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1.INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Debido a que las leucemias conforman un grupo de enfermedades en las
que la manifestacién comun es una proliferacién no regulada y maligna de una
clona de células hematopoyéticas y a que es la entidad neoplasica maligna mas
frecuente en la edad pediatrica (seguida de los linfomas y tumores del sistema
nervioso central), por su rapida progresién, es muy importante su deteccién
temprana para que el médico tratante pueda ofrecer al paciente un tratamiento
rapido y eficaz y, a su vez, el paciente tenga la oportunidad de tener mejores
expectativas para su recuperacion.

La frecuencia de la leucemia es mayor entre los 3 - 5 anos de edad,
aunque puede presentarse entre los 0 - 15 afios. Esta enfermedad se caracteriza
por afectar tanto al sexo masculino como femenino. La mortalidad para esta
enfermedad es de 57/ 100 000 casos por afio, en comparacién con los paises
industrializados que es de 4/ 100 000 .

Actualmente la supervivencia del paciente pediatrico con un padecimiento
oncoldgico es de aproximadamente 70% siempre y cuando exista un diagndstico
oportuno, correcto y que el tratamiento se realice en un centro hospitalario
especializado. Para que esto sea posible es necesario contar con la
infraestructura técnica, profesional y humana para desarrollar protocolos de
deteccién, tratamiento e investigaciéon para poder lograr resultados concretos,
sin embargo esto solo es posible en unidades de tercer nivel de atencidén médica
que cuenten con un grupo interdisciplinario de especialistas e investigadores en
onco-hematologia pediatrica 2.

El estudio de la Hematologia se ha visto revolucionado por la gran
cantidad de instrumentos automatizados para el proceso de diagnéstico clinico.
Las tecnologias de dispersion de luz, impedancia eléctrica y conductividad
agregaron parametros cuya importancia no se habia aclarado por completo ni se
aplicé a la clinica, aunque el estudio morfologico del extendido de sangre
periférica (o frotis) mediante microscopio Optico aun se mantiene como
caracteristica distintiva en la evaluacion clinica de pacientes con anomalias
hematicas 3.

La Citometria Hematica (CH) o Biometria Hematica (BH) constituye la
prueba de laboratorio que permite en la mayoria de los pacientes sospechar de la
posibilidad de una leucemia aguda. En el analisis de esta prueba es importante
conocer el estado de las 3 lineas celulares importantes (eritrocitos, leucocitos y
plaquetas) para el posible diagndstico de una leucemia. Una cuenta leucocitaria
dentro de los limites normales no descarta la posibilidad de leucemia, asi como
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1.INTRODUCCION
una marcada elevacion de estas células no necesariamente es un indicio de esta

enfermedad. Por otra parte, la presencia de blastos en la citometria hematica
debe sugerir la presencia de leucemia hasta que otros estudios a realizar
descarten dicha enfermedad 4.

Por medio de la asociacién de la informacidn a través de las alteraciones
morfoldgicas observadas con los aspectos clinicos, patogénicos y bioquimicos se
obtiene el criterio para analizar el cuadro presentado por el paciente y asi
establecer un diagnéstico.

Un frotis bien hecho y examinado con cuidado puede proporcionar
informacion valiosa respecto a la salud del paciente. De hecho, pueden obtenerse
mas datos de esta prueba que de varios otros analisis hematoldgicos que se
realizan de rutina.

VMB 7005 -6 -
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2. JUSTIFICACION

2. JUSTIFICACION

Una de las principales formas para determinar trastornos hematicos es el
examen de sangre periférica y de la médula ésea, por medio de la citometria
hematica y aspirado de médula respectivamente. La Citometria Hematica es una
prueba de deteccion bdsica y la mas solicitada en el laboratorio ya que los datos
que proporciona constituyen informacion diagnéstica y prondstica muy valiosa
sobre el estado hematoldgico y otros sistemas del cuerpo. Consta de una serie
de pruebas que determinan el nimero, variedad, porcentaje, concentracion,
maduracién y calidad de las células sanguineas.

La interpretacion correcta de toda la informacién que ofrece la citometria
hematica permite fundar sospechas diagnosticas definidas sobre la enfermedad
que causa las alteraciones en la misma y auxilia al médico a establecer el mejor
tratamiento para el paciente.

VMB 2005 -8 -
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3. OBJIETIVOS

3. OBJETIVOS

1.

El objetivo principal de este trabajo es hacer énfasis en la oportuna
deteccion de las alteraciones que pueden presentarse en la citometria
hematica, tales como la observacion de blastos (células inmaduras), que
pudieran sugerir la presencia de leucemia en los pacientes que ingresan
por primera vez al Instituto Nacional de Pediatria por medio del Servicio
de Urgencias.

Observar y comparar, de acuerdo a la literatura sobre el tema, en qué sexo
y edad se presenta con mayor frecuencia la presencia de leucemia en los
pacientes estudiados.

Determinar los lugares de prodecencia donde se presentd mayor
incidencia de la enfermedad en los pacientes tratados.

VMB 2005
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4. LEUCEMIA

4. LEUCEMIA

4.1 Definicién

La palabra leucemia significa “sangre blanca”. Las leucemias son un grupo
heterogéneo de padecimientos que suponen proliferacién desordenada de una
clona de células hematopoyéticas.

