl . 1

- ; Plag y
tivos. Positiva en algunas leucemias micloides. ( Tabla 3 ).

positivas, granulocitos y linfocitos nega-




TABLA No. 3

A1

CLASIFICACION CITOQUIMICA.

FAB PEROXIDASA PAS  FOSF.AC. SUD.NEGRO  ESTERASAS
L1 - + - - B
2 - + 4+ . -
L3 - - +* - -
MO + - - 4+ -
M1 + - +/- + 4+
M2 + - +- + I+
M3 + + +l- + -
M4 - + e + +
M5 {+*) + + +) +
Me + + +* + -
M7 - + - . -
* débiimente.

A. Villegas 1981 (8)
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OBTENCION DE ANTICUERPOS
MONOCLONALES.

Uno de los adelantos recientes més importantes cn la Inmunologia ha sido la obtencién

de métodos para producir * in vitro * grand idades de anticucrpos homogénceos contra

una s6la especificidad antigénica Hamado anticuerpo monoclonal, Estos surgicron acciden-
talmente cn ¢l laboratorio de César Milstein cn Cambridge, Inglaterra mientras realizaba
estudios sobre 1a genética de las inmunoglobulinas, utilizando técnicas de fusién y clomaje
celular.

El origen de cstos anticucrpos monoclonales cs el hibridoma, la descendencia de 1a
fusién cntre células linfoides B normal sccretora de anticuerpos y una célula de micloma
de origen animal o humana. Scgin ¢l método original, se inmuniza un ratén en varias
ocasiones con ¢l antigeno descado y se extirpa cl bazo que conticne las células B prolifer-
antes. Las células B, normalmente mueren en cultivo, pero pucden ser inmonrtalizadas
mediante fusién concélulas de micloma no sccretora exponicndose aunagente que estimula
la fusién celular como ¢l polictilenglicol.

Después de la fusion producida aparecen cicrto niimero de clonas de hibrido capaces
de producir varios anticuerpos monoclonales para cualquicra de las especificaciones an-
tigénicas que sc descubren en ¢l inmundgeno. Lucgo se seleccionan clonas de hibridos con
medio de HAT ( hipoxantina aminoplerin timidina), las células de micloma no fusionadas
son destruidas por carecer de la enzima HGPRT ( Hipoxantina guanina fosforribosil
transferasa ) necesaria para §a utilizacion de purinas exogenas, y las células B de los ratones
mueren de forma espontinea. Los hibridos logrados apartir de las células del micloma
(hibridomas) sobreviven a la seleccion por HAT debido a que las células B aportan enzima
HGPRT. Por tiltimo los clones seleccionados pueden guardarse en refrigeracion, cultivados
o inycctados en la cavidad peritoncal de ratones para pemmiitir el cultivo de células
plasmiticas con produccién de dicho anticuerpo monoclonal. (Fig. 1) (9).



13-

PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES

MIEANTE ANTOTO

& LTI CEUWLAR D§
5 UKLOMA EN CLLTVO

LSO EN

- P
|/

® g 0o
CELLRAS MELORICAS
{HPaRT)
2 o
L
P 2%
o 5% 0 5%
%o ° ©

7

/
O O S [

g0
L] 0 o o
(320) /5322 (2839
oom aoe 0 %o © 5% o0
° o © o ©
—
T
S

FIGURA No.1

GRIGNASH) 1991 (10)



-14-

METODOS DE DETERMINACION.

INMUNOFLUORESCENCIA.

Lai fl ia descubierta por Coons en 1941 consiste en revelar sitios
antigénicos presente sobre una estructura celular o tisular mediante 1a aplicacion sobre las
moléculas de los tejidos de un antisucro especifico que previ se vuelve fl
por la fijacién de un fluorocromo.

Los fluorocromos mas empleados son ¢l isotioci de fl {na, que da una
ia verde y el isotioci de rhodamina que da una coloracidn naranja. ( 10 ).

=t

METODOS PARA LA APLICACION DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES CON
INMUNOFLUORESCENCIA.

Se han disefiado técnicas cn donde se aplica la dologia del anticuerpo lonal

)y

y fluorescencia:

L.- Inmunofluorescencia directa:  Se utiliza en anticuerpo marcado con el fluoro-
cromo incubando directamente con el sustrato donde s¢ vaya a identificar el antigeno ( corte
de léjido o células) cn condiciones adecuadas. Los anticuerpos que no se unen son lavados
y los especificamente unidos se ven al microscopio de fluorescencia,

2.- Inmunofluorescencia Indirecta: El prinicr antisucro sc utiliza sin marcar, siendo
necesario hacer una segunda incubacién con un scgundo antisuero marcado con el fluoro-
cromo frente al primero.
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3.« Técnica en " sandwich ": Esta técnica se cmplea para identificar la presencia de
un anticuerpo en tejidos. El antigeno se incuba con ¢l tejido y su fijacion se revela con un

antisuero do especifi de cste antlg
4,- Técnica det p! La ién del anticuerpo especifico con el tejido
provoca la fijacion del complemento, que sc afiadié anteri a la preparacion. El

complemento se revela con una antisuero marcado dirigide contra un factor del comple-
mento (tomadode S. Sell ). fig2.(11).
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METODOS PARA LA APLICACION DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES CON INMUNO
FLUORESCENCIA

1.- DIRECTO

= '
2.- INDIRECTO

T ~
ZB‘.?-’K*.ZA_T-’ EAE

3.- SANDWICH

4.- COMPLEMENTO

e

FIGURAZ2

FRANCOIS 1989(12)
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CLASIFICACION INMUNOLOGICA.

Uno de los adelantos mas importantes de 1a ultima década es la clasificacion inmu-
noldgica de las leucemias,

Laaplicacion de anticuerpos fonales ( dorcsde brana) ha hecho posible
1a identificacién de las subpoblacioncs linfoides de: linfocilos T y linfocitos B que s¢

q

en estadios de maduracié

Estos cstudios i 16gi plicados a las células lcucémicas han permitido la
clasificacion i l6gicay sc aceplan tres grandes grupos: LLA B,LLATy LLAno T
no B, y dentro de éste iltimo grupo, fa aplicacién del suero antilinfocitico de Greaves
(antigcno mﬂa) ha permitido separar en dos subgrupos uno positivo y cl otro negativo al

el de a la LLA "Comin” y ¢i segundo a la LLA "Nula®.

4

CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS.
LLA B: En este grupo se observa un niimero escaso de leucemias { 2% ), presenta

inmunoglobulinas de superficic y
Jeucemia "Tipo Burkit” (L3).

la. Morfologi son compatibles con la

)

Unpequeilo grupo presenta inmunoglobulinas citoplasméticas (IgM) y antigeno comin
{ calla ) clasificandola como pre B. Estas leucemias son de mal prondstico.

LLA T: Sc observa aproximadamente en ¢l 20% de los pacientes, presentan enzima
terminal deoxinucleotidil fi (dt), los linfob p P de mem-
brana para eritrocitos de carnero y antigeno timocitico humano ( HTA ), son calla negativos
y carecen de antigeno Ja. Estas leucemias son de mal pronéstico.

Existe un pequefio grupo dentro de la LLA T, con antigeno comiin y ausencia de
receptores para critrocitos de camero y estas son de mejor prondstico.

