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RESUMEN 

La leucemia mcgacarioblástica (LAM-M7) es una nueva variedad de las leucemias 

micloidcs agudas incluida por el Grupo Cooperativo Fmnco-Brilánico-Amcricaoo en l 98S. 

Esta leucemia se presenta en pacientes con mielofibrósis y frccuentemcnle en niflos con 

slndromc de Down. 

En esta leucemia se puede presentar cifras plaquctarias nonnales pero defectuosas en 

sus funciones, su pronóstico es malo, tal vez peor que el de otras k:ucemlas mieloides. 

Los rnttodos más recomendables para su identificación han sido: a) Por pcroxldas.1 

plaquctaria (con microscopia elccll'Ónica) y b) por anticuerpos monoclonales. 

Los 8111icuerpos monoclonales identifican moléculas Cspeclficas de prccwsores de serie 

plaquetaria (mcgacariocltica), como es el CD4 l (complejo glucoproldco llb/IDa) y el CD6 I 

(glucoprotelna Illa). 

La identificación de este tipo de leucemia • en el Servicio de Hematologla Pediátrica 

del Hospi~il Gencral Centro Ml!dico 'La Ra7.a', ha sido diHcil, por lo que el presente trabajo 

fué desarrollado con la finalidad de establecer la detección de LMA-M7 por medio de 

articuerpos monoclonales en este hospital. 

Los resultados indican que de S4 casos, sólo 2 (3.7"~) fueron leucemias de tipo 

megacarioblástica. 

Estos datos son impor1anlcs si consideramos, que la clasllícación adecuada de la 

leucemia, pennlte al médico establecer cuadros tcrapcútico más acertados para este tipo de 

pecienlcs y con ello dar la posibilidad de una vida más prolongada. 
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INTRODUCCION. 

Se define la leucemia aguda como una neoplasia de células hematopoyéticas ( general­

mente leucocitos), los cuales se carnclcriz.:m por una sustitución difusa en la médula ósea 

por células neopfüicas, ésL1s invaden la sangre donde pncdcn encontrarSe en abundancia, 

también infiltrar el hlg.1do, baw, ganglios linfáticos y otros tejidos del cuerpo. 

En México, en base al registro nacional del Cáncer de la Sccrcwria de Salud en 1983, 

se reporta que las leucemias y los linfomas constituyen el 51% de las neoplasias más 

frecuentes en niilos. 

En una revisión realizada en la Sección de He mato logia Pediátrica del HospiL1l General 

Centro Médico" La Ra1a ",se observó que e 150. 9%corrcspondia a Leucemia Linfoblástica 

Aguda, el 20.3% a Leucemia MielobLística Aguda, encontrándose wmbién que el 16.6% 

de los casos fueron indifered1dos debido a que las técnicas que se empicaron (morfológicas 

y citoqulrnicas) fueron insuficicntcs,por lo que el 12.2%de los casos no se puderonevaluar 

por falta de n'1terial. 

Consideramos que seria conveniente lograr una mayor tipificación e identificación de 

las Leucemias, sobre todo porque se ha encontrado una nueva variedad que es la Lcuccnúa 

Megacarioblástica ( M7 ).que no se reporta frecuentemente y que es más agresiva para el 

paciente. En este trabnjo esta tipificación se realizara Inmunológicamcntc por medio de 

Anticuerpos Monoclonales. 
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MARCO TEORICO. 

LEUCEMIA. 

Son neoplasias de las células hcmatopoyéticas ( trnnstomos primarios de la médula 

ósea ); que se caracterizan por una sustitución difusa de la ~dula ósea por células 

ncoplAsicas que invaden la sangre, donde pueden encontrarse en abundancia, también 

infiltrar el hlgado, bazo, ganglios linfáticos y otros tejidos del cuerpo. ( 1 ). 

BREVE HISTORIA. 

La lústoria de la leucemia desde que fué recomcida como enfermedad distinta, data de 

un poco más de 100 ai'los. Fué descrita por primera vez por el ~ Bennct y el célebre 

patólogo alemán R. Vin:how, quienes en forma indcpendialle publicaron en 1845 los dos 

primeros casos de leucemia Corresponde también el crédito de haber acuftado el término 

• leucemia • a Vuchow, aún cuando sostuvo en un principio el error de considerarlo un 

proceso supurativo • por hallarse enonne acwnulación de células blancas en la sangre 

periférica•. Asl mismo, propuso la primera clasificación de las leucemias, refiriéndose sin 

saberlo, a las formas crónicas de la enfenncdad. tomando en cuen1a que esta enfenncdad 

f\J6 descubierta era muy poco lo que se sabia acerca ele la composición, origen y funciones 

ele la sangre normal, y no exillla lalllpoco ningún ~odo adecuado pam su invcsti~iOn. 

Parece probnble que la primera descripción de un caso de leucemia sea la publicada en 

1827por Vclpeau, unpacicllle de sexo masculino de 63 allos de edad el cual ¡nscntaba una 

promncloda hinchazón abdominal, fiebre, debilidad y slnlomas consecutivos de litiasis 
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urinaria, al fallecer pocos dlas despu~ de su ingreso al hospital y realizarle la autopsia 

demostro la existencia del hlgado y baw eoormes, la sangre era densa, lo que llamó la 

atenclonde los observadores. As!, Banhen 1839 cuando encontn'Juncaso similar examino 

la sangre encontrando que mas de la mitad de esta muestra estaba constituida por •glóbulos 

mucosos • que no podlan diferenciruse de los corpiisculos de pus. 

En 1856 Rudolpb Virchow dividio las leucemias en dos clases: la primera • esplenica 

•o" licnal' lacual se asociaba de una hipertrofia del bazo; la segunda' linfatica" asociada 

con lumefaccion de los ganglios linli\ticos, y con la presencia de corpüsculos incoloros en 

la sangre. Virchow comcnzo con afinnar que estos corpüsculos incoloros estaban siempre 

pICSCntes en la sangre nonnal, que aumentaban despu~ de procesos inflamatorios y que 

conforme aumentaban estos corpüsculos blancas, existla una disminucion en los corpÜSCU· 

los rojos. Un afio mas tarde Friedreich observo que las alteraciones en la sangre no eran 

causadas por una me7.Cla de la misma con pus, sino probablemente por una proliferaclon de 

e.sos corpüsculos blancos que eran constituyen1es nonnales de la sangre; llegando a la 

conclusiOnque las alteraciones primarias de la enfermedad radicaban, mas bien en la misma 

san¡¡re en los • organos linfaticos •. 

Para 1870 Neuwman demostro que la mMulaosea era una localizacion importante para 

la forrnacion de corpilsculos sangulneos, tanto de pacientes sanos como de enfermos. Sus 

estudios partieron de la obsetvación de medulas oseas de aspecto anormal evidente en las 

autopsias de pacientes fallecidos por leucemias • csplenicas •. ObsetvaB:lo que la mMula 

no era roja como en los sujetos normales siro de un color amarillo verdoso sucio parecido 

al pus. Supuso que esos cambios podian ser comunes en pacientes con leucemia ademas de 

que pudieran existir variedades esplenicas, linfiltieas y una lcuccmia mielogena 

El primero en reconocer una leucemia distinla a la variedad croniea habitual M Ebstin, 

quien en 1889recopilo 17 casos parecidos que clasificó como' leueemiasagudas '. Fraenkel 

en 1895 demos tri> que la variedad aguda era mucho mas comim que las variedades cronieas 

de la leucemia, hizo hincapie que en la sangre de estos pacientes estaban aumentados 

exclusivamente los leucocitos mononucleados, que el consideraba como linfocitos, ya que 

ailn no se hablan descubierto las ce lulas mas jovenes de la estirpe granulocltica No es, sin 

embargo basta los estudios de Paul Ehrlich a fines del siglo pasado que pudo clasificar 

diveJSOS tipos mieloides con ayuda de tinclones celulares, y llego a la conclusion de que la 
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leucemia • esplenica •de Vin:how y la• mielógena •de Neuwnmn era la misma debido a 

fa superproducción de cefufas granulosas. 

Tün:k en 1903 agrupb las leucemias linfoides, tanto crónicas como agudas. Al poco 

tiempo de esta aparición la tcoria fue olvidada debido a fa proposición de Stember¡¡ en 1905 

quién separo los casos de• leucemia linflltica •en dos grupos: en el primero se mostxaban 

los datos feucemicos usuales, y ademas habla infütración de pequellos linfocitos en todos 

aquellos órganos que nonnalmente contienen leucocitos; en el segundo que denominO • 

feucosarconm", habla tambiCn lesiones en Ó'8'1ROS en los que nonnalmente no hay linfoci­

tos. 

SehiUing en 1913 publicó una nueva variedad de leucemia aguda en Ja que fa leucemia 

Upica cm el monocito llamada fcucenúa monoeltica pura. La pn:sencia de monocitos y 

miefoblastos fue denonúnada por Naegeli como feucenúa micfomonocltica, trunbien a 

principios del siglo se enconlrlJ un tipo de leucemia con desarrollo neoptasicode precursor 

eritroide la cual llamaron eritrofeucemia, posteriormente Jmn sido descritas otras variantes 

mAs raras como la leucemia de megacariobféstos en 1931. Quedando asl establecidas las 

leucemias crónicas linfoides y granuloc!ticas (micfógcna} y las leucemias linfoides granu­

lociticas (rnielobfasticas) y monocfticas. ( 2 }. 

CLASIRCACION. 

El grupo cooperativo Franco·Britanico-Americano (FAB} propuso apartirde 1976 una 

forma universal de clasificar a la lcucenúa aguda con el fin de uniricarcriterios y detenninar 

patrones de comportanúcn!o evaluables en cualquier fugar, con ayuda de fa tinción de 

Romanovsky y linciones citoqulmicas clasificándolas segiin el tipo celular nonnal al que 

se asemeja la cefufa lcucenúca dividiéndolas en dos gmndes grupos: 1} Lcucenúa lin­

fobfastica. 2) Leucenúa miefobhlstica. (tabla 1 y 2). Yun ten:ergrupo adicional que in<;Juye 

a los padecimientos que se caracterizan porpresenlar transtomos de maduración y difcren· 

ciación miefoide, denominados en conjunto: slndrome disrniefopoyetico. 
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TABLANo.1 

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

Caractertstlcas L1 L2 L3 

tamano pequeno (hasta grande hete grande y ho 
2 veces el lln rogóneo en mogéneo. 
foclto pequen(j tamano. 

cromatina homogónea en heterogénea finamente 
cada caso. punteada y 

homogénea. 

contorno regular Irregular regular 
nuclear lndentaclones lndentaclón oval o 

ocasionales. redondo. 

nucleolo no visible 1 :tmés prominente 
o pequeno. a veces 1 :l:más. 

grande. vesiculoso. 

citoplasma escaso. variable moderadamente 
a veces abundante, 
moderadamen con mllltlples 
te abundan- vacuolas que 
te. superponen In-

efuso al nllcleo 

baso Hiia llgerao variable muy Intensa 
cltoplas- moderada-
mélica. mente 

Intensa. 

vacuolas variables variables a menudo 
cito pi as- prominentes. 
mélicas. 