4, 2 Antecedentes Histéricos

La leucemia es una enfermedad relativamente nueva ya que la primera
descripcidn fue realizada hasta el siglo XIX. Tampoco hay alguna referencia en
los escritos biblicos o grecorromanos que pudiera considerarse
retrospectivamente como leucemia.

En 1845, John Bennet (Edimburgo) y Rudolf Virchow (Berlin), publicaron,
cada uno por su parte, sus observaciones en pacientes leucémicos. Las historias
clinicas de sus pacientes fueron andlogas; en ellas se describia a dos hombres
con sintomas de debilidad creciente, hinchazén en el abdomen y epistaxis
severas. En las necropsias, los hallazgos mds importantes fueron un bazo muy
crecido y aspecto peculiar en la consistencia y color de la sangre.

Bennet pensé que la sangre tenia aspecto de haberse mezclado con pus y
al hacer la observacién microscépica, afirmoé que ésta contenia corpusculos
semejantes a los encontrados en el pus, pero que no se encontraron signos de
inflamacién, estado que generalmente acompana la presencia de pus.

Por su parte, Virchow prefirié el término “sangre blanca” a fin de describir
el color blanquecino palido de la sangre y para evitar que se le relacionara con un
proceso inflamatorio. Posteriormente, el término “sangre blanca” se tradujo al
griego, quedando como leucemia.

Al estudiar mas enfermos con leucemia, Virchow observé que no todas las
leucemias se relacionaban con el aumento de un mismo tipo de célula blanca. En
algunos casos, las células eran granulares con nucleos irregulares o divididos y el
bazo estaba crecido en exceso. En otros casos, las células eran agranulares con
nacleos redondos y los ganglios linfaticos del paciente mostraban crecimiento.

La descripcion de los tipos celulares realizada por Virchow, fue verificada
por Ehrlich cuando introdujo su método de tincién diferencial para las células
sanguineas.

VMR 2008 - ]2 -



4. LEUCEMIA

En 1889, Ebstein propuso una clasificacion adicional de las leucemias, a la
que parecia no responder al tratamiento le llamé Leucemia Aguda. El segundo
grupo fue denominado Leucemia Cronica, debido a que el paciente recibia alivio
temporal de sus sintomas s.

Desde la década de 1900 las leucemias se estudiaron por microscopio
6ptico, coloraciones citoquimicas, microscopio electrénico, marcadores inmuno-
nucleares y de superficie y técnicas citogenéticas 3.

4.3. Etiologia

La causa precisa de la Leucemia Aguda (LA) tanto como de la Leucemia
Crénica (LC) se desconoce.

En el caso de las LA, la proliferacion clonal por medio de divisiones
sucesivas a partir de una célula progenitora da origen tanto a las Leucemias
Agudas linfoblasticas (LAL) como mieloblasticas (LAM). La activacion de
oncogenes como MLL, MYC, ABL, BCL-2 y RAS, al igual que la formacién de
genes quiméricos como TEL/ AML1, BCR/ ABL, PML/ RAR-a, AML1/ ETO estan
relacionados con la presencia de leucemia, aunque probablemente el origen es
multifactorial. Es posible que la exposicién a derivados del benceno tenga un
papel importante en la leucemogénesis asi como las radiaciones ionizantes.

Los agentes que dafian al acido desoxirribonucleico (ADN) como los
medicamentos alquilantes por ejemplo, pueden causar leucemia; algunos dafos
son secundarios al uso de sustancias quimioterapéuticas para diferentes
enfermedades que son muy agresivas. Algunos virus también pueden generar
leucemia, entre ellos estan los rotavirus HTLV-l y HTLV-H, que tienen
semejanzas con el HIV-1. Los padecimientos en los que hay inestabilidad
cromosémica, como el sindrome de Fanconi, pueden derivar en leucemia asf
como la prevalencia de esta enfermedad es mayor en pacientes con sindrome de
Down (trisomia del cromosoma 21) que en la poblacién general.

En el caso de la Leucemia Crénica (LC), su origen también es desconocido,
sin embargo, se sabe que la frecuencia aumenté en la poblaciéon japonesa
expuesta a la radiacién atomica en 1945. Existe menos evidencia que en la
Leucemia Aguda en relaciéon a los farmacos, agentes quimicos o factores
hereditarios como causas directas de la enfermedad. Existen genes alterados
(oncogenes) que se relacionan directamente con la presencia y permanencia de
la enfermedad pero por qué aparecen dichos genes o las alteraciones
cromosoémicas de la LC alin no se sabe s.

- 13 -
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4. LEUCEMIA

4.4 Clasificacién

Las leucemias se caracterizan por el comienzo abrupto de signos clinicos
(palidez, hemorragia, fiebre e infeccion) y sintomas (debilidad, fatiga, dolor 6seo
y articular), y puede producirse la muerte en el transcurso de meses si no se
diagnostica y da tratamiento oportunamente.