LLA no T no B dividida en dos subgrupos:
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- LLA “"Comimn"; Es la forma mis frecuente en niflos, abarcando ¢l 70% de los casos
de 3 & 5 aos de edad. Las células blasticas son no T no B, poscen antigeno [a, tdt y
reaccionan positivamente con el antisucro de Graves. Un 30% de ellas presentan IgM
intracitoplasmiticas, por lo que sc Ies denomina células pre B, cstas son de mejor prondstico.

- LLA "Nula" o indiferenciada o inclasificable: Corresponde a un reducido numeto, que
carccen de antigeno comin {(calla negativos), clinicamente indistinguibles de 1a LLA
comiin. Pueden presentar antigeno Ia o tdt, cste grupo se presenta geacralinente e adultos,
con prondstico intermedio entre las formas comunes no Tno By laLLAT.

El estudio de los marcadores inmunologicos y su comrelacién con la FAB ha side
reportada por A.Villegas, que existe una mayor correlacion entre:

- L1y clantigeno calla.
- L3 y la expresion para marcadores B,

No obstante de lo antes mencionado cabe seflalar que no existe una exacta correlacién
entre la clasificacion citomorfolégica y la inmunoldgica, ya que tanto la L1 como la L2
pueden corresponderafa LLA T, a la LLA no T no B, 0 a la forma “nula”, (tabla 4) 2,4,
13, 14),



TABLA No. 4

CLASIFICACION INMUNOLOGICA.
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NULA* PRES B T M7 MIELOIDE VAL, REF.
TOT - + 4+ - 4+ - 1245
CcD10 - + 4+ . +/- . <9
cb1s - + + . ot - 1028
CD22 - - + - 4+ - 1015
CD34 +*» - - - + +/- <1
cD11 - - - - + + 322
CD41 - - - . + - 30110
cD) - - - + o4+ - 7010

‘noTnoB{cslla-)
Calla{ CD10 ).
VAL. REF. = Valores de Referencia

Carl. Pochedly, 1890 (15)
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GENERALIDADES SOBRE LAS
LEUCEMIAS.

INCIDENCIA,

Lal ia linfobldstica aguda predomina en la etapa infantil y juvenil representando
un 80-85%, y la leucemia no linfobldstica aguda (LNLA) & micloblastica (LMA) estd
integrada por menos de un 20% aproximadamente, p ndose con mayor fi iaen
niflos Ia leucemia de tipo LLA L1,

La incidencia de | ia cs ligs Mayor en varoncs que cn mujeres, cncontran-

dose cntre los 3 y 5 affos de edad ( 40% ), en los nconatos ¢s extremadamente rara,
observandose sélo escasas de tipo mieloblistica.

La mayor incidencia cs cn paises de mayor nivel social afectando con mayor frecuencia
a la raza blanca que alanegra. (4).

ETIOLOGIA.

La etiologfa es desconocida pero se han seialado varios factores que son:

- Radiaciones ionizantes.

- Sustancias quimicas incluyendo f4 ( benceno, ag Iquil Hamid;
| oot fanilt N laracictal )
- Virus énicos: encontrindose en p I particulas viricas caracteri-

2zadas comoRNA virs (oncomavirus ). El virus de la mononucleosis infecciosa se relaciona
directamenic con un sindrome linfoproliferativo.
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- Al i 6micas: Sind de Down ( trisomfa en par 21),

Sindrome de Bloom.
Anemia de Fanconi.
Ataxia-telangectacia.

1 iadd &

Defectos inmunolégicos congénitos g ar

y translocaciones,

- Predisposicion genética: La incidencia cs 12 veces mayor en gemelos univitelinos que
en bivitclinos aparcciendo fa I ia durante los cuatro primeros aios dc vida,

- Factores ambientales: Obscrvandose con mayor fi ia en varios miembros de la

familia lo que parcce seifalar un factor ambiental y no genético determinante de la leucemia.

CUADRO CLINICO.

La leucemia puede manifestarse bien de forma incidiosa, siendo un descubrimi
casual en un estudio de sangre periférica caracterizado por una proliferacién de células
anormales a nivel de médula 6sca, estas células anormales pasan después a sangre periférica,
s¢ infiltran y se multiplican ¢n el bazo, ganglios linfaticos, higado y otros tejidos pro-

Aneiond,

IS

el

de estos drganos.

SIGNOS Y SINTOMAS.

Se reficre: astenia, anorexia, sudoracién, pérdida de peso al inicio de la enfermedad,
debido a la actividad ncopldsica. Anemia producida por la incapacidad de la médula 6sea
para producir p itroides, Fiebres ocasionadas por p infecciosos de vias
adreas, urinarias o del tubo digestivo,debido a las condiciones de inmunosupresion.
Fendmenos hemorrigicos debido a la bocitopenia,como son: petequi quimosi
epistaxis, hemorragia digestiva, cerebral ( rara ). También se observa Invasion extramedu-
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- lar,dolores éseos, ingi hep pl lia, ad galia; Invasién a SNC por

{nA rd fal 1o,

( vémito, pap signos ncurolégicos de irmitacion

menfngeay convulsiones ).
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LEUCEMIA MEGACARIOBLASTICA (M7).

Esta leucemia representa la proliferacion de una o mds clonas de céfulas hematopoyéti-
cas precussoras de la serie megacariocitica / trombocitica.

El primer caso de leucemia megacarioblastica fué descrita en 1931 por Von Boros y
Korenyi. Se consideraba que la Ieuceimia megacarioblastica ( M7 ) era muy rara debido a
lafalta de criterios morfolégicos. Hacia finales de la década de los 70's s¢ encontrd que la’ ‘
mayoria dc los casos diagnosticados de miclofibrosis aguda o de micloesclerosis maligna

comrespondian a I ias megacariobldsticas, se dos métodos para
definirlas con certeza como son; la peroxidasa plaquetania identificable por microscopia

lectrénica y la i itoquimi pleande anticuerp lonales que identifican
estructuras especificasen la t de prec de serie plaq ia (megacarjocitica)
(16,17).

Sc presenta una incidencia del 8-10% enadultos y 3% en nirtos aproximadamente de
todas las leucemias agudas, y un 21% en leucemias no linfoblasticas agudas. (18, 19),

En 1985 ¢l gnipo cooperativo de 1a FAB publicé critcrios para establecer ¢l diagnbstico
de la LMA M7, ¢n esta publicacion destacan tres puntos:

1.- La morfologia por si sola es insuficiente para establecer ¢l diagndstico confundiéndose
conMO, L1, L2y M1,

2.- Sc incluyen métodos de microscopia electrénica o de inmunocitoquimica p;ua estable-
cer el diagnostico definitivo de esta entidad.

3.- En virtud de 1a dificultad que en ocasiones existe para el aspirado de médula ésea se
puede realizar ¢l diagnéstico en sangre periférica. ( 20, 21 ).

Lal i iobldsti varianies que son;

& ¥

A) Leucemias agudas megacarioblasticas primarias ( de novo ) con o sin miclofibrosis,
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B)L ias agudas icas sccundarias a un sindrome dismiclopoyético o

miceloproliferativo.

C) Proliferaciones megacarioblasticas limitadas como miclopoyesis transitoria anormal
del recién nacido con sindrome de Down.

Las dos primeras formas son las mais frecuentes, en algunas scrics las leucemias
megacarioblasticas sccundarias son mds frecucntes que las primarias ( las lcucemias
megacarioblasticas agudas con miclofibrosis son mas frecuentes que aquellas sin mielofi-
brosis. (22).
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FENOTIPO INMUNOLOGICO.

Brrhah!