A. Vlllegas 1982 (4) 
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TABLANo.2 
CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LAS 

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

- MIELOBLA~í/CA SIN MADURAC!ON MI: 

Difcrenciacil>n granulocltica muy escasa, puesta de manifiesto por 3% o mas de positivi­

dad a pcroxidasa y uno o mas nucleolos,o propon:il>n variable conteniendo al menos unos 

gr.\nulos azurofilos,bastoncs de Auer o ambos. 

-MIELOBLA~í!CA CONA!ADL'RAC/ONM2: 

MAs del 50% de las ccolulas medulares son ntleloblastos y prontlelocitos. existen a menudo 

nuclcolos y la extensil>n del citoplasma es variable, conteniendo normalmente mucoos 

gr.\nulos azurofilos. Los cuerpos de Auer casi siempre aislados son frecuentes. 

- PROMIELOCrrICA M3: 

La gran mayoña de las celulas son promiclocltos anormales. La forma del nilclco es 

variable, a veces oculto por el gran numero de granulaciones citoplasmAticas. Es carac­

terlstica la aparicil>n de haces de bastones de Auer. Estos al igual que los gr.\nulos. pueden 

verse aislados por rotura celular. 

- ADELOMONOC/TICA M4: 

Existen a la "ez formas mieloidesy monocitoides. Se distingue de la M2 en la proporción 

de fonnas, por exceder del 20% de las celulas de la sangre pcrilCrica. La mMula puede 

semejar a MS. 
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• MONOC/TICA MS: 

En sangre perifllrica blastocis monocitoides mils o rneoos diferenciada Las celulas 

medulares son monoblastos con escaso numero de mieloblastos mas promielocllos, nunca 

excediendo el 20"/o (a diferencia de la M4 ). 

• ERITROLEUCEMIA M6: 

Componcnle eritroblflslico superior al 50"/o de todas las celulas medulares ooclcarcs, con 

grados variables de atipia, fundrunen!almcn!C con multilobulaciónes. Hay un exceso de 

mleloblastos mfls promielocitos superiores al 40%. 

A V.llegas 1982 (4). 

Despues de este primer lnlento de clasificación por grupo cooperativo FAB, el estudio 

de las leucemias ha permitido conocer un po.:o mfls a fondo las diferentes etapas de 

diferenciación reconociendo ademils antlgeoos de superficie en el leucocito, por lo tanlo, la 

reclasificación actual de esta patologla cuenta con pan\metros moñológicos, citoqulmicos 

e irununológicos, medianle la detección de marcadores de membrana, per.;istiendo la 

clasiftcacion general de leucemias linfoides y aumentando una ooeva variante en la 

mieloide. En 1985. nuevamente el grupo cooperativo FAB incluyó la variedad LMA M7 

(Megacariobl<lslica). con caracterislicas moño lógicas de las ce lulas altamenle polimórficas, 

redondas, con escasa cantidad de citoplasma y cromatina densa, parecida a la leucemia 

linfoblflstica L l y L2 terucndo gn\nulos y ucs nuclcolos, o!ste es redondo con cromatina 

finamente reticulada, el tamallode las ce lulas es heierogenco, siendo las tinciones citoqulmi­

cas sudán negro B y peroxidasas negativas, PAS positivo y alfa naftil acetato cstcrnsa 

variable. 

( 2,3,4,5,6) 

Tiempo despues fue descrita una leucemia mieloidc designada como MO, con una 

mlnima diferenciación, debido al parecido que tiene con la L2 y raramenlC con la Ll, solo 

que estos blastos son grandes y agranulares esta MO no ~ incluida anterionnente por L1 

FAB.(7) 
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CITOQUIMICAS. 

Las lincioncs especiales llamadas citoqulmicas fueron empicadas por el grupo coopera· 

tivo de laFAB para apoyar el diagnóstico asl como la clasificación. Su mecanismo de acción 

se debe a la presencia de la actividad enzim:ltica y constituyentes qulmicos, los cuales van 

a reaccionar segiln el tipo de leucemia que se presente. 

EsL'lS tinciones son: Peroxidasa,Acido pcryódico (PAS). Fosfatasa ilciila, Sudan negro 

B y Estearasas incspccificas. 

• Peroxidasa: Granulocitos, mieloblastos agranulares hasta un 30"/o positivos; neu­

!rófilos 100% positivos. Los monocltos con posilividad en gránulos dispersos. Positiva en 

leucemias mieloides. 

• PAS: Linfocitos B positivos y en menor grado los linfocitos T. Positiva en leucemias 

linfoides, y puede ser muy finamenle posi1ivo en leucemias ntieloides. 

• Fosfatasa ácida: PlaqueL1s y linfocitos T altamente positivos, positividad menor o 

ausente en linfocitos B. Positiva en leucemias linfoides. 

·Sudán negro B: Los eritrocitos y monocitos son positivos, mientras que los linfoblastos 

son negativos. Positiva en algunas leucemias micloides. 

• Esterasa: Plaquetas y monocitos allamente positivos, gmnulocitos y linfocitos nega­

tivos. Positiva en algunas leucemias mieloidcs. (Tabla 3 ). 
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TABLANo.3 

CLASIFICACION CITOQUIMICA. 

FAB PEROXIDASA PAS FOSF.AC. SUD.NEGRO ESTERASAS 

L1 + 

L2 + +++ 

L3 +• 

MO +• +• 

M1 + +/- + -1+ 

M2 + +/- + -1+ 

M3 + + +/-

M4 + + + + + 

M5 -{+') + + -(+') + 

M6 + + +• + 

M7 + +• 

•débilmente. 

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

Uno de los adelantos recientes más importantes en la Jrununologia ha sido la obtención 

de métodos para producir" in viLro" grandes cantidades de anticuerpos homogéneos contra 

una sóla especificidad anti génica llamado anticuerpo monoclonal, Estos surgieron acciden­

t:tlmcntc en el laboratorio de Césnr Milstein en Cambridge, Inglaterra mientras re:tlizaba 

estudios sobre la genética de las inmunoglobulinas, utilizando técrucas de fusión y clonaje 

celular. 

El origen de estos anticuerpos monoclonales es el hibridoma. la descendencia de la 

fusión entre células linfoides 8 nonn:tl secretora de anticuerpos y una célula de mieloma 

de origen arumal o humana. Según el método original, se inmunii.a un ratón en varias 

ocasiones con el antlgeno deseado y se extirpa el bazo que contiene las células B prolifer­

antes. Las células 8, normalmente mueren en cultivo, pero pueden ser inmortali1.adas 

mediante fusión con células de núcloma no secretora e'lXl!Úendosc a un agente que estimula 

la fusión celular como el polictilenglicol. 

Después de la fusión producida apnrcccn cierto número de clonas de htbrido capaces 

de producir varios anticuerpos monoclonales para cu:tlquiera de las especificaciones an­

tigénicas que se descubren en el inmunógeno. Luego se seleccionan clonas de lúbridos con 

medio de HAT ( hipoxanti1c1 anúnopterin tinúdina), las cclulas de mielonc1 no fusionadas 

son destruidas por carecer de la e1uima HGPRT ( Hipoxantina guanina fosforribosil 

transferasa) necesaria para la utili7,1ción de purinas exógenas, y las células 8 de los ratones 

mueren de fomia espontánea. Los lubridos logrados apartir de las células del mieloma 

(hibridomas) sobreviven a la selección por HAT debido a que las células B aportan enzima 

HGPRT. Por último los clones selecciorc1dos pueden guanlarsc en refrigeración, cultivados 

o inyectados en la ca\'idad pcritoneal de ratones para pcnnitir el cultivo de células 

plasm.iticas con producción de dicho anticuerpo monoclmml. ( Fig. 1 ) ( 9 ). 
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PRODUCCION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES 
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FIGURA No.1 

GRIGNASHI 1991 (10) 
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METODOS DE DETERMINACION. 

INMUNOFLUORESCENCIA. 

La irununofluorescencia descubicna por Coons en 1941 consiste en revelar sitios 

antigénicos presente sobre una estructura celular o tisular mediante la aplicaeión sobre las 

moléculas de los tejidos de un antisucro espcclfico que previamente se vuelve fluorescente 

por la fijación de un fluorocromo. 

Los fluorocromos más empleados son el isotiocionato de fluorcsccfna, que da una 

fluorescencia verde y el isotiocianato de rbodamina que da una coloración naranja. ( 1 O ). 

METODOS PARA LA APUCACION DE 
ANTICUERPOS MONOCLONALES CON 
INMUNOFLUORESCENCIA. 

Se han diseilado técnicas en donde se aplica la mctodologla del anticuelJlO monoclonal 

y fluorescencia: 

l.- Jnm11nof/J¡orucenéüz direaa: Se utiliit en anticuerpo marcado con el fluoro-

cromo incubando din:clamente con el sustrato donde se vaya a identificar el anti geno (corte 

de tejido o células) en condiciones adecuadas. Los anticuerpos que no se wien son lavados 

y los especlficamcnte unidos se ven al microscopio de fluorescencia. 

2.- Inmunofluorescenda Indirecta: El primer antisuero se utiliza sin marcar, siendo 

necesario hacer una segunda incubación con un segundo antisuero marcado con el fluoro­

cromo frente al primero. 
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3.- 'J&nlca en " sandwich ": Esla técnica se emplea para identificar la presencia de 

un anticuerpo en tejidos. El antlgeno se incuba con el tejido y su fijación se revela con un 

mtisucro marcado especilicamenle de este antlgeno. 

4.- 'l&nlca del complemento: La reacción del anticuerpo especifico con el tejido 

provoca la fijación del complemento, que se alladió antcriomentc a la preparacióll El 

complemento se revela con una antisuero marcado dirigido contra un factor del comple­

mento (tomado d:l S. ScU ). fig 2. ( 11 ). 
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METODOS PARA LA APLICACION DE 
ANTICUERPOS MONOCLONALES CON INMUNO 
FWORESCENCIA 

1.·DIRECTO 

2.· INDIRECTO 

3.·SANDWICH 

4.· COMPLEMENTO 

e+~ 

FIGUAA2 

FRANOOIS 1969(12) 
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CLASIFICACION INMUNOLOGICA. 

Uno de los adelantos más impor1antes de la última década es la clasificación inmu­

nológica de las leucemias. 