Los tipos de la leucemia, de forma general, pueden resumirse de la
siguiente manera:

/ Tipo 1 (infantil)

& Linfocitica< Tipo 2 (adulto)
Tipo 3 (Burkitt)

MO. Indiferenciada

@ Mielocitica/ M1. Poco diferenciada
M2. Diferenciada
M3.Promieloblastica o hipergranular

Aguda
TIPOS Ma. Mielc?monbléstic’a ' o
M4 Eo. Mielomonoblastica con eosinofilia
@ Monocitica /] M5a. Monoblastica poco diferenciada

DE ﬁ MS5b.Promonocitica o Monoblastica
diferenciada

LEUCEMIA M5c. Monoblastica, células de aspecto
histiocitico.

\ M6.Eritroleucemia

\M7. Megacarioblastica
® Linfocitica

Variedad Infantil o Juvenil
Crénica & Granulocitica

\

Variedad Adulto
& Células Peludas

—14 -
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4.4.1 Leucemia Aguda

Las leucemias agudas (LA) afectan tanto a nifios como adultos. La
clasificacion propuesta en 1976 por el grupo cooperativo FAB (Franco-
Americano-Britdanico) indica que los blastos constituyan el 30% de todas las
células nucleadas de la médula dsea. La clasificacién propuesta por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) modificé el porcentaje de blastos a 20%,
ya sea en sangre periférica o en médula 6sea 7.

El recuento de leucocitos puede estar elevado, disminuido o dentro de los
limites de referencia (4.1-15.5 x103/ ulL intervalo dependiente de la edad),
aunque generalmente estan aumentados. La anemia normocitica, la neutropenia
y trombocitopenia son caracteristicas distintivas de las LA.

4.4.1.1 Subclasificacién de Leucemia Aguda

Histéricamente, las leucemias también se dividieron desde el punto de
vista citomorfoldgico en:

a) Mieloide (LAM)
b) Linfoblastica (LAL)

Sobre la base del parecido morfoldgico de los blastos con los mieloblastos
o los linfocitos inmaduros (linfoblastos).

En las LAL, la alteraciéon mas frecuentes es el cromosoma Filadelfia: t (9q+;
22g-) (q34;q11.2), que produce al gen guimérico BCR/ ABL (breakpoint cluster
region/ Abelson) que codifica la sintesis de las proteinas p190, caracteristica de
LAL, y p210, de la LMC, ambas con funcién de cinasa de tirosina. El cromosoma
Filadelfia aparece en el 2% de los enfermos de LAL infantil y en el 25% de los
casos de adultos, donde se ha asociado con prondstico sombrio.

En las LAM, las alteraciones cromosomicas (t (4:11) (q21; q23)) tienen
lugar en el S0% de los enfermos. Las alteraciones cromosémicas de mayor
prondstico en LAM son tres:

t (15; 17) (g22; q11.2) de la LAM-M3, promielocitica que produce
un gen quimérico (PML/ RAR-a).
1. t (8; 21) de la LAM-M2, que produce el gen quimérico AML1/ETO.
HI. inv(16) de la LAM-M4Eo (eosinofilica)

- 15 -
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4. LEUCEMIA

La presencia de cualquiera de estas 3 alteraciones genéticas en LAM se
asocia a un mejor prondstico, con mayor posibilidad de lograr la remisiéon y con
supervivencia mas prolongada s.

4.4.2 Leucemia Cronica

Las leucemias crénicas se caracterizan por el comienzo insidioso
(engafioso) de los signos (palidez, viceromegalia, pérdida de peso) y sintomas
(debilidad, fatiga, depresién), y la muerte por lo general se produce afos
después del diagnostico. Las LC se pueden encontrar en adultos, aunque hay
formas juveniles de [eucemia mieloide cronica.

Los recuentos leucocitarios pueden estar disminuidos, aumentados o
dentro de los limites de referencia, aunque pueden estar mas elevados que en la
LA.

Lo tipos de LC de mayor importancia son tres:

a) Granulocitica
b) Linfocitica
¢) Células peludas o Tricoleucemia

La Leucemia Granulocitica Crénica (LGC) consiste en una proliferacion
neopldsica predominantemente de la serie granulocitica; sin embargo, se
observan alteraciones en la serie roja y en las plaquetas, lo que indica que el
origen de la entidad parte de la célula madre (stem cel). Esta enfermedad se ha
relacionado con una anormalidad cromosdmica (traslocacion del cromosoma 22
al 9; t: 9g+; 229g-) denominada cromosoma Filadelfia (CrPh1), la cual se observa
en mas del 90% de los pacientes s.

La LGC en México es menos comun que la LA, pero mas frecuente que la
Leucemia Linfocitica Crénica (LLC) a diferencia de los paises anglosajones donde
es mas comun. La enfermedad se observa a cualquier edad, pero en niflos ocupa
el 3% de las leucemias en general; su frecuencia predomina en los adultos de 40-
50 afios y se observa mas en hombres que en mujeres (3:2).

A diferencia de los pacientes con LA, los pacientes con LC en un principio
se oObservan recuentos de plaguetas normales o aumentados, que en la
evolucién posterior desarrollan trombocitopenia.