P los

pos monoclonales CD61 (GP I11a) y ¢l CD 41 (complejo
glucoproteico ITb/111a) sean los mas itiles para identificar los megacarioblastos. Desde el
punto de vista génico parcce que la glucoproteina I11a es la primera en aparecer, seguida
de la glucoprotelna Tb/Illa, mas tarde se detecta el complejo glucoprotcico IX/b y
posteriormente antigenos asociados al factor VIII (factor VIII: factor Von Willebrand).

Ademas los megacarioblastos pueden exp: antigenos de ctlulas precursoras de serie
mieloide (CD 13 y CD 33) pero no antigenos de diferenciacion granulocltica (CD 15) o
monocitico (CD 14), ocasionalmente coexpresan antigenos de serie linfoide (CD 10 calla)

y de serie critroide (receptor de transferrina de hicrro, zinc, glicoforina). La expresion de
igenos inmaduros de b poydticos (CD 9, CD 34 y HLA-DR) es

) P

£ Ly " s
en megi

mesi que en las [

haya otro componente maligno micloproliferativo como por cjemplo una poblacién
eritroide o mieloide que s mezcla con el comp joblastico

Se ha descrito tambitn a existencia de leucemias verdad hibridas (linfoblést
cas/micloblasticas) con un comp ioblastico (22,23, 24).

-4

CITOQUIMICAS.

La peroxidasa y Sudan negro B son habitualmente ncgativos, la esterasa de acctato
alfa-nafiil y la esterasa de acetato naflif AS-D pueden ser positivos y eso causar confusion
con proliferacion de serie monocitica. La fosfatasa dciday PAS son habitualmente positivas
en megacarioblastos ( 21 ).
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ANORMALIDADES GENETICAS.

Dentro de las leucemias que ocurren en pacientes con trisomia 21 (sindrome de Down),
" probabl 1a mas fi sea la M7 ¢ inversamenie cn algunas serics, hasta ¢l 29%
de los niflos con M7 ticnen sindrome de Down. (25).

CUADRO CLINICO,

Salvo la hemorragia grave dependicnte de trombocitopenia como de trombocitopatia
adquirida por megacariopoyesis defectuosa, el cuadro clinico de los pacientes con leucemia
megacarioblastica no dificre de otras leucemias agudas mieloides, la hepatoesplenomegalia
son relativamente frecucntes en tanto que las adenopatias son frecuentes en niflos, en la

mayoria de los pacientes se detecta anemia, la cifra de leucocitos puede ser variable desde

bajo hasta altos, a diferencia de lo obscrvado en otras leucemias, puede cursar con cifras

plaquetarias normales ¢ incluso trombocitosis. La hemomagia cs grave ya que las plaquetas
ufici en ni , son defe en sus funci (26,27,28,29).

PRONOSTICO.

El pronbstico de los pacientes con M7 es malo, tal vez peor que el de otras leucemias
micloides. En un anlisis de valor prondstico de marcadores inmunoldgicos en pacientes
con X ia micloblastica, sc ha do reci que la

3

(30).

presion de los

de seric megacari ica CD+41, CD42 constituyen un factor prondstico adverso
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TRATAMIENTO.

El objetivo del tratamicnto ¢s erradicar las cétulas leucémicas que infiltran la médula
Gsea para restaurar Ia hematopoyesis normal. Consta de cuatro etapas: induccién a la
remisidn, intensificacié lidaci6 filaxis de infiltracién a SNC y mantenimiento.

El tratamiento se aplica de acuerdo a los grupos de riesgo, que se han scparado: existen
pacientes de riesgo habitual y otros de riesgo alto, en ocasiones también se incluye un grupo
de riesgo intermedio.

Son factores asociados al allo riesgo: La edad ( menores de dos aflos o mayores de dos
affos ), ¢l sexo masculino, la leucocitosis inicial ( més de 50, 000 leucocitos ), la infiltracién
a 6rganos como la hepato o esplenomegalia que rebasa la cicatriz umbilical, la presencia de
tumoracién mediastinal, el inmunofenotipo.

TRATAMIENTO PARA LA LEUCEMIA
LINFOBLASTICA AGUDA.

Induccidn de 1a FIRY S te un mes.

Prednisona: 40 mg,/m2 /dia, via oral durante 28 dfas.

Vincristina: 1.5 mg/ m?/ semana, via i durante 4

D icina; 25 mg/m2 / via intra durantc 4 semanas.

Profilaxis del SNC ( empezando a las cuatro semanas, si se logra la remision ).
Irradiacion crancal con 60 Co: durante dos semanas y media:

2400 rad para nifios de mds de dos ados dc cdad.

2000 rad pam nifios de uno a dos afios dc cdad.

1500 rad para niflos de micnos de un ailo de edad.
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Moctotrexato intratecal:

12 mg/ m?/dosvecesala pordos y media, d lair
Una s6la dosis, limitadaa 15 mg.

Tratamicoto de continuacion, durante treinta mescs:
6-mercaptopurina: § mym2 / dia por via oral.

Metotrexato: 20 mg/ w/ semana, via intravenosa.

TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA NO
LINFOBLASTICA.

En estas leucemias también sc aplica ¢l tratamiento en cuatro fascs, al igual que cn las
linfoblisticas, pero en estas leucemias sc cmplea arabindsido de citosina y esquemas de
poliquimioterapia cuyabase son las antraciclinas, el apoyo de los bancos de sangre para dar
una terapia sustitutiva, ef tratamicnte de las complicaciones infecciosas con antibiticos de
amplio espectro, el descubrimicnto de nucvas drogas citotéxicas y el transplante de médula
osea.(31).

TRATAMIENTO DE LA LMA M7.

Como se menciond anteriormenle ¢l prondstico de los pacicntes con M7 es malo, tal
vez peor que ¢l de otras leucemias micloides. El curso de la enfermedad sin tratamiento es

més agresivo y fatal a corio plazo, ¢! mejor t i i enla es el

transplante de médula 6sca.

En rclacion a la quimioterapia, debido a que la identificacién de esta leucemia es
relativamente reciende, se ha determinado que no existe en ¢l momenio actual estudios
prospectivos controlados para evaluar de forma adecuada la efectividad de diversos esque-
mas antileucemicos.

Recientemente fué publicado por el grupo de Pucbla un estudio prospectivo de 14
pacientes con leucemia M7 de " novo " tratados con dos tipos de esquemas, sicte enfenmos
con ddsis bajas (1t mg/m subcuta de arabondsido de citosina) cadn 12 horas durante
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21 dias, y 7 enfermos con quimioterapi binada mas agresiva ( iclina, vincristi
arabindsido de citosina, tioguanina). Se encontré que 1a supervivencia fué superior alos 18
meses para cl grupo tratado con cl esquema mds agresivo  (42% frente a 14%), las
diferencias observadas no fucron significativas. Los esq ind de hipoplasi

dular grave (arabindsido de citosina en infusié frua durante 7 dias con alguna
antraciclina durante 3 dias, csquemas 7/3) parece ser por shora uno de los mejores

t i parale | ja M7. (32, 33).
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PLANTEAMIENTO DEL
PROBLEMA:

Enunestudio realizado durante ¢l periodo de encro a diciembre de 1991, de 108 estudios
citoquimicos en médula 6sea y/o sangre periférica de paci teucémicos sc, Y
que: 55/108 (50.9%) fucron catalogados como 1 ia linfoblAstica aguda, 22/108
(20.3%) como leuccmia micloblastica aguda; 18/108 (16.6%) de estirpe indiferenciada y
13/108 (12.0%) sc excluyd por no ser valorable.