Laaplicaciónde nnticuel)lOS monoclonales (marcadoresdemembrana) ha hecho posible 

la identificación de las subpoblacioncs linfoides de: linfocitos T y linfocitos B que se 

traducen en estadios de maduració1t 

Estos estudios inmunológicos aplicados a las células lcucémicas han pennitido la 

clasificación inmunológica y se aceptan tres grandes grupos: LLA B. LLA T y LLA no T 

no B, y dentro de este último grupo, la aplicación del suero antilinfocltico de G~cs 

(antigeno calla) ha p<:nnitido separar en dos subgrupos uno positivo y el otro negativo al 

antisucro, el primero com:sponde a la LLA "Común" y el scgurdo a la LLA "Nula". 

CARACTERISTICAS DE LOS GRUPOS. 

LLA B: En este grupo se obsel\·a un número escaso de leucemias ( 2% ), presenta 

inmunoglobuliros de superficie y antigeno la. Morfológicamcntc son compauoles con la 

leucemia "Tipo Burkit" (L3). 

Un pequeño grupo presenta imnunoglobulinas citoplasm.íticas (lgM)y antlgeno común 

( calla ) clasificandola como pre B. Estas leucemias son de mal pronóstico. 

LLA T: Se observa aproximadamente en el 20% de los pacientes, presentan enzima 

terminal dcoxinuclcotidil trnnsferasa ( ldt ), los linfoblastos presentan receptores de mem­

brana para eritrocitos de camero y antlgcno timoc!tico humano ( HTA ), son calla negativos 

y carecen de antlgeno la. Estas leucenúas son de mal pronóstico. 

Existe un pcquellO grupo dentro de la LLA T. con antlgeno común y ausencia de 

receptores para eritrocitos de carnero y estas son de mejor pron6$1ico. 

LLA no T no B dividida en dos subgrupos: 
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- LLA "Comím": Es la forma más frecuente en niftos, abarcando el 70% de los casos 

de 3 a 5 :u1os de edad. Las células bl¡isticas son no T 110 B, poseen antígeno Ia. tdt y 

reaccionan positivamente con el antisucro de Graves. Un 30% de ellas presentan IgM 

intmciloplasrn:'uicas, por lo que se les denomina célulns pre B. cst.:1s son de mejor pronóstico. 

- LLA "Nula" o indifcrcncirida o inclasificable: Corresponde a un reducido número, que 

carecen de antígeno común (calla ncgaúvos). clinic:1mcntc indistinguibles de la LLA 

común. Pueden presentar antígeno fa o tdl, este gmpo se presenta generalmente en adultos, 

con pronóstico intcnncdio cnlre las fonnas comunes no T no By la LLA T. 

El estudio de los marcadores inmunológicos y su correlación con la FAB ha sido 

reportada por A.Vil legas, que existe un.1 m.1yor correlación cnrrc: 

- L 1 y el anti geno calla. 

- L3 y la expresión para nL1n:adorcs B. 

No obstante de lo antes mcrx:ionndo cabe scílalar que oo existe una exacta correlación 

enlrc la clasificación cilomoñológica y la inmunológica, ya que L1nlo la L 1 como la L2 

pueden corresponder a la LLA T, a la LLA no T no B, o a la forma "nula". (tabla 4) (2,4, 

13, 14), 
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TABLANo.4 

CLASIFICACION INMUNOLOGICA. 

NULA' PREB e T M7 MIELOIDE VAL.REF. 

TDT + ./+ ./+ 12±5 

CD10 + ./+ +/- <1 

CD19 + + . ./+ 10:1:5 

CD22 + ./+ 10:t5 

CD34 ++ + +/- <1 

CD11 + 3;t 2 

CD41 + 30:t 10 

CD3 + ./+ 70:t 10 

•no T no e ( e1ll1 -1 
Calla ( CD10 ). 
VAL. REF. • Valorea de Referencia 

Corl. Pocheclly, 1990 (15) 
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GENERALIDADES SOBRE LAS 
LEUCEMIAS. 

INCIDENCIA. 

La leucemia liruoblástica aguda predomina en la etapa infantil y juvenil representando 

un 80-85%, y la leucenúa no linfoblástica aguda (LNLA) ó mielobh\stica (LMA) está 

integrada por menos de un 20% aproximadamente, presentándose con mayor f n:cuencia en 

nillos la leucemia de tipo LLA LI. 

La incidencia de leucemia es ligeramente mayor en varones que en mujeres, cncontran· 

dose entre los 3 y S años de edad ( 40% ), en los neonatos es extremadamente rara, 

observandose sólo escasas de tipo mieloblástica. 

La mayor incidencia es en paises de mayor nivel social afectando con mayor frecuencia 

a la ra7JI blanca que a la negra. ( 4 ). 

EllOLOGIA. 

La etiología es desconocida pero se han señalado varios factores que son: 

- Radiaciones ionizantes. 

• Sustancias quinúcas incluyendo fánnacos ( benceno, agentes alquilantcs, sulfanúdas, 

clomnúcnicol, fenilbutazona, hcxaclorociclohcxano ). 

• Virus oncogénicos: encontrándose en pacientes leucénúcos partículas víricas caracteri­

zadas como RNA virus ( oncomavirus ). El virus de la mononucleosis infecciosa se relaciona 

directamente con un síndrome linfoproliferativo. 
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- Alteraciorcs cro100sómicas: Slndrome de Down ( trisomla en par 21). 

Slndrome de Bloom. 

Anemia de Fanconi. 

Ataxia-telangectacia. 

Defectos inmunológicos congénitos generalmente asociados a rupturas cromosómieas 

y translocaciones. 

- Predisposicion genética: La incidencia es 12 veces mayor en gemelos univitelinos que 

en bivilelinos apareciendo la leucemia durante los cuatro primeros ailos de vida. 

- Factores ambientales: Observándose con mayor frecuencia en varios miembros de la 

familia lo que parece scilalar un factor ambiental y no genético detenninantede la leucemia. 

CUADRO CUNICO. 

La leucemia puede rnanifestarne bien de forma incidiosa, siendo un descubrimiento 

casual en un estudio de S3I1gre periférica caracterizado por una proliferación de células 

anonnales a nivel de médula ósea, estas células anonnales pasan después a sangre periférica, 

se infiltran y se multiplican en el bazo, ganglios linfáticos, lúgado y otros tejidos pro· 

duciendo el engrandecimiento de estos órganos. 

SIGNOS Y SINTOMAS. 

Se refiere: astenia, anorexia, sudoración, pérdida de peso al inicio de la enfennedad. 

debido a la actividad rcoplásica Anemia producida por la incapacidad de la médula ósea 

para producir prccurwres critroides. Fiebres ocasionadas por procesos infecciosos de vías 

aéreas, urinarias o del tubo digestivo.debido a las condiciones de inmunosupresión. 

Fenómenos hemornlgicos debido a la trombocitopenia,como son: pr.tequias, equimosis, 

epistaxis, hemorragia digestiva, cerebral (rara). También se observa Invasión cxtramedu-



-22-

lar,dolores óseos, meningismo, t.:patocsplenomegalia, adcnomegalia; Invasión a SNC por 

slndrome meníngeo ( vómito, cefaleas, papiledema, signos neurológicos de irritación 

mcnfngea y convulsiores ). 
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LEUCEMIA MEGACARIOBLASTICA (M7). 

Esta leucemia representa la proliferación de una o más clonas de células hematopoyéti­

cas precursoras de la serie megacariocltica / trombocitica. 

El primer caso de leocemia megacarioblástica fué descrita en 1931 por \bn Boros y 

Korenyi. Se consideraba que la leucemia megacarioblástica ( M7 ) era muy rara debido a 

la falta de crite1ios moño lógicos. Hacia finales de la década de los 70's se encontro que 1a· 

mayoria de los casos diagnosticados de mielofibrosis aguda o de mielocsclerosis maligna 

corrcspondlan a leucemias megacarioblásticas, se encontrnron entoi>::es dos métodos para 

definirlas con certeza como son: la pcroxidasa plaquetaria identificable por microscopía 

eleclIÓnica y la inmunocitoqulmica empicando anticucl]lOs monoclonales que identifican 

estructuras especificas en la membrana de precursores de serie plaquetaria (megacariocltica) 

( 16, 17). 

Se presenta una incidencia del 8-10% en adultos y 3"'1ó en niños ~proximadamcnte de 

tocL1s las leucemias agudas, y un 21% en leucentias no linfoblásticas agudas. ( 18, 19 ). 

En 1985 el gmpo cooperativo de la FAB publicó criterios para establecer el diagnóstico 

de la LMA M7. en esta publicación des~1can tres puntos: 

1.-La moñologia por sí sola es insuficiente para establccercl diagnóstico confundiéooose 

con MO, Ll, L2 y MI. 

2.- Se incluyen métodos de microscopiaeleclIÓnica o de inmunocitoqulmica para estable­

cer el diagnóstico definitivo de esta entidad. 

3.- En virtud de la dificultad que en ocasiones existe para el aspirado de médula ósea se 

puede reali1mel diagnóstico en sangre periférica. ( 20, 21 ). 

La leucemia megacarioblástica presenta \'ariantes que son: 

Al Leucemias agudas megacariobhlsticas primarias (de novo) con o sin miclofibrosis. 
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B) Leucemias agudas megacariobh\sticas secundarias n un slndrome dismielopoyctico o 

mieloprolifemtivo. 

C) Proliferaciones megacarioblasticas linútadas como mielopoyesis transitoria anormal 

del reci~n nacido con slndrome de Down. 

Las dos primeras formas son las m.1s frecuentes, en algunas series las leucemias 

megacarioblasticas secundarias son n1lls frecuentes que las primarias ( las leucemias 

mcgacarioblasticas agudas con mielofibrosis son mas frecuenles que aquellas sin mielofi· 

brosis. ( 22 ). 
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FENOTIPO INMUNOLOGICO. 

Proboblemente los anticuerpos monoclonales CD61 (GP Illa) y el CD 41 (complejo 

glucoprotelco llb/llla) sean los mas utilcs para identificar los mcgacarioblastos. Desde el 

punto de vista oocogcnico parece que la glucoproteína lila es la primera en aparecer, seguida 

de la glucoprotelna llb/llla, mas tanle se detecta el complejo glucoproteico IX/lb y 

posteriormente antigenos asociados al factor VIII (factor VIII: factor Van Willebrard). 