La Leucemia de Células Peludas se origina en los linfocitos B. Las células
leucémicas se caracterizan por tener prolongaciones en el citoplasma (“pelos”),
son fosfatasa dcida positiva y resistentes al tartrato. Es una enfermedad

~16 -
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4. LEUCEMIA

caracteristica de la edad media (entre la quinta y sexta décadas). Este tipo de
leucemia es poco comun en México pero se ha encontrado en el norte del pais.
Su diagnostico se basa en la demostracion de los linfocitos caracteristicos en
sangre periférica, médula dsea o bazo.

4.4.3 Métodos utilizados en la clasificacion de las leucemias

Ademas del examen fisico y clinico de la patologia del paciente, el médico
requiere de una investigacion de las células involucradas.

Morfolégica: Bioquimica:

Citologia de la médula 6sea (clasificacion FAB) Deoxinucleotidil transferasa terminal (Tdr)
Patologia de la biopsia Adenosin deaminasa

Observacién de las células en microscopio Lisozima en suero y orina

S-Nucleotidasa
Hexosaminidasa

Sitios de union de insulina
Receptor de glucocorticoides

Citoguimica:
Métodos enzimaéticos:

- Peroxidasa

- Estereasa (especifica y no especifica)

- Fosfatasa Citogenética:

- Avil sulfarasa Alteraciones numéricas

- B-glucoronidasa Alteraciones estructurales

Métodos no enzimiticos
- Negro de Sudan

- PAS

- Pironina

Citometria de Flujo:
Analisis del ciclo celular

Cinética Celular:
fndice mitético
Radiosensibilidad in vitro

Inmunolégica:
Marcadores de superficie celular:
- RosetaE

- Receptor de complemento
- Inmunoglobulina de membrana Estudio de sensibilidad a drogas:

Antigeno de superficle celular: Sensibitidad in vitro a Ara-C y L-asparaginasa
- HTA

- CALLA

Sintesis de inmunoglobulinas celulares

Inmunoglobulina citoplasmatica

Tabla 4.1. Métodos usados en clasificacién de leucemias
* HTA: Antigeno de Timocito Humano
*+ CALLA: Antigeno LAL Comin

-17 -
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4. LEUCEMIA

4.4.3.1 Clasificacion Morfoldgica (FAB)

El grupo FAB (Franco-Americano-Britanico) propuso los criterios para
realizar la clasificacion morfoldgica de las LA, que la dividia en 9 tipos: 3 de
estirpe linfoide y 6 de estirpe mieloide. Posteriormente, ante la gran informacién
generada, se agregaron a la clasificacion inicial 2 variedades mas de la leucemia
mieloide: MO y M7, las que no pueden ser diagnosticadas sélo con bases
morfoldgicas (Tablas 4.2 y 4.3).

No obstante que las tinciones especiales, los marcadores de superficie, el
inmunofenotipo, la citometria de flujo y el cariotipo han contribuido para lograr
el diagnéstico de las leucemias en forma mds precisa, los estudios basicos, como
el examen cuidadoso de los frotis de sangre periférica y de médula ésea, siguen
teniendo gran importancia.

En el examen morfoldgico debe ponerse especial atenciéon en las
caracteristicas del nucleo; su grado de madurez (determinado por la finura de la
cromatina), la presencia o no de nucléolos y la forma y contorno del mismo
nucleo &

La naturaleza de las inclusiones citoplasmaticas, particularmente granulos
primarios o secundarios, granulacién azurofila, vacuolas y cuerpos de Alier, son
puntos clave en el diagndstico. lgualmente, la proporcién del citoplasma
basofilico es importante para juzgar el grado de inmadurez; un citoplasma
abundante que no es azul es caracteristico de mayor madurez.

El uso de microscopia optica es el primer paso para diferenciar LAL de
LAM. Las caracteristicas que las distinguen son sutiles ya que los linfoblastos son
mas pequefios que los mieloblastos. Cuando se cuenta con un contador celular
por impedancia, sus volimenes se superponen (en los histogramas obtenidos) en
las regiones de distribucién de linfocitos y monocitos normales, por lo que la
experiencia y el criterio del observador se deben aplicar cuando hay sospecha de
la presencia de blastos 3.

- 18 -
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Leucemias Agudas Linfoblasticas (LAL)

LA-L): Linfoblastica “tipica”
LA-L2: Linfoblistica “atipica”™
LA-L3: Parecida al linfoma de Burkitt

Leucemias Agudas Mieloblésticas (LAM)

LA- MO: Mielobastica diferenciada minimamente
LA- M): Mielobastica Inmadura

LA- M2: Mielobastica madura

LA- M3: Promielocitica hipergranular

LA-M4: Mielomonobiastica

LA-MS: Monoblastica pura

LA- M6: Eritroleucemia

LA~ M7: Megacarioblastica

Tabla 4.2. Clasificacién Morfoldgica de las Leucemias Agudas 6.