Con los estudios citoquimicos no fué posible 1a identificacién de 1a leucemia mega-
cariobléstica, lo que limita la investigacién y el tratamiento al paciente.

El empleo de nuevas logfas como son los anticuerpos monoclonales nos permiten
hacer mejores diferenciacioncs. Por ello, se pretende tipificar completamende a Jos pacien-
tes leucémicos que se prescaten al Scrvicio de Hematologla Pedistrica del Centro Médico
“La Raza" por ambos métodos (citoquimicos y anticuerpes monoclonales) y asi propor-
clonar una identificacién completa del padecimiento, con beneficio al paciente, pues ¢l
tratamiento scrd especifico, ademds de obtener al mismo tiempo la incidencia de los
diferentes tipos de leucemias en la poblacin peditrica en estudio.
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OBJETIVOS:

- Conocer la incidencia de | ia megacarioblastica en el Servicio de Hematologla
Pedidtrica del Hospital General Centro Médico * La Raza *.

- Correlacionar la clasificacién obtenida por prucbas citoquimicas y deteccién de

con P
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HIPOTESIS:

Si dentro de la clasificacion de leucemias por técnicas morfolégicas y citoquimicas no
estd contemplada la leucemia megacarioblastica, mi que con P 1
ales es posible identificarla, entonces encontraremos que hay algunos pacientes que fueron
clasificados erroncamente con un tipe de leucemia diferente a la megacariobldstica, Esta
mueva tecnologia utilizando anticuerpos monoclonales modificarfa los resultados de inci-
dencia de los diferentes tipos de leucemia y con ello el tratamiento al paciente.
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MATERIAL Y EQUIPO:

Material Biolégico:

Sangre periférica y/o médula ésea anticoagulada aproximadamente 5 ml. Médula 6sea
( frotis )

Material de vidrio:
Cajas de petri " Pyrex ",
Cémara de Neubauer " American Optical ",
Capilares sin heparina " Propper ",
Cubre hematimetros " NBS "
Cubreobjetos de 22 x 22 mm. " Madesa".
Embudos de vidrio talle corto " Pyrex ",
Matraces volumétricos de: 50, 100, 500, 1000 ml "Pyrex".
Matraces Erlenmeyer de: 25, 50, 125 y 250 ml " Pyrex ™.
Pipetas graduadasde: 1,2,5y10 mI "IVA ",
Pipetas Pasteur,
Pipetas de Sahli " Propper Trophy ",
Pipetas de Thoma para glébulos blancos * Propper Trophy®
Pipetas de Thoma para glébulos rojos " Propper Trophy *.
Portaobjctos de 26 x 76 mm " Madesa "
Probetas de: 10, 50, 100 y 500 m1 " Pyrex *,
Tubos dc ensaye 13 x 100y 12 x 75 mm " Pyrex ",
Vasos de Coplin.

Vasos de precipitado: 50, 100,250 y 500 m! " Pyrex .
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Material Diverso:

Accite de immcrsidén " Sigma Zeiss "

Algodbny gasas.

Aplicadores de madera,

Barra magnética.

Espétula.

Gradillas,

Jeringas de pldstico de; 5, 10y 20 ml * Jeriplas "
Mechero Fisher.

Papel filtro.

Papel Parafilm " American Company ",

Pipetas automiticas de: 5, 10, 20, 25, 50, 100y 500 ml.
Rejilla de alambre,

Trigi,

Contador ( piano ) " Clay Adams ™.

Equipo:

Balanza analitica " Mettler ",
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Balanza granataria " Mettler .

Centrifuga ™ Sol Bat ",

Congelador a - 20 ,C " Reveo Rhcem ",

Refrigerador a 4, C " General Electric ". Mod. G 95 B,
Microscopio de luz visible * Cart Zeiss". Mod. West Germany.
Lémpara de cpifluorescencia " Cat Zeiss *. Mod. West Germany.
Espectrofotémetro * Leitz ". Mod, M

Agitador mecdnico de pipetas " J 15 ™. Seric F.

Potencidmetro "Beckman ", Mod. 3500,

Microcentrifuga * Sol Bat . Mod, H-07.
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Reactivos:

Sélidos

Femicianuro de potasio. R.A Merck,

Cianuro de potasio. RA Allicd Chemical.
Bicarbonato de sodio. R.A Merck.

Onxalato de amonio, R.A Sigma,

Benzidina diclorhidrato. Q.P Sigma.

Sulfato de zinc heptahidratado. R.A Omaichem.
Fenol ( cristales ). R.A Backer.

Fosfato de sodio dibdsico dodecahidratado. R.A Backer.
Fosfato de sodio dibdsico anhidro. R.A Backer.
Acido Peryddico. Q.P Sigma.

Metabisulfito de sodio. R.A Backer,

Carbén activado, R.A Sigma.

Nitrito de sodio. R.A Merck.

Acetato de sodio trihidratado. R.A Monterrey.
Nafto] AS-BI fosfato, QP Sigma.

Alfa Naftit Acetato. Q.P Sigma,

Clomuro Qe sodio. RA Merck.

Fosf;;lo de' potasio dibdsico. R.A Backer.

Cloruro de potasio. R.A Merck,
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Hidréxido de sodio. R.A Merck.

Liquidos:

Acido acético glacinl, R.A Merck.
Formaldehido. R.A Merck

Etanol absoluto. R.A Omnichem.

Peroxido de hidrogeno. R.A Técnica Quimica,
Acido clorhidrico. R.A Backer.

Acetona. R.A Técnica Quimica.

N,N Dimetil formamida. R.A Merck.
Ficoll-Hypaque. Q.P Phamacia Fine Chemicals,
Agua destilada.

Glicerol. R.A Backer,

Anticuerpos Monoclonales " Behring "
wt, CD3, CD10, Leucemias de tipo T (L2).

CD10, CD19, CD22. Leucemiatipo B (L3)y tipo pre B (L1).
CD34 Células stem pluripotenciales tanto micloides como linfoides.
CD11 Leucemias micloides.

CD41 Leucemias megacarioblasticas.
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Colorantes:

Safranina * 0 *. Q.P Merck

Sud4n negro B. Q.P Sigma.

Fuchsina basica. Q.P Sigma.
Clothidrato de p-rosanilina. Q.P Sigma.
Verde de metilo. Q.P Sigma.
Leishman. Q.P Sigma.

Giemsa, QP Sigma.

Hematoxilina de Harris, Q.P Sigma.
Hematoxilina de Mayer. Q.P Sigma.
Azul répido. Q.P Sigma.
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METODOS:

TINCION DE LEISHMAN-GIEMSA.

FUNDAMENTO:
Estd formado por la combinacién de un colorante dcido y un basico que permite su uso
en una tincién simple para producir una variedad de t de color predecibles. kos

coloranies dcidos s¢ unen con los componentes bdsicos de las cétulas (citoplasma). Inver-
samente los colorantes bésicos son atrafdos por los compuestos Acidos de Ins células y se
combinan con ellos (Acidos nucleicos y mucleoproteinas del nicleo).

PROCEDIMIENTO:

1. Tefiir durante 6 min aproximad con col de Let
2. Enjuagar 2 veces con agua destilada.
3. Teftir con Giemsa 3 min aproximadamente,

4. Enjuagar con agua destilada.

* Los tiempos dependen de Ia maduracion del colorante.
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TINCION DE PEROXIDASA.