Ademas los megacarioblastos puedenexpresarantlgcnos de ce lulas precursoras de serie 

mieloide (CD 13 y CD 33) pero no antigenos de diferenciación granulocltica (CD 15) o 

monocltico (CD 14), ocasionalmente coexpresan antlgcnos de serie linfoide (CD 10 calla) 

y de serie eritroide (receptor de tmnsfcrrina de hierro, zinc, glicoforina). La expresión de 

antlgenos inmaduros de precursores hematopoycticos (CD 9, CD 34 y HLA-DR) es 

f1CCUente en megacarioblastos no es infrecuente que en las leucemias megacariobhlstcas 

haya otro componente maligno mieloproliferativo como por ejemplo una población 

eritroide o mieloide que se mei.cla con el componente megacariobhlstico. 

Se ha descrito tambicn la existencia de leucemias verdaderamente lúbridas (linfobhlsti· 

cas/mielobhlsticas) con un componente megacariobhlstico ( 22, 23, 24 ). 

CITOQUIMICAS. 

La peroxidasa y Sudan negro B son habitualmente negativos, In esterasa de acetato 

alfa-n:ú\il y la este rasa de acetato naftil AS-D pueden ser positivos y eso causar confusion 

con proliferación de serie monocltica. La fosfatasa i\cida y PAS son habitualmente positivas 

enmegacarioblastos ( 21 ). 
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ANORMALIDADES GENETICAS. 

Denlm de las leucemias que ocurren en pacientes con trisomla 21 (slndrome de Down), 

probablemente la mas frecuente sea la M7 e inversamente en algunas series, hasta el 29% 

de los ni!los con M7 tienen slndrome de Down. ( 25 ). 

CUADRO CLINICO. 

Salvo la hemorragia grave dependiente de trombocitopcnia como de trombocilopatla 

adquirida por megacariopoycsis defectuosa, el ctuidro cllnico de los pacientes con leucemia 

megacariobl!tstica no difiere de otras leucemias agudas mieloidcs, la hcpatoesplenomegalia 

son relativamente frecuentes en lanto que las adcnopatlas son frecuentes en ni!los, en la 

mayoría de los pacientes se dctcc~' anemia, la cifra de leucocitos puede ser variable desde 

bajo hasta altos, a diferencia de lo obser\'ado en otras leucemias, puede cursar con cifras 

plaquetarias nonnales e incluso lmmbocitosis. La hemorragia es grave ya que las plaquetas 

suficientes en niimero, son defectuosas en sus funciones. ( 26. 27, 28, 29 ). 

PRONOSTICO. 

El pronóstico de los pacientes con M7 es malo. tal vez peor que el de otras leucemias 

mieloides. En un anillisis de \'alor pronbstico de marcadores irununologicos en pacientes 

con leucemia mielobl!tstica, se ha encontrado recientemente que la expresión de los 

antlgenos de serie megacarioblastica CD~ 1, CD42 constituyen un factor pronbstico adverso 

(30). 
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TRATAMIENTO. 

El objetivo del tJntamiento es erradicar las células leucémicas que infiltran la médula 

ósea para rtStaurar la hematopoyesis oonnal. Consta de cuatro clapas: inducción a la 

remisión, intcmificacióno consolidación, profilaxis de infiltración a SNCy manlcnimicnio. 

El lnllalllieno se aplica de acuerdo a los grupos de riesgo, que se han separado: exislcn 

paciemcs de riesgo habitual y olros de riesgo allo, en ocasiones también se incluye un grupo 

de riesgo intenncdio. 

Son factores asociados al alto riesgo: La edad (menores de dos rulos o mayores de dos 

aftos). el sexo masculioo, la lcucocitosis inicial (más de SO, 000 leucocitos), la infillnleión 

a órganos como la hepato o esplcoomegalia que rebasa la cicatriz umbilical, la presencia de 

tumoración mediastinal. el inmuoofenotipo. 

TRATAMIENTO PARA LA LEUCEMIA 
LINFOBLASTICA AGUDA. 

Inducción de la remisión, durante un mes. 

Prcdnisona: 40 mglm2 idla, vla oral durnnte 28 dlas. 

Vincrisúna: U mg/ m2 /semana. vla intravenosa durante 4 semanas, 

Daunomicinn: 2~ mg/m2 /semana, vía intravenosa durane 4 semanas. 

Profüa.xis del SNC ( cmpc1.10do a las cuatro semanas, si se logra la remisión). 

lnadiación craneal con 60 Co: dumnle dos semanas y media: 

2400 rad pnm runos de más de dos ai\os de cdnd. 

2000 rad para ninos de uno u dos anos de edad. 

1500 rad para nillos de menos de un rulo de edad. 
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Metolrcxmo intmtccal: 

12 mg/ m 2 Idos \'CCCS a Ja semana por dos semanas y media, durante la irradiación craneal. 

Una sóla dosis. limitada a 15 mg. 

Tratamiento de continuación, durante treinUI meses: 

6-mcrcaptopurina: 5 mg/m2 /día por vía oral. 

Mctotrcxato: 20 mg/ 111
2 /semana, vla intravenosa. 

TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA NO 
LINFOBLASTICA. 

En estas leucemias también se aplica el tratamiento en c1c1tro fases, al igual que en las 

linfoblásticas, pero en estas leucemias se emplea arabinósido de citosina y esquemas de 

poliquimioterapia cuya base son las antraciclinas, el apoyo de Jos bancos de sangre p.1m dar 

una terapia sustitutiva, el tratamiento de las complicaciones infecciosas con antibióticos de 

amplio espcelro, el dcscubrimieruo de nuevas drogas citotóxicas y el transplante de médula 

ósea.( 31 ). 

TRATAMIENTO DE LA LMA M7. 

Como se mencionó anteriom1ente el pronóslico de los pacientes con M7 es malo, tal 

vez peor que el de otras leucemias mieloidcs. El curso de la enfennedad sin tratamiento es 

más agresivo y fatal a cono plazo, el mejor lratamiento existente en la actualidad es el 

transplante de médula ósea. 

En relación a Ja quimioterapia. debido a que la identificación de esta leucemia es 

rclativamcnrc reciente. se ha dctcnnin.1do que no existe en el momento actual estudios 

prospectivos controlados pam ernluar de fomm adcc1c1cL1 la cfcclivicL1d de di\'ersos esque­

mas antllcuccmicos. 

Recientemente fué publicado por el gmpo de Puebla un estudio prospéctivo de 14 

paciemes con leucemia M7 de " novo" traiados con dos tipos de esquemas. siete enfennos 

con dósis bajas ( ltl mg/m subcu1áneas de arabonósido de citosina) cad1 12 horas durante 
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21 dlas, y 7 enfennos con quimioterapia combinada más agiesiva (antraciclina. vincristlna, · 

arabin6sido de citosina. tioguanina). Se encontró que la supervivencia fué superior a los 18 

meses para el grupo tJatado con el esquema más agresivo (42% fR:nte a 14%), las 

difeR:ncias observadas no fueron significativas. Los esquemas inductores de hipoplasia 

medular grave (arabin6sido de citosina en infusión contlrua durante 7 dias con alguna 

antracicllna durnnle 3 dias, esquemas 713) pan:ce ser por ahora uno de los mejores 

tratamieolos para le leucemia M7. (32, 33). 
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PLANTEAMIENTO DEL 
PROBLEMA: 

En un estudio reali7.ado durante el periodo de enero a diciembre de 1991, de 108 estudios 

citoqulmioos en médula ósea y/o sangre periférica de pacientes lcucémicos se, cncontnl 

que: 55/108 (50.9%) fueron catalogados como leucemia linfoblástica aguda; 221108 

(20.3%) como leucemia micloblástica aguda; 18/108 (16.6%) de estirpe indiferenciada y 

13/108 (12.0%) se excluyó por no scrvalorablc. 

Con los estudios citoqulmicos no fué posible la identificación de la lcuccmia mcga­

carioblástica, lo que limita la investigación y el tratamiCDIO al paciente. 

El empleo de nuevas tccoologlas como son los 81Qcucrpos monoclonales nos pcrmi1Cn 

hacer mejores diferenciaciones. Por ello, se ¡ntendc tipificar completameme a loa pacien­

tes leutémicos que se presenten al Servicio de HCl!llltologta Pcdilltrlca del Ccmro Médico 

ºLa Raza" por ambos métodos (citoqulmioos y anlÍl:uCl)l0$ monoclonales) y as1 propor­

cionar una identificación completa del padccimicnlo, con beneficio al paciente, pues el 

tratamlemo sera especifico; además de oblCllCr al mismo tiempo la incidencia de los 

difcremcs tipos de leucemias en la poblaci6n pedlátrica en esllldio. 
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OBJETIVOS: 

• Conocer la incidencia de leucemia megacarioblástica en el Servicio de Hematologla 

Pediátrica del Hospital General Centro Médico • La Raza •. 

• Conelacionar la clasificación obtenida por pruebas citoqulmicas y detección de 

leucemias con anticuerpos monoclonales. 
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HIPOTESIS: 

Si dentro de la clasificación de leucemias por técnicas morfológicas y citoqulmicas no 

está contemplada la leucemia megacarioblástica, mientras que con anticueipos monoclon· 

ales es posible identificarla, entonces encontraremos que hay alguoos pacientes que fueron 

clasificados enoncamcnte con un tipo de leucemia diferente a la mcgacarioblástica. Esta 

nueva tecoologla utili7.alldo anticuerpos moooclonales modificarla 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 Biológico: 

Sangre periférica y/o médula ósea anticoagulada aproximadamente 5 mi. Médula ósea 

( frotis) 

Material de vidrio: 
Cajas de petri • Pyrex •. 

Cámara de Neubauer • American Optical •. 

Capilan:s sin lleparina • Propper •. 

Cubre hematimetros • NBS •. 

Cubreobjetos de 22 x 22 mm. • Madesa ". 

Embudos de vidrio talle corto • Pyrex •. 

Matraces volumc!tricos de: S0, 100, 500, 1000 mi "Pyrex'. 

Matraces Erlcruneyer de: 25, SO, 125 y 250 mi • Pyrex •. 

Pipetas graduadas de: 1, 2, S y 10 mi ' IVA ". 

Pipetas Pasteur. 

Pipetas de Sahli • PropperTrophy ". 

Pipetas de Tiloma para glóbulos blancos • Propper Trophy" 

Pipetas de Tiloma para glóbulos rojos • Propper Trophy •. 

Portaobjetos de 26 x 76 mm• Madcsa •. 

Probetas de: 10, SO, 100 y SOO mi • Pyrex •. 

Tubos de ensaye 13 x 100 y 12 x 75 mm• Pyrex •. 

Vasos de Coplin. 

Vasos de precipitado: 50, 100, 250 y 500 mi • Pyre.• •. 
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Material Diverso: 

Aceite de inmersión • Sigma Zciss ". 

Algodón y gasas. 

Aplicadores de madera. 

Barra magnética. 

Espátula. 

Gradillas. 

Jeringas de plástico de: 5, 10 y 20 mi • leriplas •. 