Caracteristicas Subtipos
Citolégicas

L1 L2
Tamano Predominan células GCrande y heterogéneo
Celular peguenas
Cromatina Homogénea en todos los Variable, heterogénea en
nuclear €asos todos los casos

Forma nuclear

Nucleolos

Cantidad de
citoplasma

Basofilia en

citoplasma

Vacuolacién
citopldsmica

Regular, hendiduras
ocasionales

No visibles o pequefos,
no discernibles

Escasa
Ligera 0 moderada,
intensa en raras

ocasiones

Variable

Irregular, hendiduras o
identaduras

Existe 1 6 mas, a menudo
grandes

Variable, abundante a
moderado

Variable, intensa en
algunas células

Variable

L3
Grande y homogéneo

Puntilleo fino y homogéneo

Regular oval a redondo

Destacados 1 6 mas

Abundante a moderado

Muy intensa

A menudo importante

Tabla 4.3. Criterios del grupo FAB para los subtipos LAL 8.
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-

Fig. 1A. Linfoblasto L1 (SP): Fig. 1B. Linfoblasto L1 (SP):
Citoplasma azul escaso Citoplasma azul-grisaseo moderado
Nucleo redondo Nucleolos escasamente visibles
Nucleolos indistintos (flechas).

Vacuolas leves a escasas

1 -
i

¢

-—

Fig. 2A. Linfoblasto L2 (SP): Fig. 2B. Linfoblasto L2 (SP):
Citoplasma moderado Citoplasma escaso

Nucleo irregular Nucleo irregular

Nucleolos visibles (grandes) Nucleolos visibles (flechas)

Vacuolas variables 3

o

-~

.

Fig. 3Ay 3B Linfobiasto L3 (M0):

Citoplasma grande, homogéneo Nucleo regular, redondo u oval
Nucleolos prominentes (1 6 mas) Vacuolas abundantes 3.
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4. LEUCEMIA

Designacién

Terminologia comun

Tipos de células predominantes

MO

M1

M2

M3

M4

M5

M6

M7

Minimamente diferenciada

Indiferenciada

Mielocitica aguda

Promielobléstica

Mielomonocitica aguda

Monocitica aguda

Eritroleucemia

Megacarioblastica

Blastos de tamano pequeiio o mediano, sin
granulacién citoplasmatica y pocos de ellos
vacuolados.

Mieloblastos sin signos de maduracion,
comuin en adultos y lactantes menores de |
ano. Algunos blastos pueden tener
granulos azuréfilos o bastones de Aiier.

Mieloblastos con signos generalmente de
diferenciacion  promielocitica (+ 50%
blastos y progranulocitos), con granulacion
azuréfila y bastones de Auer.

Promielocitos hipergranuloso. Puede haber
la presencia de bastones de Alier en
“empalizada” (90-95% de los casos).
Granulocitos (médula 6sea) y monocitos
(sangre periférica). Citoplasma irregular,
algunas vacuolas citoplasmaticas,
cromatina inmadura, nucleolos y, a veces,
algunos granulos protoplasmaticos y/o
eosinofilia.

Monoblastos (5A), promonocitos (SB).
Blastos con moderado citoplasma y nucleo
con cromatina gruesa.

Eritrocitos y granulocitos (mas del 50% de
células en MO son eritroides). Eritroblastos
prominentes vy, algunos multinucleados,
mieloblastos distorsionados.

Presencia de megacariocitos.

Tabla 4.4. Clasificacién de Leucemia Mieloblastica Aguda del grupo FAB.

VMEB 2009
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4. LEUCEMIA

Fig. 4 LAM-MO minimamente diferenciada s. Fig. 5 LAM-MIlsin maduracién con menos
del 10% de granulocitos maduros s.

gt

e

]
|

Fig. 7 Leucemia promieloblastica M3 s.

Fig. 8 Leucemia mielomonocitica aguda Fig. 9 Leucemia monocitica aguda M5 s,
con eosinofilia M4 5.

T
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4. LEUCEMIA

y y
PiAe,” 5 P
Fig. 10 Eritroleucemia M6. Hay deseritropoyesis Fig. 11 Leucemia Megacarioblastica aguda
con cromatina megaloblastica 8. M7 s.

4.4.3.2 Clasificacién Inmunolégica

Al identificar las células por medio de sus caracteristicas antigénicas, los
marcadores inmunoldgicos permiten el estudio de las células hematopoyéticas.
Estos se emplean para definir y subdividir a las leucemias linfoides.

Mediante los métodos inmunoldgicos es posible reconocer antigenos (Ag)
en la membrana o en el citoplasma de las células, algunos de los cuales son
especificos para diferentes poblaciones celulares determinadas.

La presencia de inmunoglobulinas citoplasmaticas es también un
marcador importante de los linfocitos B. La identificacion de antigeno de
diferenciacion de membrana (Ag que aparece en ciertas etapas de maduracion y
diferenciacion celular) proporciona la informacion sobre las etapas de
maduracion de los linfocitos B y T, basada en la constitucion antigénica de la

células.

Propdsito LAL B LALT LAM

Definicion de linea CD79a/ CD19 CD3c¢/ CD7 MPOc/CD13,CD33
Maduracion CD34/ TdT CD34/ TdT CD34/CD15/HLA DR

Tabla 4.5. Clasificaciéon inmunoldgica simplificada de las leucemias agudas §.