FUNDAMENTO:

Las peroxidasas que contienen hiemo son localizadas en los grinulos primarios

(azurdfilos) de los micmbros de serie mieloide. Su p ia puede ser da por
medio de sustancias cromogénicas ( SHz ) y H20,. El perdxido oxida rdpidamente las
indicadoras de peroxidasas incoloras { 1) a prod lorcados de do a
1a siguicnte reaccién:
SH2 + HiOz 1+2H:0
PROCEDIMIENTO:

1. Fijar los frotis de sangre periférica © médula 6sea con la mezcla de etanol-formol
durante 60 scg.

2. Lavar las Jaminillas con agua destilada por 30 seg.
3. Sumergir las laminillss en la solucion de tincién por 30 seg. y lavar con agua cormiente.
4. Contratefir con safranina por 60 seg, lavar con agua corriente, dejar secar,

. Observar al mi io con objetivo de i i0

{

INTERPRETACION:

Las células peroxidasa positivas conticnen grinulos negros.



TINCION DE ACIDO PERYODICO DE
SCHIFF (PAS).

FUNDAMENTO:

El glicbgeno de las cétulas hemiticas es el polisacorido mas imp
positivamente al reactivo de Schiff. Otros polisacdridos dan reaccidn positiva como el
almidén, celulosa y glucoproteinas. La fasc inicial de la tincién de PAS es 1a oxidacién de

los polisacaridos. El dcido escinde los grupos hidroxilos proximos y forma dialdehidos,
posteriormente Jos aldehid; i con la leucofuccina ( ivo de Shiff ), y forman
p quinono{di loreados. El glucdgeno es 1a dnica substancia PAS positiva
que ¢s diastasa (amilasa) sensible.
PROCEDIMIENTO.

1. Fijar los frotis con vapores de formol durante 5 min.
2. Lavar con agua corriente durante 15 min,lavar conagua destiladauna vezy dejar secar.
3. Tratar con ficido peryddico por 10 min.

4. Lavar con agua comiente varias veces y con agua destilada dos veces, dejar secar
perfectamente,

5. Incubar en reactivo de Schiff por 45 min al abrigo de 1a luz El tiempo depende de 1a
aparicién de un color rosado sobre las laminillas. Se debe tener cuidado de que ¢l reactivo
sea siempre incoloro, si aparece ¢l tomo rosado desecharlo. Debe cuidarse que el reactivo
notenga contacto con ¢l agua.

6. Lavar con metabisulfito de sodio al 0.5% tres veces cada lavado por 3 minutos.
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7. Lavar con agua destilada tres veces por 3 minutos, dejar secar.

8. Contrateftir con Hematoxilina de Harris de 8-10 min. 9.Lavar rapidameme con agua.

INTERPRETACION:

El material que contiene carbohidratos se tific de rosa mexicano,
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TINCION DE FOSFATASA ACIDA.

FUNDAMENTO:

La fosfatasa dcida estd presente en las células micloides, linfocitos, oélulas plasmaticas,
monocitos y plaquetas,

Las fosfatasas posecn la caracteristica de liberar fosfatos de muchos fosfc ést
alcohdlicos o fendlicos a un pH fuera de 1a neutralidad. Su demostracion depende de la
presencia de un precipitado coloreado en los sitios de hidrélisis del substrato.

PROCEDIMIENTO:

1. Fijar los frotis de médula 6sea o sangre periférica con acetona formalina durante 30
seg.

2. Lavar los frotis con agua destilada 3 veces.
3. Pasar los frotis a la mezcla de incubacién durante 60 min. a 37C.

4. Lavar dos veces con agua destilada,

5. Contratefiir converde de metilo al 1% en amortiguador de 0.1NpH5.0d
dos mimitos.

6. Lavar rapidamente con agua corriente y dejar secar.

INTERPRETACION:
Latincién difusa del citoplasma o grinulos de color rojo indican reaccién positiva.
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TINCION DE SUDAN NEGRO B.

FUNDAMENTO:

El Sudén Negro B tific una variedad de lipidos, incluyendo grasas neutras, fosfolipidos
y esteroles. La presencia de los lipidos s¢ demuestra por la capacidad del colorante de
abandonar su solvente y concentrarse preferencialmente en el lipido intracelular.

PROCEDIMIENTO:

1. Fijar la extcnsion de médula 6sca con vapores de formol durante 15 min.
2. Sumergir en solucién de trabajo por 45 min.

3. Lavar con etanol absoluto,

4, Lavar con agua coriente y dejar secar.

5. Contratefiir con Giemsade 3 a 6 min.

INTERPRETACION:

Los grénulos citoplasmdticos negros o coloracién negra difusa del citoplasma indican
reaccibn positiva.
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TINCION DE ESTERASA NO ESPECIFICA.

FUNDAMENTO:

Las esterasas son un grupo de enzimas lisosomales que hidrolizan ésteres alifiticos y
arométicos. La esterasa no especifica se puede demostrar usando alfa-naftil-acetato como
sustrato y p-rosanilina como agente copulante azo para formar un colomnte diazo café-ro-
jizo.

PROCEDIMIENTO:

1. Fijar con vapores de formol de 4 a 5 min.

2. Lavar con agua corriente y después con agua destilada, secar al aire.

3. Los frotis de méduta 6sea seran d con éter por i i6n d 60 seg.

4, Mezclar2 otas ( 0.1 ml) de solucién de nitrito de sodio al 4%y 2 gotas de p-rosanilina
al 4%, dejar reposar por lo menos 60 seg. diluir 1a mezcla con 5 mi de solucién amor-
tiguadora de fosfatos 0.2 MdepH 7.0- 7.1

5. Disolver completamente 10 mg de alfa-naftil-acetato en 0.3 mi de acetona. Diluiren 20
ml de solucién amortiguadora de fosfatos, agitar enérgi hasta 1a desaparicién del
enturbiarmiento inicial. '

6. Mezclar las soluciones 4 y 5, filtrar la mezcla ( solucién de incubacion).
7. Incubar fos frotis durante 60 min. a temperatura ambiente.

8. Lavar con agua coricnte.

9. Contrateiiir con Hematoxilina de Mayer de 8 a 10 min.

10. Lavar con agua corriente.
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INTERPRETACION:

El citoplasma de las células que poseen una actividad esterdsica se colorea de café-ro-
Jizo. La reacciénes particularmente indicativa de monocitos, donds ¢l citoplasma se colorea
de una manera homogénea ¢ intensa. Los linfocitos T muestran algunos granulos aislados
del mismo color.



SEPARACION DE CELULAS

MONONUCLEARES.
FUNDAMENTO:

Las células 1 son separadas de los demas clementos formes de la sangre
por medio de la centrifugacioén por gradiente de densidad. Este depende de la gravedad
especificade un gradiente ( lincal o di inuo) constituido por soluciones come alblimina
o Ficoll.

Las células mds ligeras tienenuna mayor relacién niicleo-citoplasma formando una capa
en la cercania de la parte superior del gradicnte, con cada poblacién celular buscando la
gravedad especifica que le corresponde en el gradicnte.

PROCEDIMIENTO:

- Tomar de 3-5 ml de sangre periférica y/o médula 6sea con 3 6 4 gotas de heparina,

- Diluirla con solucié iguadora de PBS pH 7.2-7.4 (1:3 v/v), mezclar.

- Estratificar 4 6 5 ml de sangre periférica y/o médula osea con Ficoll-Hypague (1:3 vAv),
en un bo de ensaye de 13 x 100 mm agregar el volamen de ficoll-Hypaque y con ayuda
de una pipeta Pasteur agregar poco a poco y por las paredes la muestra diluida.