Mechero Fisher. 

Papel fillro. 

Papel Parnfilm • American Company •. 

Pipe1asau1omáticasde: 5, 10,20, 25, SO, IOOy SOOml. 

Rejilla de alambre. 

Tripié. 

Contador ( piano ) • Clay Adams •. 

Equipo: 

Balanza analltica • Mclllcr •. 



Balan1JI granataria • Mettler •. 

Cenlrlfuga ' Sol Bat '. 

Congelador a· 20 ,e• Reveo Rbeem •. 
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Refrigerador a 4, C' General Elcctric '. Mod. G 9S B. 

Microscopio de luz visible • Carl Zeiss'. Mod. Wcst Gennany. 

Lámpara de epilluoiesccrx:ia • Car! Zeiss •. Mod. West Gennany. 

Espectrofotómetro ' Leitz '. Mod. M 

Agitador mecánico de pipetas• 1 JS •. Serie F. 

Potenciómetro 'Bcckman •. Mod. 3500. 

Mic:rocentrifuga' Sol Bat '. Mod. H-07. 
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Reactivos: 

Sólidos 

Fenicianuro de potasio. R.A Men:k. 

Cianuro de potasio. R.A Allied Chemlcal. 

Bicalbonato de sodio. R.A Mcn:k. 

Oxalato de amonio. R.A Sigma. 

Benzidina diclothidrato. Q.P Sigma. 

Sulfato de zinc hcplahldratado. R.A Omnichem. 

Fenol ( cristales ). R.A Backcr. 

Fosfato de sodio dibásico dodecahidratado. R.A Backcr. 

Fosfato de sodio dibásico anhidro. R.A Bai:ker. 

Acido Pecyódico. Q.P Sigma. 

Metabisulfito de sodio. R.A Backer. 

Caibón activado. R.A Sigma. 

Nitrito de sodio. R.A Men:k. 

Acetato de sodio trihicbalado. R.A Monteney. 

Naflol AS·BI fosfato. Q.P Sigma. 

Alfa Naflil Acetato. Q.P Sigma. 

Cloruro de sodio. R.A Men:k . 
. . "! 

Fosfato de potasio chbAsico. R.A Backer. 

Cloruro de potasio. R.A Metdt. 
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Hidróxido de sodio. R.A Men:k. 

Llquldos: 

Acillo acético glacial. R.A Mcn:k. 

Fonnaldehido. R.A Mcrck 

Etanol absoluto. R.A Omnichem. 

Peróxido de hidrógeno. R.A Técnica Qulmica. 

Acido clorlúdrico. R.A Backer. 

Acetona. R.A Técnica Quirnica. 

N,N Dimetil formamida. R.A Merck. 

Ficoll-Hypaque. Q.P PharnlllCÍa Fine Cbcmicals. 

Agua destilada. 

Glicerol. R.A Backer. 

Anticuerpos Monoclonales" Behrlng ": 
IA!t, CDJ, CD 10, Leucemias de tipo T (L2). 

CDIO, CDl9, CD22. LeucerniatipoB (LJ)y tipoprcB (LI). 

CD34 Células stem pluripotcnclales tanto rnieloides como llnfoidcs. 

CD 11 Leucemias rnieloides. 

CD41 Lcuccmi!ls mcg¡icarioblAsticas. 
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Colorantes: 

Safranina •O •. Q.P Merck 

Sudán negro B. Q.P Sigma 

Fuchsina básica. Q.P Sigma. 

Clorhldrato de p-rosanlllna. Q.P Sigma. 

Verde de melilo. Q.P Sigma. 

Leishman. Q.P Sigma. 

Giemsa. Q.P Sigma. 

Hematoxilina de Harrls. Q.P Sigma. 

Hematoxilina de Mayer. Q.P Sigma. 

Azul nlpido. Q.P Sigma. 



TECNICAS CITOOUIMICA 

SUOANNEGAOB 

ESTERABA 
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DIAGRAMA DE FLUJO 
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METO DOS: 

TINCION DE LEISHMAN-GIEMSA. 

FUNDAMENTO: 
Está formado por la combinación de wt colorante ácido y wt básico que permite su uso 

en una tinción simple para producir una variedad de reacciones de color pccdcciblcs. los 

colorantes ácidos se IJllCil con los compoDCllles básicos de las células (citoplasma). Inver­

samente los colorantes básicos son atmfdos por los compuestos ácidos de las células y se 
combinan con ellos (ácidos nucleicos y 111eleopmtdnas del míclco). 

PROCEDIMIENTO: 

1. Tunir duran!c 6 min aproximadamente con colorante de Lcishman. 

2. Eajuagar 2 veces con agua destilada. 

3. TuilirconGicmsaJ minapmximadamente. 

4. Enjuagar con agua clestilada 

• Los tiempos dependen de la madU111Ción del colorante. 
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TINCION DE PEROXIDASA; 

FUNDAMENTO: 

Las pcroxi<IMas que conliCllCll hieno son localizadas en los gnlnulos primarios 

(azurófilos) de los miembros de serie micloidc. Su pn:sencia puede ser demostrada por 

medio de sustancias cromogénicas ( SHl ) y füCh. El peróxido oxida rápidamente las 

sustancias indlcadoras de pcroxidasas Incolora; ( 1 ) a productos coloreados de acuerdo a 

la siguiente reacción: 

Sfü + HlO:! --- 1+2H:i0 

PROCEDIMIENTO: 

l. Fijar los frotis de sangre periférica o mc!dula ósea con la met.ela de etanol-fonnol 

durante 60 seg. 

2. Lavar las laminillas con agua destilada por 30 seg. 

3. Swnergirlas laminillas en la solucióndetinciónpor30 seg. y lavar con agua corriente. 

4. Con1ratcftir con safmnina por 60 seg, lavar con agua corriente, dejar sec:ar. 

5. Obseivar al núcroscopio con objetivo de lnmcrsióll 

INTERPRETACION: 

Las células peroxidasa positivas contienen gr.lrulos negros. 
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TINCION DE ACIDO PERYODICO DE 
SCHIFF (PAS). 

FUNDAMENTO: 

El glucógeno de las c~lulas hemáticas es el polisacárido más importante, reacciona 

positivamente al reactivo de Schiff. Otros polisacáridos dan rcaccl6n positiva como el 

n!midón, celulosa y glucoprotelnas. La fase inicial de la tinción de PAS es la oxidación de 

los polisacáridos. El ácido escinde los grupos lúdroxilos próximos y forma dialdehldos, 

posteriormenle los aldelúdos reaccionan con la leucofuccina ( n:activo de Sbiff ), y fonnan 

compuestos quinoooldicos coloreados. El glucógeno es la única substancia PAS positiva 

que es diastDsa (amilasa) liCDSll>le. 

PROCEDIMIENTO. 

l. Fijar los frotis con vapores de formol dwante S mill 

2. Lavar con agua coniente durante 15 min,lavarconagua destilada una vez y dejar secar. 

3. Tratar con écido pcryódlco por 10 mirL 

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

peñectarnente. 

5. Incubar en reactivo de Schiff por 45 minal abrigo de la luz. El tiempo depende de la 

:;pru:!ci6n de un color rosado sobre las laminlllas. Se debe tener cuidado de que el Radivo 

sea siempre incoloro, si apam:e el lomo rosado desecharlo. Debe cuidarse que el reactivo 

no tenga contacto con el agua. 

6. Lavar con metabisullito de sodio al 0.5% tres veces cada lavado por 3 miwtos. 



7. Lavar con agua destilada tres veces por 3 minutos, dejar s=r. 

8. ContratcJ!lr con Hematoxilina de Harris de 8· IO min. 9.1..avar rapidamcnte con agua. 

INTERPRETACION: 

El malerial que contiene caibohidratos se tiftc de rosa mexicano. 



-44-

TINCION DE FOSFATASA ACIDA. 

FUNDAMENTO: 

La fosfatasa ácida está pn:senle en las células mieloidcs, linfocitos, células plasmAticas, 

monocitos y plaquetas. 

Las fosfatasas poseen la carncteristica de h'bernr fosfatos de muchos fosfomoooéstercs 

alcohólicos o fcmlicos a un pH fuera de la neutralidad. Su demostración depende de la 

pn:sencia de un proclpltado coloreado en los sitios de hidrólisis del subsllll!O. 

PROCEDIMIENTO: 

1. Fijar los frotis de mblula ósea o ~ pcrifbica con acetona fonnalina duranle 30 

seg. 

2. Lavar los frolis con agua destilada 3 veces. 

3. Pasar los frotis a la mezcla de Incubación durante 60 min a 37 C. 

4. Lavar dos veces con agua destilada. 

S. Conlraleftirconverdcdemctiloal l%cnamortiguador de acetatos O.! NplB.Odurllntc 

dos minutos. 

6. Lavar rapidamcnte con agua corriente y dejar seau: 

INTERPRETACION: 
La tinción difusa del ciloplasma o gránulos de color rojo Indican reacción positiva 
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TINCION DE SUDAN NEGRO B. 

FUNDAMENTO: 

El Sudán Negro B tille una variedad de llpidos, iocluyendo grasas neutras, fosfollpidos 

y esteroles. La presencia de los llpidos se demuestra por la capacidad del colorante de 

abandonar su solvente y concentrarse prcferencialmente en el llpido intracelular. 

PROCEDIMIENTO: 

l. Fijar la extensión de médula ósea con vapores de formol durante IS min. 

2. Sumergir en solución de tmbajo por 45 mi1t 

3. Lavar con etanol absoluto. 

4. Lavar con agua corriente y dejar !;CCM. 

S. Contrateilir con Giemsa de 3 a 6 mi1t 

INTERPRETACION: 

Los gnlnulos citoplasmáticos negros o coloración negra difusa del citoplasma indican 

reacción positiva. 
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TINCION DE ESTERASA NO ESPECIFICA. 

FUNDAMENTO: 

Las estcrasas son un grupo de enzimas lisosomalcs que hidrolizan ésteres alifáticos y 

aromáticos. La esterasa no especllica se puede dcmosttar usando alfa·oaftil-acetato como 

sustrato y p-rosanilina como agente copulante aw para fonnar un colorante diazo café-ro­

jizo. 

PROCEDIMIENTO: 

l. Fijar con vapores de fonnol de 4 a 5 mi1t 

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

3. Los frotis de médula ósea serán desengrasados con éter por inmersión durante 60 seg. 

4. Mezclar2 gotas ( 0.1 mi) de solución de nitrito de sodio al 4%y 2 gotas de p-rosanilina 

al 4%, dejar reposar por lo menos 60 seg. diluir la mezcla con 5 mi de solución amor­

tiguadora de fosfatos 0.2 M de pH 7.0 - 7.1 

S. Disolver completamente 10 mg de alfa-naftil-acctato en 0.3 mi de acetona. Diluir en 20 

mi de solución amortiguadora de fosfatos, agitarenérgicammente hasta la desaparición del 

entwbiamiento inicial. 