CD= Designacidn de grupo
MPQOc= Mieloperoxidasa citopldsmica identificada por anticuerpo monoclonal
TdT= Transferasa de desoxinucleédtidos terminales identificada por anticuerpo monoclonal

- 23 -
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4.4.3.3 Clasificacién Citoquimica

Este sistema utiliza una combinacién de tinciones basadas en la técnica de
Romanowsky y reacciones citoquimicas. En el panel actual de estudios
citoquimicos de la clasificacion de la FAB se incluye mieloperoxidasa, negro de
Sudan B, cloroacetato esterasa y esterasa inespecifica (mediante el empleo de a-
naftil acetato o butirato como sustrato). Ejemplo:

La mieloperoxidasa (MPX) es una enzima que se encuentra en los granulos

primarios de neutréfilos, eosindfilos y algunos monocitos. Los linfocitos no
presentan actividad de MPX. Esta tincidén es atil para diferenciar la LAM de la

00

-

-

Fig. 12. Tincién de Mieloperoxidasa (+) Fig.13. Mieloperoxidasa (+) en Promielocitos
en células mieloides tempranas (flecha: leucémicos (LAM- M3).
bastdn de Ader).

4.4.3.4 Clasificacién Citogenética

En numerosos casos de LAL se encuentran alteraciones cromosoémicas de
forma uniforme en las células leucémicas. Al emplear técnicas de bandeo y alta
definicién estandarizadas, casi todas la células leucémicas presentan una
anormalidad citogenética clonal de un tipo u otro. Estas anormalidades pueden
ser de nomero (ploidia) o estructura (traslocaciones, deleciones vy
acomodamientos).

=24 -
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Alteracién Oncogenes Subtipo LAL Frecuencia (%)
cromosémica implicados
t(9;22)(q34;q11) | BCR/ ABL LAL- pre B 5-25
11923 HRX (ALL/1) LAL- pre B 5-70
t(1;19)(g23;p13) | PBX1/E2A LAL- pre B 25
t(8;14)(q24;932) | MYC/ Ig’s LAL- B 100
t(11;14)p13;q11) | RHOM-2/TTG2 LAL-T 10
t(1;14)q32;q11) | TAL-1/ TCR LAL-T 20
t(10;14)(g24:q11) | HOX11/ TCR LAL-T 7
1(8;14)(q24;911) MYC/ TCR LAL-T 10
Tabla 4.6. Alteraciones genéticas en Leucemia Linfobldstica Aguda (LAL).
Alteracién Oncogenes Subtipo LAM Frecuencia
| cromosémica implicados (%)
t(15;17)q21;921) PML/ RARA = M3 100
1(8;21)q22;922) AML1/ ETO M2 40
t/del/inv(16)(p13;q922) | CBFB/ MYHI1 M4 75
1(6,9) (p23;q24) DEK/ CAN M1/ M2/ M4 <5
t/ del(11)/q23) HRX (ALL1) M5 <6
L 1(9;22)(q34;q11) ABL/ BCR M1/ M2/ M5 <5

Tabla 4.7. Alteraciones genéticas en Leucemia Mieloide Aguda (LAM).

4.5 Cuadro clinico

4.5.1 Leucemia Aguda

Los pacientes que sufren LA presentan sindromes hemorragicos, anémico
o infiltrativo, aislados o en combinacion. La hemorragia puede deberse a
trombocitopenia por invasion leucémica de médula 6sea o a coagulopatia. La
anemia se debe también a invasion tumoral de médula 6sea y habituaimente es
mds grave en la leucemia linfoblastica, aunque |la anemia grave es un dato de

buen prondéstico en leucemia linfoblastica infantil.

El sindrome infiltrativo supone crecimiento de ganglios, bazo o higado;
las leucemias con componente monoblastico infiltran las encias con mayor

frecuencia que las leucemias linfoblasticas.

VB 2005
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4. LEUCEMIA

La expansiéon de la cavidad medular por la proliferacion celular
monoclonal puede causar dolores 6seos. Las LAL de linfocitos T con
frecuencia generan crecimiento del timo, visible en radiografias de térax s.

4.5.2 Leucemia Crénica

Generalmente el diagnostico se realiza cuando el paciente se encuentra
asintomatico y acude a realizarse estudios rutinarios. La LC es determinada por
medio de la citometria hematica. La anemia puede no existir y cuando se
presenta suele ser moderada; las plaquetas e encuentran aumentadas en la mitad
de los casos y es rara la trombocitopenia al momento del diagnéstico.

En la exploracidon fisica se encuentra esplenomegalia en el 95% de los
enfermos y hepatomegalia en aproximadamente el 50%; es comun encontrar
adenomegalia moderada. Purpura o fiebre se presentan en menos del 25% de los
pacientes s,

4.6 Diagnéstico
4.6.1 Leucemia Aguda

El diagnéstico de LA se efectia con el estudio de extendidos de sangre
periférica o aspirado de médula 6sea empleando tinciones del tipo Wrigth,
Romanovsky o May-Griinwald-Giemsa. Cuando la invasion blastica en sangre
periférica es muy grave, no hay dificultad para establecer el diagnéstico de LA,
sin embargo, cuando existen dudas debe hacerse el estudio en médula ésea.
Cuando la invasién por blastos en sangre periférica es masiva, se infiere que hay
mas de 20% de blastos en la médula ésea. La presencia de bastones de Alier en
las células leucémicas de sangre periférica o de médula ésea, es suficiente para
establecer el diagnostico de LAM.