- Tapar los tubos con papel parafilm,
- Centrifugar a 1400 r.p.m. por 30 minutos.

- Con una pipeta Pasteur scparar 1a fraccién de linfocitos (scparados como una capa de
células en 1a interfase). Procurando tomar sdlo esta capa.
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- Transferir la fraccién de linfocitos a un tubo de 13 x 100 mm y lavar las células con
solucidn amortiguadora de PBS (5 mi para cada lavado), por centrifugacion a 1400 r.p.m.
durante 10 minutos, decantar.

- 8¢ hacen tres lavados, decantar ¢l sobrenadante,

14 Tucidn amorti 1,

con

-~ Resuspender ¢n un minimo de v PBS aproximada-

mente 1.0 ml,

CONTEO DE CELULAS Y PORCENTAJE
DE VIABILIDAD.

- Conla suspension de células obtenidas cargar una pipeta de thoma para globulos blancos
hasta 0.5 y con azul de tripano aforarla,

- Se agita la pipeta y se descchan las primeras gotas.
- Se monta 1a cimara de Neubauer.

- Se realiza cl conteo de las células y al mismo tiempo se cuantifica 1a viabilidad. ( Las
células mucrias aparecen tefiidas de azul, y las células vivas no ),



IDENTIFICACION DE LA ESTIRPE
LINFOCITARIA POR MEDIO DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES.

Esta tdenica s¢ lleva acabo por mélodo indirecto:

- diluir 45 i el anticuerpo monoclonal con 45 p!t de amortiguador PBS, se agitaen vortex
suavemente sin que haga espuma, perfectamernte tapado.

- Colocar 50 pl de cada uno de los anticuerpos monoclonales en tubos de 8 x 25 mmy
agregar 50 (1 de la suspensién linfocitica depositando en el fondo de Jos tubos, se tapan con
parafilm y se agita en vortex suavemente.

- Incubar por 30 minutos en un bafio de hiclo.
- Se hacen dos lavados de 5 mirmtos a 1400 r.p.m. con 500 jul de amortiguador PBS.

- Tirar el sobrenadante y en un minimo resuspender con 1 gota de PBS con glicerol (pH
74 al 1%).

- Montar 1as laminillas de cada uno de los tubos

INTERPRETACION

Observar la preparacion al microscdpio con fuente de luz normal, al cerrar e disfragma
y observar las células positivas las cuales p fi iay las negativas no.
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RESULTADOS.

Grifica No. 1 Nos muestra la clasificacién morfol6gica ds las leucemias agudas, porcen-
taje de incidencia de cada una de ellas (tanto LLA, LMA ¢ indiferenciadas).

Gréfica No. 2 También nos muestra el porcentaje de incidencia de leucemias agudas, pero
estd es clasificada citoquimicamente (LLA, LMA ¢ Indiferenciada).

Gréfica No. 3 Se observa el porcentaje de incidencia de las leucemias agudas pero
clasificada inmunolégicamente ( LLA, LMA e Indiferenciadas ), aqul también nos indica

el p je de 1 ias indiferenci; que no se pudi por P
monoclonales debido ala falta de células.

Grifica No. 4 Muestrala clasificacionde los diferentes subtipos de keucemias encontradas
asi como una comparacién de los métodos empleados. Debido a la falta de anticuerpos
monoclonales no s¢ pudicron clasificar los subtipos de | ias micloid laM7.

i3

Grifica No. 5 Esta grifica dzmucstrm 12 inciencia de la M7 con respecto a todas las
teucemias,

GriéficaNo. 6 Nos ref laincidenciade laM7conrespectoalas} ias mieloid
(LMA 6 LNLA).
Tabla No. 5 Nos indica,los dos casos de M7 dos por anticuerp tanal

asi como una comparacién entre la clasificacién morfolégica y citoquimicamente,

Tabla No, 6 Nos indica ¢l porcentaje de leucemias que sc presenta de acuerdo alaedad y
sexo.

‘Tabla No. 7 Representa la correlacién que existe entre Jos casos clasificados morfolgica
y citoquimicamente que fueron 20 casos (37%).

Tabla No. 8 Nos muestra la corrclacion que hay entre los casos clasificados citoquimi-
camente como inmunolégicamente que fucron 27 casos { 50.0 % ).
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INCIDENGIA DE LEUCEMIAS AGUDAS
CLASIFICACION MORFOLOGICA

LL.A 32 CASCS
60.2 %

sl

IND. 14 GASOS
LMA, 8 CAsOS 28 %
14.8%

IND. =INDIFERENCIADA

GRAFICA 1
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- INCIDENCIA DE LEUCEMIAS AGUDAS
CLASIFICACION CITOQUIMICA

L.L.A 84 CASOS
62.8 %

o IND. 9O CASOS
16.6 %

LM.A, 11 CASOS
202 %

IND. = INDIFERENCIADA

GRAFICA 2
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INCIDENCIA DE LEUCEMIAS AGUDAS
CLASIFICACION INMUNOLOGICA

LL.A, 80 CASOS

66.8 %
N
D
Hh IND. 7 CASOS §-M
R 128 %
LMA, 12 CASOS IND. 08 C-M
222 % N S C

IND. = INDIFERENCIADA

GRAFICA 3
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CLASIFICACION DE LOS SUBTIPOS DE LEUCEMIAS

DE ACUERDO A DIFERENTES METODOS.

° PORCENTAJES

301

[y

AU RN Y

L1 L2 L3 LMA M? IND N;O M M2 MIS M’4 Déﬁ l;ﬁ
SUBTIPOS DE LEUCEMIAS

B inmuNocLogico V2 ciroounaco BB MoRFoLoGIcO

GRAFICA 4
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INCIDENCIA DE L.M.A M7
CON RESPECTO A LAS L.A.

L1 20 CASOS
37 %
L2 6 CASOS
1%
L3 4 CASOS [RR \
7.4 %
IND. 12 CASOS
LN.LA 10 CASOS 222 %
186 %
LM.A. M7 2 CASOS
37 %

IND. = INDIFERENCIADA

GRAFICA 5
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INCIDENCIA DE LM.A. M7
CON RESPECTO A LAS L.N.LA.

L.N.LLA 10 CASOS
83.3 %

LM.A. M7 2 CASOS
18.7 %

GRAFICA 6
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ESQUEMA DE IDENTIFICACION Y CONTEQ DE

PLAQUETAS DE L.M.A. M7 ENCONTRADAS.

No| EDAD|No PLAQ. |MORFOLOGIA |[CITOQUIMICA |INMUNOLOGIA
1| r/nj 222,000 Ind. con L2 CD34 +
plaquetas CD41+
gigantes CD11 +
2(Safloy 71,000 | Ind. Ind. tdt+
CD19 +
CD22 +
CD34 +
CD41 +
Ind. = indiferenciada.

t/n = Recien Nacido

TABLA S




ESTA TRSIS K9 DEDE
so. AR DE LA BIBLIBTECA

INGIDENGIA DE L. A. SEGUN EL S8EXO

EDAD | MASGULINO FEMENINO TOTAL
0-2 6.5 37 Y
3-5 18.0 205 33.9
-8 1.4 5.5 16.7
9-11 7.4 LY 129
12-16 | 11.1 182 27.8
TOT. 48.1 519 100 I

TABLA 6
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COCRRELACION MCRFOLOGICA Y GITOQUIMICA
Citoquimica

q

N
&
B
£
-h

M2 M3| M4

Ollllllllilll-g

::annn-naulboc

T AR EEREEREE X
P I I AN R I I I )
TS )

- I T O O T O T I B O |
SHEL L LIS EY TS
Wb 3 1 b1 18 0 82
Pert I ¢80 83 0 8arl
Ot sty
ORT 111019 e
23 2
AQO-LQON-AG-A-S

TABLA 7
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COORRELACION CITOQUIMICAS E INMUNOLOGICA

eordojounuuy

Citoquimica

L1 L2 {L8 |Ind | M| M7 | TOTAL
L1898 7 - 4 - - 20

T 186 - | -1 -1- ©
L3 {1 - 1 2 - - 4
Ind |6 4 - 2 1 - 12
CHEENEE - [10] - 10
M7 |- 1 - 1 - - 2
Tot|18 | 17 1 9 11{ 0 54

TABLA 8
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ANALISIS DE RESULTADOS.