6. Mezclar las soluciones 4 y 5, filttar la mezcla ( solución de incubación). 

7. Incubar los frotis durante 60 min. a temperatura ambiente. 

8. Lavar con agua corriente. 

9. Contrateilircon Hematoxilina de Mayor de 8 a 10 nú1t 

10. Lavar con agua corriente. 
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INTERPRETACION: 

El citoplasma de las células que poseen una actividad csler.lsica se colo= de café·ro· 

jizo. La reacción es particularmente indiCllliva de monocitos, donde el citoplasma se colorea 

de IDl8 manera homogénea e intensa. Los linfocitos T mucstJan algunos gnlnulos aislados 

del mismo color. 



SEPARACION DE CELULAS 
MONONUCLEARES. 

FUNDAMENTO: 

Las células mononuclcarcs son scperadas de los demás clemclllos formes de la sangre 

por medio de la centrifugación por gradiente de densidad. Este depende de la gravedad 

especifica de un gradiente (lineal o disconlinuo) constituido por soluciones como albúmina 

oFicoll. 

Las células m.ís ligerns tienen una mayor relación núcle<Kitoplasmafonnando una capa 

en la cercanla de la parte superior del gradienle, con cada población celular buscando la 

gravedad especllica que le comsponde en el gradiente. 

PROCEDIMIENTO: 

- Tomar de 3-S mi de sangre periférica y/o médula ósea con 3 6 4 golas de hcperina. 

• Diluir la muestra con solución amortiguadora de PBS pH 7.2·7.4 (1:3 v/v), m=lar. 

- Estrntificar 4 ó S mi de sangre periférica y/o médula osea con Ficoll-Hypaque (1:3 v/v), 

en un tubo de ensaye de 13 x 100 mm agregar el volúmen de ficoll-Hypaque y con ayuda 

de una pipcL1 Pasteur agregar poco a poco y por las paredes la muestra diluida. 

- Tapar los tubos con papel parafilm. 

·Centrifugara 1400 ~p.m. por 30 minutos. 

- Con una pipcL1 Pasteur separar la fmcción de liofocilos (separados como una capa de 

células en la intcñase). Procurando tornar sólo esta capa. 
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• Transferir la fracción de linfocitos a un tubo de 13 x 100 mm y lavar las células con 

solución amortiguadora de PBS (5 mi para cada lavado), por centrifugación a 1400 r.p.m. 

durante 10 minutos, decantar. 

• Se hacen tres lavados, decantar el sobrcnadante. 

• Rcsuspender en un mlnimo de volúmen con solución amortigua dom PBS aproximada· 

mente l.Oml. 

CONTEO DE CELULAS Y PORCENTAJE 
DE VIABILIDAD. 

• Con la suspensión de células obtenidas C8JB3r una pipeta de thoma para globulos blancos 

hasta O.S y con azul de tripano aforarla. 

• Se agita la pipeta y se desechan las primeras gollls. 

• Se moma la cámara de Neubauer. 

• Se realiza el conteo de las células y al mismo tiempo se cuantifica la viabilidad. ( Las 

células mucrllls aparecen tcf\idas de ami, y las células vivas no). 
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IDENTIFICACION DE LA ESTIRPE 
LINFOCITARIA POR MEDIO DE 
ANTICUERPOS MONOCLONALES. 

Esta~ se lleva acabo por método indi!CCto: 

- diluir 45 µl el anticuerpo monoclonal con 45 µI de amortiguador PBS, se agita en vottcx 

suavemente sin que haga espuma, peñectamernte tapado. 

- Colocar SO µl de cada uno de los anticuerpos monoclonales en tubos de 8 x 25 mm y 

agregar SO µl de la suspensión linfocitica depositando en el fondo de los tubos, se tapsncon 

parnfilm y se agita en vottcx suavemente. 

- Incubar por 30 minutos en Wl hallo de hielo. 

- Se hacen dos lavados de S minutos a 1400 r.p.m. con SOO µl de amortiguador PBS. 

- nmr el robrenadante y en un mfnimo resuspendcr con 1 gota de PBS con gllcerol (pH 

7.4 al 1%). 

- Mamar las laminl11as de cada uno de los rubos 

INTERPRETACION 
Observar la preparación al microscópio con fuente de luz normal, al cenar el diafragma 

y obSC1Var las células positivas las cuales presentan fluorescencia y las negativas no. 
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RESULTADOS. 

Gn\flca No. 1 Nos muestra la clasificación morfológica de las leucemias agudas, porcen­

taje de incidencia de cada una de ellas (tanto LLA, LMA e indiferenciadas). 

Gráfica No. 2 También nos nrucstra el porcentaje de incidm:iade leucemias agudas, pero 

está es clasificada citoqulmicamcntc (LLA, LMA e Indiferenciada). 

Gráfica No. 3 Se obselVll el porcentaje de incidencia de las leucemias agudas pero 

clasificada inmunológicamcnte ( LLA, LMA e Indiferenciadas), aquJ también nos indica 

el porcentaje de leucemias indiferenciadas que oo se pudieron clasificar por anticuerpos 

monoclonales debido a la falta de células. 

Grifica No. 4 Muestra la clasificación de los dlfCICDlcs subtipos de leucemias cncolllmdas 

as! como una comparación de los métodos empleados. Debido a la falta de anticuerpos 

monoclonales oo se pudieron clasificar tos subtipos de leucemias mieloides excepto la M7. 

Gráfica No. S Esta gr.\flCll demuestra la inciencfo de le M7 con ~pecto a todas las 

leucemias. 

Gráfica No. 6 Nos representa la incidencia de laM7 conrespec'.o a las leucemias mieloides 

(LMA ó LNLA). 

Tabla No. S Nos indica, los dos casos de M7 enconlrados por amicuerpos monoclonales 

asi como una comparación enlle la clasificación morfológica y citoqtúmicamcme. 

Tabla No. 6 Nos indica el porcentaje de leucemias que se presenta de acuenlo a la edad y 

sexo. 

Tabla No. 7 Representa la conelación que existe entre los casos clasificados mod'ol6gica 

y citoqulmicamentc que fueron 20 casos ( 3 7% ). 

Tabla No. 8 Nos muestra la conelaci6n que hay enlle los casos clasificados citoqulmi· 

camcntc oomo inmunológlcameotc que fueron 27 casos ( SO.O o/o), 
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INCIDENCIA DE LEUCEMIAS AGUDAS 
CLASIFICACION MORFOLOGICA 

IND. =oINDIFERENCIADA 

GRAFICAI 

14 CASOS 
26 % 
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INCIDENCIA DE LEUCEMIAS AGUDAS 
CLABIFICACION CITOQUIMICA 

LM.A. 11 CASOS 
20.2% 

IND. = INDIFERENCIADA 

GRAFICA2 

9 CASOS 
16.6 % 
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INCIDENCIA DE LEUCEMIAS AGUDAS 
CLASIFICACION INMUNOLOGICA 

IND. = INDIFERENCIADA 

GRAFICA3 

IND. 7 CASOS S-M 
12.9 ,,. 

5 CASOS C-M 
9.3 º/• 
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CLASIFICACION DE LOS SUBTIPOS DE LEUCEMIAS 

DE ACUERDO A DIFERENTES METODOS. 

L1 L:Z l3 LM.A M7 IND MO M1 tA2 M3 M4 MS Me 

SUBTIPOS DE LEUCEMIAS 

- INMUNOLOQICO llli:J CITOQUIM/CO fiml MORFOLOGICO 

GRAFICA4 
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INCIDENCIA DE L.M.A M7 
CON RESPECTO A LAS L.A. 

L2 6 CASOS 
11.1% 

L3 4 CASOS 
7.4 % 

IND. = INDIFERENCIADA 

L1 20 CASOS 
37 "~ 

IND. 12 CASOS 
22.2 % 

L.M.A. M7 2 CASOS 
3.7 % 

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

LN.L.A 10 CASOS 
83.3 % 

GRAFICA6 

U.tA. M7 2 CASOS 
16.7 o/o 
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ESQUEMA DE IDENTIFICACION Y CONTEO DE 

PLAQUETAS DE L.M.A. M7 ENCONTRADAS. 

Nt EDAD No PLAQ. MORFOLOGIA CITOQUIMJCA INMUNOLOGIA 

1 

2 

r/n 222,000 Ind. con 

plaquetas 

gigantes 

5 ai\os 71,000 Ind. 

Ind. = indiferenciada. 

r/n = Recien Nacido 

TABLAS 

L2 CD34+ 

CD41+ 

CDll + 

Ind. tdt+ 

CD19+ 

CD22+ 

CD34+ 

CD41+ 



EDAD 

0-2 

S·l5 

8·8 

11-11 

12-15 

TOT. 
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t:srn if.SíS ~9 DtM 
SALIR DE L~ SIBUBTECA 

INCIDENCIA DE L A. SEGUN EL SEXO 

MASCULINO FEMENINO TOTAL 

15.15 S.7 11.S 

13.0 20.15 as.s 
11.1 15.15 18.7 

7.4 5.15 12.11 

11.1 18.7 27.8 

48.1 IS1.ll 100 

TABLA6 



COORRELACION MORFOL.OOICA Y cm>QUIMICA 
Citoqulmica 

L1 L2 La MO M1 MI Ma aM • MI M7 lnd 10T. 

L1 7 8 - - - - - - - - - 4 IO 
Ut e 4 - - - - - - 1 - - - 11 
La - - 1 - - - - - - - - - 1 
YO - - - - - - - - - - - - o 
M1 - - - - 1 .. - - - - - - 1 
M2 - - - - - 2 - - - - - - 2 
Ma - - - - - - 4 - - - - - 4 
M4 - - - - - - - - - - - - o 
Ml5 - - - - - - - 1 - - - - 1 
Me - - - - - - - - - - - - o 
M7 - - - - - - - - - - - - o 
IND s 4 - - - - - 1 1 - - 11 14 
lbt 111 17 1 o 1 2 4 a 2 o o 8 64 

TABLA7 
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COORRELACION CITOQUIMICAS E INMUNOLOOICA 
e· 1toqmm1ca 

L1 L2 L3 lnd M M7 TOTAL 
L1 9 7 - 4 - - 20 
L2 1 b - - - - 6 
1 '.I 1 - 1 ~ - - ... 
lnd 6 4 - 2 1 - 12 

-M - - - - 10 - 10 
M7 - 1 - 1 - - 2 
Tot 16 17 1 9 11 o 54 

TABLAS 
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ANALISIS DE RESULTADOS. 
En la realización de este trabajo se tuvieron algunos problemas, uno de los cuales ~ 

que la~ de separación de linfocitos nos marcaba que se empicaba PBs-atbúmina, pero 

con esta tknlca la fluorescencia no cm muy nltida, las células marcadas apmcclan como 

fantasmas, y dcsplis se realizó la técnica por duplicado en la cual la muestra se uabajaba 

con PBs-atbúrnina y con PBS sin albúmina, al obtener los resultados de ambas técnicas se 

observó que cuando se utilii.aba PBS sin albúmina la fluorescencia era muy nltida y no 

apareclan los fantasmas. 