4.6 .2 Leucemia Crénica

El diagnédstico se basa principalmente en los hallazgos de la citometria
hematica. Cuando hay leucocitosis sin causa aparente, proliferacion de formas
joévenes de la serie mieloide, aumento de plaquetas, etcétera, asociadas con
esplenomegalia, las posibilidades diagnésticas diferenciales son escasas. En
ocasiones, infecciones crénicas como tuberculosis (en ancianos), tumores que
invaden médula 6sea o infecciones agudas pueden simular la enfermedad
(sindrome leucemoide).

— 26 -

VMB 2005



4. LEUCEMIA

4.7 Factores Pronésticos

4.7.1 Leucemia Aguda

Las caracteristicas iniciales del enfermo con LAL permiten predecir con
cierta seguridad la respuesta a la terapéutica y las posibilidades de
supervivencia prolongada o curacién. En primer lugar depende del tipo celular
implicado en la misma. La divisién en grupos riesgo de pacientes con LAL es
algo arbitraria pero generalmente se acepta que la edad, el sexo, el estado
nutricional y el recuento leucocitario son datos muy importantes (tabla 4.8),
seguidos de la estirpe T o B de la leucemia y los cambios cromosémicos en un
cariotipo de médula ésea.

Factores Favorable Desfavorable
1. Edad 1 -10 anos <1 aho

> 10 anos
2. Sexo Femenino Masculino

3. Magnitud y distribucion de la carga tumoral

<10x109/L >50x109/L

- Leucocitos

- Viceromegalias “masivas” Ausente Presente

- Tumor mediastinal Ausente Presente

- Infiltracion testicuiar Ausente Presente

- Infiltracién renal Ausente Presente

- Infiltracion SNC Ausente Presente

4. Clasificacion citomorfoidgica FAB L1 FAB L2, L3

5. Clasificacién inmunolégica LAL “comun” LAL tipo “T”, "B"

6. Clasificacion citogenética Alteraciones  numeéricas; | Alteraciones
hiperdiplidia < 50 | estructurales t(9:22,
cromosomas 1;19, 4; 11, 8; 14,

11;14)

7. Respuesta al tratamiento de induccién MO = M1 (< 5% blastos en | MO = M3 (> 25%
el dia 14) blastos en dia 14)

8. Estado nutricional a! diagnostico Normal Deficiente

Tabla 4.8 Indicadores de valor prondstico en Leucemia Aguda Linfobldstica infantil 8.

La leucemia tipo T precisa da un tratamiento diferente y supone un peor
pronéstico cuando se presenta con hiperleucocitosis; las leucemias tipo B tienen
un curso menos agresivo y las leucemias LAL con antigenos mieloides son de mal
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4. LEUCEMIA
pronéstico; la presencia del cromosoma Filadelfia da un pronéstico poco
alentador, sobre todo en adultos.

Los pacientes clasificados como de “riesgo habitual” o “normal® (RH)
comprenden las edades de entre 18 meses y 10 anos de edad, un estado
nutricional normal, menos de 30 000/ul leucocitos al diagndstico, leucemias de
estirpe B, ausencia de traslocaciones o marcadores mieloides, presencia de la t
(12; 27), carencia de infiltraciéon al Sistema Nervioso Central al momento del-
diagnéstico y contenido euploide (niUmero normal de cromosomas) o hiperpliode
(uno 0 mas cromosomas 0 segmentos cromosomicos afadidos al nimero normal
de cromosomas) de ADN.

Se clasifica a los pacientes como de riesgo “alto” (RA) cuando su edad es
menor a un ano o mayor de 10 anos, leucocitos por arriba de 50 000/ulL al
momento del diagnéstico, inmunofenotipo T (por expresién de antigenos
mieloides), mal estado nutricional y la presencia de la traslocaciéon t (9; 22), ésta
Gltima es de mal prondstico .

4.7.2 Leucemia Cronica

Todas las formas crénicas de leucemia son poco frecuentes en nifios, sin
embargo la mds comin en estos pacientes es la Leucemia Mielocitica Crénica
(LMC), de la cual ocurren 2 tipos en la niflez: la varlante infantil o juvenil (en
nifnos menores de 5 anos) y la del tipo adulto (en nifios en edad escolar: 5 a 9
anos).

El tiempo promedio de supervivencia después del diagnostico es de 4 a 5
anos. Las causas principales de muerte son infecciones, hemorragia, trombosis e
insuficiencia cardiaca.

4.8 Tratamiento
4.8.1 Leucemia Aguda

El tratamiento debe ser conducido por- un hematélogo u oncélogo
capacitados. Los medicamentos que pueden utilizarse tienen efectos diversos:
agentes alquilantes (ciclofosfamida, clorambucil), antimetabolitos {metotrexato,
arabisndsido), sustancias que fijan al ADN como antraciclinas, etcétera.

La manera de administrar los farmacos y las fases del tratamiento
dependen del tipo de LA que el paciente sufra. Muchos hematélogos usan
antibidticos (cotrimoxazol, quinolinas), antimicéticos (itraconazof, fluconzol) e
inhibidores de la fibrindlisis (ac. ®-aminocaproico) de manera profilactica para

- 28 -
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prevenir la generacién de granulocitopenia o trombocitopenia iatrogénicas o

ambas.