En la realizacién de este trabajo se tuvicron algunos problemas, uno de los cuales fué
que latécnica de scparacién de linfocitos nos marcaba que s¢ empleaba PBS-albimina, pero
con esta técnica In fluorescencia no era muy nitida, las células marcadas aparecian como
fantasmas, y después se realizé la técnica por duplicado en Ia cual ta muestra se trabajaba
con PBS-albiimina y con PBS sin albmina, al obtener los resultados de ambas técnicas s¢
observé que cuando sc utilizaba PBS sin albimina la fluorescencia era muy nitida y no
aparecian los fantasmas.,

1 Srni

Otro de los problemas presentados fué el que algunas dep
" de novo " ( sangre periférica y/o médula 6sea ), al hacer la estratificacion de 1a muestra
(separacién de las células mononucleares de los demds elementos formes de 1a sangre y/o
médula bsea) no se separaban las células, esto se repitia'cn varias ocasiones en los mismos
pacientes y daba el mismo resultado por lo cual fueron excluidos.

De los 54 casos estudiados se observd que la frecuencia de 1a LLA es mayor que Ia
LMA, ambas clasificadas ya sea por métodos morfolégicos, citoquimicos e inmunolégicos,
encontréndose un porcentaje entre ¢l 55 y 64%, 1aLMA entre 14y 23%, como se esperaba,
Elp ije de | ias indiferenciadas fué mayor morfolégi bieniendose un
26%, mientras que Ia clasificacion citoquimica fue menor que Ia morfolégica obteniéndose
un 16.6%; con respecto a la clasificacién inmonoldgica se esperaba que esta fuera menor
que en los dos métodos anteriores no siendo asi, ya que s¢ encontnd un (22.2%), debido a
que hubo casos (12.9%) enlos que no se pudo realizar el método de anticuerp lon-
ales, por no haber obtenido células. El (9.3%) restante aniin realizando los monoclonales no
fué posible clasificarias, debido a su baja positividad, nos podemos dar cuenta que esie
porcentaje fue mis bajo comparado con las dos técnicas morfoldgicas y citoquimicas
empleadas. (grdfica 1, 2, 3). Al hacer la clasificacion ( sublipos de leucemias ),encontramos
que la mayor frecuencia es la L1 ( morfoldgicamente 37%, citoquimicamente 29.7% ¢
inmunoldgicamente de 37.7% ), con respecto & la leucemia linfobldstica aguda como lo
mcnciona A. Villegas (4). En cuanto a las Icucemias mieloiles se observé que se encuentra
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con mayor frecuencia el tipo M3 ( morfoldgica y citoquimi de 7.4%), desgmciada-
mente por métodos inmunolégicos no fué posible complementar dicha clasificacién por
falta de anticucrpos dirigidos contra este tipo de células ! de origen mieloid:
( grificad ).

Unicamente sc pudo diferenciar por estc método 1a 3 ia M7 (megacariobléstica)

con una incidencia del 3.7% con respecto a las demds leucemias en comparacioén con el
valor mencionado por Andreas Hit M.D. Se observa que este porcentaje no varia, ya que
es de un 3.0% ( 18 Y(gréfica 5).

La incidencia de Ja M7 con respecto Unicamente a las LMA es del 16.6% en nifios,
semejante al informado por Andreas Hirt aproximadamente del 20.0% (grifica 6) (18).

Esto nos indica que, en efecto, con ayuda de los anticuerpos monoclonales es posible
identificar otros tipos de lencemia como Ja M7, ya que con métodos morfologicos y
citoquimicos es dificil su clasificacién debido a la posible confusién con otros tipos de
leucemias como son laLl, L2, MOy M1,

De los dos casos de leucemias M7 encontrados con anticuerpos monoclonales mor-
fologi fucron indiferenciados, aungue uno de estos casos presentaba plaquetas

4

gigantes y su nimero era normai (220 000 mm3).

Citoquimicamenie cste caso fué clasificado como L2 y el otro permanecié indiferen-
ciado. (tabla 5).

La leucemia M7 ¢s frecuente que se clasifique er LaM7p un curso
muy agresivo y sin tratamiento, cs fatal a corto plazo porello es de gran importancia el que
después de un diagnéstico p ivo se realice inmediatamente Ia técnica de anticuerpos
monoclonales (clasificacién inmunoldgica) para 1a identificacién de los tipos de leucemia,
después sabiendo el tipo de leucemia se pucde dar el tratamiento , cabe sefialar que para la
M7 atn no hay tratamiento adecuado. Y asi los médicos podrin investigar cl tratamiento
adecuado para ¢en remisién al paciente como se ha hecho en los demas tipos de
feucemias y asf prolongar la vida de los pacientes.

Enlatabla 6, se 1a incidencia de ! ias agudas segiin la edad y el sexo,
predominando més cn la edad dc 3 a 5 aflos sicndo €l 33.3 %y predominando cn el sexo
fi ino 20.54%, disminuyendo cn todos los demas rangos de edad solo hastaclde 12 a
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15 aflos se vuclve a incrementar y es en un 27.8% cncontrandose que la incidencia sigue
predominando en el sexo fe ino, lo cusl es jo a lo que describe A. Villegas (4).

Al hacer 1a correlacién entre Jos resutados obienidos por morfologia y téend
citoquimicas e] 44.4% ( 24 casos ) fucron clasificados de igual forma por ambos métodos
y ¢155.6% ( 30 casos ) s¢ clasificaron diferentes {tabla 7).

Enla lacién entre técnicas citoquimicas y anticuerp lonales ef 50.0% ( 27

casos ) s correspondieron a Ja clasificacién dada por ambos métodos y el otro 50.0% no
corresporddié, (tabla 8),
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CONCLUSIONES.

La incidencia dc la leucemia megacariobldstica es del 3.7% con respecto a todas las

y conrespecto atas ias mieloides ¢l 16.7%, por lo tanto podemos observar
que este porcentaje no ¢s muy bajo tomando en cuenta que el porcentaje de leucemias
mieloides totales fué del 22.2% y ademds que estas son menos frecucntes en nifios.

Entre 1a correlacion de los diferentes métodos observamos que entre ¢l citoquimico y
el inmunolégico (anticuerpos monoclonales) s¢ da un mayor porcentaje, 50.0%a diferencia
de la comelacién cntre morfolégico y citoquimico observando asi que ¢l empleo de

nos permite tipificar los diferentes tipos de leucemias, y con ello
una pronta identificacién de la estirpe afectada y estadio de maduracién para dar un
diagndstico y tratamicnto adecuado en busca de una remision y quizas ¢n un futuro hablar
de una posible curacion.
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SUGERENCIAS.