Otro de los problemas presentados fué el que algunas muestras de pacientes leucémicos 

" de novo " ( sangre periférica y/o médula ósea), al hacer la estmlificación de la muestra 

(separación de las células mooonucleares de los demás elementos formes de la sangre y/o 

médula ósea) no se separaban las células, esto se repitió en varias ocasiones en los mismos 

pacientes y daba el mismo resultado por lo cual fueron excluidos. 

De Jos S4 casos estudiados se observó que la frecuencia de la LLA es mayor que la 

LMA, ambas clasificadas ya sea por métodos moño lógicos, citoqulmlcos e inmunológicos, 

encontnlndose un porcentaje entre el 55 y 64%, la LMA entre 14 y 23%, como se esperaba 

El porcentaje de leucemias indiferenciadas fué mayor mod'ológicamcmc, obtenic!'ndosc un 

26%, mientras que la clasificación cltoqufmica fue menor que la moñológica obteniéndose 

un 16.6%; con respecto a la clasificación inmonológica se esperaba que esta fuera menor 

que en los dos métodos anlcriorcs no siendo asl, ya que se cnconJtó un (22.2%), debido a 

que hubo casos (12.9"/o) en los que oo se pudo realizar el método de anticuerpos monoclon· 

eles, por m haber obtenido células. El (9.3%) restarte aún realizando los monoclonales no 

fué posible clasificarlas, debido a su baja positividad, oos podemos dar cuenla que este 

pon:cntaje fue más bajo comparado con las d06 técnicas morfológicas y clloqUlrnicas 

empleadas. (gnllica 1, 2, 3). Al haccrlaclasificación(subtiposde lcuccrnias),cnconuamos 

que la mayor frecuencia es la LI ( moñológicamenlc 37%, cltoqulrnicamcrtc 29.7% e 

inmunológicamcnlc de 37.7% ), con respecto a la leucemia linfoblástica aguda como lo 

menciona A. Vi llegas ( 4). En cuanlo a las leucemias rnieloides se observó que se encuentra 
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con mayor frecuencia el tipo MJ ( moñológicay citoqulmicamcnte de 7.4% ), desgrnclada­

mcnlc por métodos inmunológicos no fuo! posible complemenlar dicha clasiíicaci6n por 

falta de anticuerpos dirigidos cor4rn este tipo de células monol'llCI~ de origen mlelolde. 

(gñfica4 ). 

Unicamente se pudo diferenciar por este ~odo la leucemia M7 (megacarioblástica) 

con 11118 incidencia del 3.7% con respecto a las demás leucemias en comparación con el 

valor mencionado por Andreas Hin M.D. Se obseiva que este porccolaje no varia, ya que 

es de un 3.0%( 18 )(gJáfica 5). 

La incidencia de la M7 con respecto únicamente a w LMA es del 16.6% en nillos, 

semejante al infonnado por Andreas Hirt aproximadamente del 20.0% (gnlfica 6) (18). 

Esto nos indica que, en efecto, con ayuda de los anticuerpos monoclonales es posible 

identificar otros tipos de leucemia como la M7, ya que con métodos moño16gicos y 

ciloquúnicos es dificil su clasificación debido a la posi'ble confusión con otros tipos de 

leucemias como son la LI, L2, MO y MI. 

De los dos casos de leucemias M7 encontrados con anticuerpos monoclonales mor­

fológkamcnte fueron indiferenciados, aunque WlO de estos casos presentaba plaquetas 

gignntes y su número era oonnal (220 000 mm3). 

Citoqulmicamenlc este caso fué clasificado como L2 y el otro pennancci6 indiferen­

ciado. (tabla 5). 

La leucemia M7 es frecuente que se clasifique erroncamentc. La M7 preseola un curso 

muy agresivo y sin tratamiento, es fatal a cono plazo por ello es de gran importancia el que 

después de un diagnóstico presuntivo se reallce inmediatamente la técnica de anticuerpos 

monoclonales (clasificación inmunológica) para la ideltificación de los tipos de leucemia, 

después sabiendo el tipo de leucemia se puede dar el tratamiento , cabe sel\alar que para la 

M7 aún no hay tratamiento adecuado. Y asl los ~cos podnln investigar el tratamiento 

adecuado para mantener en remisión al paciente como se ha hecho en los demás tipos de 

leucemias y asl prolol181ll' la vida de los pacientes. 

En la tabla 6, se muestra Li h.:ldencia de leucemias agudas según la edad y el sexo, 

predominando más en la edad de 3 a 5 allos siendo el 33.3 % y predominando en el sexo 

femenino 20.54o/o. disminuyendo en todos los demás rangos de edad sólo hasta el de 12 a 



IS allos se vuelve a incn:mcnlar y es en un 27 .8% encomandosc que Ja incidencia sigue 

predominando en el sexo femenino, lo cuál es contrario a lo que describe A. Vdlegas ( 4 ). 

Al hacer Ja conelación entre los msullados obtenidos por mod"ologla y lknlcas 

citoqulmicas el 44.4% ( 24 casos ) fueron clasificados de igual forma por ambos m.!lodos 

y el SS.6% ( 30 casos) se clasificaron difen:ntes (tabla 7). 

En la CQrn:laclón entn: Ucnicas citoqulmicas y antiCUClpOS monoclonales el S0.0% ( 27 

casos ) si correspondieron a la clasificación dada por ambos métodos y el otro SO.O"/o no 

correspondió. (tabla 8). 
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CONCLUSIONES. 

La incidencia de la leucemia megacarioblástica es del 3.7% con respecto a todas las 

leucemias, y con respecto a las leucemias mieloides el 16.7%, porto tanto podemos observar 

que este porcentaje no es muy bajo tomando en cuenta que el porcentaje de leucemias 

mieloides totales fué del 22.2% y además que estas son menos frecuentes en niftos. 

Entre la correlación de los diferentes métodos observamos que entre el citoqulmico y 

el inmwiológico (anticuelJlOs monoclonales) se da un mayor porcentaje, 50.0%adiferencia 

de la correlación entre morfológico y citoqulmico observando as! que el empico de 

anticuel]lOS monoclonales oos permite tipificar los difcrenteS tipos de leucemias, y con ello 

una pronta identificación de la estirpe afectada y estndio de madurnción para dar un 

diagnóstico y tratamiento adecuado en busca de una remisión y quizás en un futuro hablar 

de una posible curación. 
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SUGERENCIAS. 

Se propone que para una mayor identificación de todos los subtipos de leucemias 

micloidcs, asl como de liruoidcs se debe tener un panel completo de todos los anticuerpos 

monoclonales necesarios. 
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ANEXO 

PREPARACION DE REACTIVOS. 

/.- SEPARACION DE LJNFOCrros. 

a) PREPARACION DEL AMORTIGUADOR DE FOSFATOS ( PBS). pH 7.2·7.4: 

Cloruro de sodio ( NaCl ) 8.20 g 

Fosfato de sodio dibásico 

( Na2HP042H20) 

Fosfato de potasio monobásico 

(KH2P04) 

Aforar con agua destilada a 111. 

Ajustar el pH si es necesario. 

Guardar la so lución en refrigeración . 

0.89g 

0.68g 

2.-TINCION DE LEISHMAN • GIEMSA. 

a) LEISHMAN: 

leishman polvo 

Alcohol metlllco 

4.0g 

1.011 



b)GIEMSA: 

Giemsa 

Glicerina 

Alcohol metllico 
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10.0g 

540.0ml 

840.0ml 

Disolver el Glemsa en glicerina en ballo maria a 60 ' C duranlc 48 h, agregar el akoho~ 

me>clar, dejar madurar y filtrnrlinalmenle. 

e) AMORTIGUADOR DE FOSFATOS pH 6.9: 

Fosfato monobá!lco ( KH2P04) 0.79g 

Fosfato disódico ( Na2HP0412 H20) 1.21 g 

Triturar las sales por separado, mezclar bien, tomar 1 gde la mezcla y disolverlo en 211 

de agua destilada. 

3.- MEZCLA GIEMSA - AMORTIGUADOR. 

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

4.- TINCION DE PEROXIDASA. 

a) FUADOR ( FORMALINA ·ETANOL): 

Mcz.clar 1 O mi de formol al 40 % con 90 mi de etanol absoluto. 

b) MEZCLA DE INCUBACION: 

Etanol al 30 % 100.0ml 

Benzidina dilúdroclorada 0.3g 

Sulfllto de zinc hcptahidralado 

al 3.8% ( 0.132 M) 1.0ml 

Acctalo de sodio 

( NaC2H2023H20) LOg 
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Peroxido de hidrogeno al 3% 0.7ml 

Hidroxido de sodio 1.0 N l.5ml 

Safnulina "O" 0.2g 

Mezclar los reactivos según el orden dado. 

Determinar el pH el cual debe ser de 6.0 +-O.OS 

rsrn ns1s 
Sfilia Df U 

Filtrar la solución, almacenar en un frasco ambar a temperatura ambiente. 

SAFRANINA0.5% 

0.5 gen 100.0 mi de agua destilada. 

5.-TINClON DE AClDO PERYODICO DE SCHIFF ( PAS ). 

a) SOLUClON DE AClDO PERYODICO: 

Acido pe¡yódico O.Sg 

Agua destilada 100.0ml 

b)REACTIVO DE SCHlFF: 

Fuchsina básica l.Og 

Acido clorlúdrico 1.0 N 20.0ml 

Metabisulfito de sodio l.Og 

Carl>ón activado 0.3 g 

N~ Drnt 
iiHJLJOlf.C& 

Disolver 1.0 g de fuchsina básica en 200 mi de agua destilada hiiviendo, enfriar a 50 'C. 

Agregar 20 mi de Acido clorlúdrico 1.0 N, enfriar. Ailadir 1.0 g de metabisulfito de sodio. 

Almacenaren la obscuridad de 24 a48 hor-.s (la mezcla debe tener un color paja). Agregar 

carl>ón activado y agitar por un miruto, filtrar, (desechar las primeras gotas) el reactivo 

debe ser incoloro. Guanlar en refrigeración. 

c)SOLUCION DE METAB!SULFl10 DE SODIO: 



Mctabisulfito de sodio 

Agua destilada 
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O.Sg 

100.0ml. 

6.· TINCJON DE FOSFATASA ACIDA. 

a) FIJADOR BUFFER FORMALINA " ACETONA pH 6.6 • 6.8: 

Fosfato de sodio dibásico anhidro 0.2 g 

Fosfato de potasio mooobAsico 

(KH2P04) 

Agua destilada 

Acetona 

Formalina 

1.0g 

300.0ml 

450.0ml 

250.0ml 

Mezclar todos los ~os y guardar en refrigeración. 

b) NITRITO DE SODIO AL 4% ( PN) 

Nitrito de sodio ( NaN02 ) 4.0g 

Diluir a 100 mi con agua destilada y refrigerar por una semana. 

e) SOLUCION DE P-ROSAN!LINA: 

Clorhidrato ele p-rosanilim 

Agua destilada 

Acido clorhfdrico concentrado 

l.Og 

20.0ml 

S.Oml 

Mezclar la p-rosanilina de to a IS minutos hasta que se disuelva. 

Clualdar en frasco arnbar a tempcmtwa ambiente. 

d) ACIDO ACETICO 1,0 N: 

Acldo ~co glacial ( CH30JOH) 

Aforar a l lt con agua destilada. 

60.0ml 



-71-

e) AMORTIGUADOR DE ACETATOS pH 5.0: 

Acetato de sodio ( CH3COONa.3H20) 4.797 g 

Acido acético l.O N 14.75 mi 

Aforar a 1 lt y guardar en refrigeración. 

t) SOLUCIONA: 

Nitrito de sodio al 4% 2.4ml 

Solución de p-rosanilina 2.4ml 

g) SOLUCION B: 

Naftol AS·BI 

( 7-Bromo-3·hidroxi·2-nafto-O-anhtidina) 40.0 mg 

N,N-Dimetllfonnamida 4.0 mi 

Amortlguadordcaccta!osO.J N 71.2 mi 

h) MEZCLA DE INCUBACION : 

Solución A+ Solución B, mcz<:lar y scpamr 40 ml 

AjUSUlr In me7.Cla restante a pH 5.1 con solución de hidróxido de sodio saturado, filtmr y 

usar inmediatamente. 

i) VERDE DE METILO AL 1.0"/o: 

Verde de metilo J.Og 

Amortiguador de acetatos 0.1 N pH 5.0 100.0ml 

Disolver y ajustar el pH de esta solución a 4.2-4.5 

7.·TINCION SUDAN NEGRO B: 

n) SOLUCJON STOCK DE SUDAN NEGRO B: 

Sudán negro B 0.3 g 
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Etanol absoluto 100.0ml 

Mezclar y fillrar la solución en un frasco ambary guanlarlo a tcmperatwa ambiente por 

variosmcsos. 

b) SOLUCION AMORTIGUADORA: 

Fenol (cristales ) 

Etanol absoluto 

Mezclar. 

16.0g 

30.0ml 

e) SOLUCION DEFOSFATODESODIO DODECAHIDRJJADO AL0.3%EN AGUA: 

Fosfato de sodio dodecahidralado 0.3 S 

Agua destilada 100.0 mi 

Mezclar. 

Poner la solución ben un mallllZ afo!lldo de 100 mi y aforarlo con la solución c. 

8.· TINCION DE ESTEARASA INBSPECIFICA : 

SOLUCIONA: 

Fosfato rnonopo~o (KHlP04) 27.234 g 

Disolver y aforar a 1 lt con 38118 destilada. 

SOLUCIONB: 

Fosfato disódico anhidro (Na2HP04) 28.396g 

Disolver y aforar a 1 lt con agua destilada. 

SOLUCION AMORTIGUADORA pH 7.0-7.1 

35 mi de solución A més 65 mi de solución B. 

SOLUCION ACUOSA DE NITRITO DE SODIO AL 4% 

OA gen 10 mi de agua destilada. 

SOLUCION DE p-ROSANILJNA AL 4% 
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Disolver calcnlando ligeramente 2 g de p-rosanilina en 50 mi de ácido clorlúdrico 2 N. 

Filtrar inmediatamente después de enfriar, guardar en frasco ámbar y dejar madurar 3 días. 

Guardar en refrigeración a 4 C por meses. 

HEMATOXILINA DE MAYERS. 

SO g de sulfato de amonio y alunúnio en 500.0 mi de agua destilada caliente (sin hervir). 



-74-

BIBLIOGRAFIA. 

l.· Robbins. S. "Patologia humana". Ja cd. Ed. In1cramcricana. México D.F. 1986, pp. 

J54. 

2.- William D., Fredcrick G. "La Lcuocmia". Ed. Cientlfico Médico. 1967. pp l-12. 

J .• Plasencia, A.P., Mo~'l, et al. " Leucemias agudas oo linfoides". Medicine. Tratado de 

Medicina Práctica. Hcmallllogia l. Ja cd. México, Agosto 1989. pp 5~7. 

4.- A. V.llegas., et al., ' Leucemia aguda ". Medicine. Tratado de Medicina Pr.lctica. 

Hematologia 11. México, 1982. pp. 502-39. 

5.- Bennett J. A., et al.,• Criteria for thc Diagnosis of acutc leukemia of Megakariocyte 

lincage ( M7 )" .. Ann. Intem. Med. 1985.103:460-2. 

6.- Rubio B. M.E .. " Clasificación de las Leucemias Micloides Agudas "., Notihcm. 1992. 

4 (2 ):10-11. 

7 .• Bennett., Catowsky D. M. T. " Pro posa! forth: rccognition of minimally dilfercncialed 

acutemyeloid. Leukcmia(AML-MO)" .. Br. J. Haematol, 1991. 78:325-9. 

8.- Villegas A .. " Morphology and citochemistJy of acute leukcmia "., Blood 1981. 26 

(5c):963-81. 

9.-Bellanti J. A.," l111DUOOlogia ".Ja. ed. Ed. Intemmcricana. México D.F. I986pp 109-11. 

10.· Grignashi V. J. • Diagnóstico Citológico de las hemopatías • Ed. Panamericana., 

Madrid 1991 pp 39J-414. 

11.· Figucrcdo M. A., et al.," Irununologia ".Madrid. pp 35-56. 

12.· Fmncois B. J.," lnmuoologla ". Ed Ciencia y Tccoologia.1989. 2:271-77. 

13.· Bemácer B., " Leucemias Agudas llnfoblásticas ". Tratado de medicina práctica. 

Hematologia II. México 1982 pp 502-11. 



.75. 

14.· Ruiz Ar¡¡üelles G.J." Las Leucemias Agudas". Asociación de Medicina Interna de 

México. Cllnicas Médicas Mexicanas. 1987. pp 1-10. 

15.· Carl P., M.D. and Curt. " Hematology/Oncology Clinics of North America. W. B. 

Sauriders Company, Philadelphia 1990. 4:743-61 

16.· Brain B. J., Catowsky D., et al., • Megakaryoblastic Leukaemia pn:scnting as acule 

miclofibmsis. A study of four cases with the platelct peroxidase reaction•. Blood 1981. 

58:206-13. 

17.• Ali N.O., Janes W. O.,• Malignan! myeloesclerosis (acule mielofibrósls). Repon of 

two cases following, citotoxic chemoterapy". Cáncer 1979. 43:1211-15. 

18.· Carroll A., etal. "The t ( 1:22) p 13: q 13 is nonradomandRestricted to infant with 

acutc megacruyoblastic leukaemia a pediatric oncology group &tudy •., Blood 1991. 78 

(3):748-52. 

19.- AndICas H. M. D., et al., "Acute megakaryoblastic leukemia in childrcn identified, 

inmurological marl<er &ludies•. Am. J. Pediátric. Hcmatol.Oncol. 1990. 12:27·33. 

20.· Ruiz Ar¡¡üelles y cols., •Leucemia megacarioblástica, estudio prospectivo de identi­

ficación y tratnmiento•. Br. J. HecmatoL I 986. 62:55-63. 

21.· Bennett J. M., et al. • Criteria for thc of acule Ieukemia of megalauyocyte lineage 

( M7 ). A repon of the French American British Cooperative Group •. Ann. lntem 

Mcd.1985. 103:460-2. 

22.· San Miguel J. F., et al., • Leukemias with megakaryoblastic involvement. clínica! 

hematologic characteristic •. Blood 1988. 72:402·7. 

23.· Koike T. Aoki S., et al., • Cell suñasc phenotyping of megakaryoblasts •. Blood 1987. 

69:957-60. 

24.· Ruiz Argilelles G. J., et al., • The incidence of hibrid acule lcukaemias'. Lculc. 

Rcs.1988. 12:707-9. 

25.· Wilkie A.U.M., Kitchen C., • Bicentric chromosoma In thc bone marrow of a child 

with megakruyoblastic lcukaernia and dawn'ssyndrome". J. Clin. Pathol. 1988. 41 :378-438. 



-76-

26.- Lobal M. E., Ruiz Argüellcs G. J., et al• Congcnital acutc megakaryoblastic leukcmia 

on Down's slndrome n:port of case•. Mcd. Pcd. Oncol. En Prensa. 

27 .-Lcwis D. S. " Association betwccn megakaryobtastic lcukacmia and down's slndrome 

•. Lancet. Sep.1991. 26, pp 695. 

28.- Ruiz Argücllcs C. J., et al. •Acule Mcgakaryoblastic leukcmia, a prospectivc study 

of its idcntification aro treatrnenl ". Br.J. Haematol.1986. 62:55-63. 

29.- Cuinney A., Me Kcnna., et al., •Acule megakaryoblastic lcukemia in children. Br. J. 

Haematol 1986. 63:541-54. 

30.- San Miguel J. F. O jeda E., et al., " Pronostic value ofimmunological nuukers in acule 

myeloblastic leukemia". Leukcmia 1989. 3:108-11. 

3 J.- Joseph V. S., •Leucemia Aguda ". Salva! editores. BBJCClona 1979 pp 20-63. 

32.- Ruiz Argiicllcs G. J., MarlnL.A.,ct al., •A prospective tria1 of the treabnent of acule 

mcgakaryoblastic lcukacmia ". Clin. Lab. Haematol 1988. 10:15-23. 

33.-NinomiyaH. et al.,• Succcsful trcatmcntofacuternegakaJyoblastic leukcmia •. Scand 

J. Haematol 1986. 36:147-153. 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Marco Teórico
	Planteamiento del Problema
	Objetivos
	Hipótesis
	Material y Equipo
	Reactivos
	Métodos
	Resultados
	Análisis de Resultados
	Conclusiones
	Sugerencias
	Anexo
	Bibliografía