Se propone que para una mayor identificacién de todos los subtipos de Icucemias
mieloides, asf como de linfoides se debe tener un panel completo de todos los anticuerpos
monoclonales necesarios.



ANEXO

PREPARACION DE REACTIVOS.

1.- SEPARACION DE LINFOCITOS.
a) PREPARACION DEL AMORTIGUADOR DE FOSFATOS (PBS) . pH 7.2-7.4:

Cloruro de sodio ( NaCl) 820g
Fosfato de sodio dibdsico

( Na2HPO42H20) 089g
Fosfato de potasio monobdsico

(KH2PO4 ) 0.68g
Aforar con agua destiladaa 1 1t.

Ajustar ¢l pH si es necesario,

Guardar la soluci6n en refrigeracion .

2.- TINCION DE LEISHMAN - GIEMSA.
a) LEISHMAN ;
Ieishman polvo 40g

Alcoho! metitico 1ol



b) GIEMSA:

Giemsa 100g
Glicerina 5400 ml
Alcohol metilico 840.0 ml

Disolver el Giemsa en glicerina en baflo marfa a 60 * C durante 48 h, agregar el alcohol,
lar, dejar madurar y filtrar final

©) AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 6.9:
Fosfato monobdsico ( KH2PO4 ) 0.79g
Fosfato disédico (Na2HPO412 H20) 121g

Triturar las sales por separado, mezclar bien, tomar 1 g de 1a mezclay disolverioen 2 It
de agua destilada,

3.- MEZCLA GIEMSA - AMORTIGUADOR.

A 20 mi de amortiguador pH 6.9 agregar 3.5 ml de giemsa.

4. TINCION DE PEROXIDASA.

a) FUADOR ( FORMALINA - ETANOL ):

Mezclar 10 ml de formol al 40 % con 90 ml de ctano! absotuto.

b) MEZCLA DE INCUBACION :

Etanol al 30 % 100.0 mt
Benzidina dihidroclorada 03g
Sulfato dc zinc heptahidratado
al3.8%(0.132M) 1.oml
Acetato de sodio

(NaC2H2023H20) 10g
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Peroxido de hidrogeno al 3% 0.7 mt
Hidroxido desodio 1.0N 1.5ml
Safranina "0" 02g

Mezclar los reactivos segin ¢l orden dado.

Determinar el pH ¢l cual debe serde 6.0 +0.05

Filtrar 1a solucién, almacenar cn un frasco ambar a temperatura ambiente,
SATRANINA 0.5%

0.5 g en 100.0 m] de agua destilada.

5.- TINCION DE ACIDO PERYODICO DE SCHIFF ( PAS ).
a) SOLUCION DE ACIDO PERYODICO:

Acido peryédico 05g
Agua destilada 100.0 mf
b)REACTIVO DE SCHIFF:

Fuchsina bésica 10g
Acido clorhidrico 1.0 N 20.0m}
Metabisulfito de sodio 10g
Carbén activado 03g

Disolver 1.0 g de fuchsina bésica cn 200 mi de agua destilada hirviendo, enfriara 50 °C.
Agregar 20 mi de Acido clorhidrico 1.0 N, enfriar. Afiadir 1.0 g de metabisulfito de sodio.

Almacenaren Ia obscuridad de 24 a48 horas (1a mezcladebe tener uncolorpaja), Agregar
carbén activado y agitar por un mimuto, filtrar, { desechar las primeras gotas ) ¢l reactivo
debe ser incoloro, Guardar en refrigeracién.

c)SOLUCION DE METABISULFITO DE SODIO:



.70.

Meiabisulfito de sodio 05g

Agua destilada 100.0 m!.

6.- TINCION DE FOSFATASA ACIDA.

) FUADOR BUFFER FORMALINA " ACETONA pH 6.6 - 6.8:

Fosfato de sodio dibdsico anhidro 02g
Fosfato de potasio monobdsico

(KH2PO4) 1.0g

Agua destilada 300.0 ml
Acetona 450.0 mi
Formalina 250.0 ml

Mezclar todos los reactivos y guardar en refrigeracion.
b) NITRITO DE SODIO AL 4% (P/V)
Nitrito de sodio ( NaNO2) 40g

Diluir a 100 ml con agua destilada y refrigerar por una semana,

¢) SOLUCION DE P-ROSANILINA:

Clorhidrato de p-rosanilina 10g
Agua destilada 200ml
Acido clorhidrico concentrado 50ml

Mezclar 1a p-rosanilina de 10 a 15 minutos hasta que s¢ disuclva,
Guardar en frasco ambar a temperatura ambiente.

d) ACIDO ACETICO 1O N:

Acido acético glacial ( CH3CO0H ) 60,0 m

Aforar a 1 It con agua destilada.
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¢) AMORTIGUADOR DE ACETATOS pH 5.0
Acetato de sodio ( CH3IC00Na.3H20 ) 4.797g
Acido acético 1.0N 1475 ml

Aforar a 1 Ity guardar en refrigeracion.

f) SOLUCION A:

Nitrito de sodio al 4% 24ml
Solucion de p-rosanilina 24ml
8) SOLUCION B:

Naflol AS-BI

( 7-Bromo-3-hidroxi-2-nafto-O-anisidina ) 40,0 mg

N,N-Dimetilformamida 40ml
Amortiguador de acetatos 0.1 N 71.2ml
1) MEZCLA DE INCUBACION :

Solucién A + Solucion B, lary separar 40 ml

Ajustar 1n mezcla restante a pH 5.1 con soltucién de hidréxido de sodio saturado, filtrar y
usar inmediatamente.

i) VERDE DE METILO AL 1.0%:
Verde de metilo 10g
Amortiguador de acetatos 0.1 N pH 5.0 100.0 mi

Disolver y ajustar ¢l pH de esta solucién a 4.244.5

7.-TINCION SUDAN NEGRO B:
) SOLUCION STOCK DE SUDAN NEGRO B:

Sudan negro B 03g
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Etanol absoluto 100.0 mi

Mezclary filtvar la solucién en un frasco ambary guardario a temperatusa ambiente por
varios meses,

b) SOLUCION AI;AORTIGUADORA:
Fenol (cristales ) 1608
Etanol absoluto 30.0 mi
Mezclar.

€) SOLUCION DE FOSFATO DE SODIO DODECAHIDRATADO AL 0.3%EN AGUA:

Fosfato de sodio dodecahidratado 03g
Agua destilada 1000 m!
Mezclar.

Poner la solucidn b en un matraz aforado de 100 m! y aforario con la solucién c.
8.- TINCION DE ESTEARASA INESPECIFICA :
SOLUCION A:

Fosfato monopotésico (KH2PO4) 21234 g
Disolvery aforara 1 It conagua destilada,

SOLUCION B:

Fosfato disédico anhidro (Na2HPO4) 28.39% ¢
Disolver y aforara 1 It con agua destilada,

SOLUCION AMORTIGUADORA pH 7.0-7.1

35 mt de solucién A més 65 ml de solucién B.
SOLUCION ACUOSA DE NITRITO DE SODIO AL 4%
0.4 g en 10 m! de agua destilada. .

SOLUCION DE p-ROSANILINA AL 4%
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Disolver cal do lig 2gdep ilina en 50 mi de 4cido clorhidrico 2 N.

Filtrar inmediatamentc después de enfriar, guardar en frasco ambar y dejar madurar 3 dias.
Guandar en refrigeracién a 4 C por meses.

HEMATOXILINA DE MAYERS.

50 g de sulfato de amonio y aluminio en 500.0 m de agua destilada caliente (sin hervir).
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