El tratamiento se realiza en varias fases:

a)

b)

9]

d)

e)

Induccién a la remisién.  En esta fase se pretende destruir a fa mayorfa de las

células leucémicas y recuperar la hematopoyesis normal y el bienestar

del paciente. Para ello se utilizan firmacos que no afecten en gran
mediad la sintesis de ADN:

72 Vincristina: 1.5 mg/m?/ semana, endovenosa con maximo 2 mg
por 4-5 dias.

A L-asparaginasa: 5000 - 10 000 Ul/mz2 intramuscular, con vigilancia
por probable presencia de reaccion de hipersensibilidad,
hiperglicemia eventual y/o pancreatitis.

7 Prednisona: 60 mg/mz2/dia, via oral por 21 a 28 dias.

Tratamiento post-remisibn.  Se pretende destruir a las células residuales

sobrevivientes de la etapa anterior, en este caso se utilizan firmacos

que afecta la sintesis de ADN que puedan destruir a las células en

“reposo” o0 que se encuentren la fase Go del ciclo celular:

2 Quimioprofilaxis intratecal (via infra).

A Arabinécido de citosina (Ara C): >1 mg/m? en infusién alternada
con

A Metrotrexate: > 1 mg/m? por infusién de 24 horas, sequido de
leucovorina a las 24 horas de haberse terminado la infusidn.

Tratamicnto preventivo de Leucemia Menfugea o Profilaxis del SVC. Se administran
farmacos en por via intratecal (metotrexato, arabinésido de citosina y
corticoesteroides) para destruir a las células alojadas en este sitio.
También se ha recurrido a radioterapia craneal, aunque se reserva para
los pacientes de alto riesgo (hiperleucocitosis al momento del
diagnéstico).

Tratamiento de continuacién. Se pretende destruir a las células leucémicas

residuales utilizando medicamentos que interfieren con la sintesis de

ADN (mercaptopurina y metotrexato), produciendo mielosupresién.

También pueden realizarse quimioterapias intermitentes (vincristina,

prednisona, antraciclinas):

A 6-Mercaptopurina: diaria en administracién nocturna.

A Metrotrexate: semanal intramuscular y un periodo de pseudo-
reinduccién con vincristina y prednisona cada 3 meses.

A Terapia triple intratecal.

Tratamiento de formas especificas de LACL. A los pacientes con cromosoma

Filadelfia (Ph1) puede darseles tratamiento con mesilato de imatinib

Ve 2005
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(STI-671), inhibidor de de la cinasa de tirosina especifica de ABL, capaz
de inducir remisiones hematoldgicas, citogénicas y hasta moleculares s.

En las Leucemias Agudas Mieloblasticas (LAM), el tratamiento inicial es de
induccién a la remisidon, aunque las posibilidades de remisién completa y
sostenida son menores (50 ~ 70% con guimioterapia en comparaciéon de
aproximadamente 90% en LAL). Se requiere apoyo transfusional, uso de
antibidticos 'y antimicoticos profilacticos para evitar infecciones por
microorganismos oportunistas en los periodos de neutropenia.

En las LAM con componentes monociticos (M4 y M5), es mas frecuente la
infiltracion a SNC por lo que se sugiere tratamiento profilactico con
quimioterapia intratecal. Los nifios con estas variedades de leucemia y recuento
de leucocitos altos en el momento del diagndstico se ven beneficiados con esta
terapéutica .

4.8.2 Leucemia Crénica

La enfermedad al inicio se mantiene estable y responde en forma
adecuada y rapida al tratamiento (fase crdnica); después de algunos arnos, la
respuesta es erratica y el padecimiento se torna mas agresivo y resistente (fase
acelerada) para que, en un lapso menor a un afo, se transforme en enfermedad
aguda con la presencia de numerosos blastos que finalmente termina con la vida
del paciente (fase o crisis blastica).

Un medicamento utilizado para el tratamiento de Leucemia Mielocitica
Crénica (LMC) es el agente alquilante busulfan, el cual se administra por via oral
continua a una dosis inicial de 4 a 10 mg/dia con vigilancia semanal; la dosis se
ajusta de acuerdo con la respuesta clinica y de laboratorio del paciente. En un
lapso variable (2 - 6 semanas) se observa respuesta favorable en la mayoria de
los casos, lo que permite reducir o suspender el tratamiento por periodos
variables.

Otro medicamento que puede usarse es la hidroxiurea ya que la respuesta
es mas rapida y la toxicidad es menor y predecible. La terapéutica generalmente
se basa en el uso de la quimioterapia con medicamentos que impidan la divisién
del ADN ya que el objetivo del tratamiento es controlar y hacer retroceder los
efectos negativos del padecimiento.

El busulfdn y la hidroxiurea normalizan los recuentos de leucocitos y
reducen el tamano del bazo. Esencialmente, la enfermedad no se cura con
quimioterapia, por lo tanto, el transplante de médula 6sea es la Unica
oportunidad de curacién con una tasa de supervivencia de 50-70 %.
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En el caso de la Leucemia Linfocitica Crénica (LLC), lo que se trata es de
prolongar la supervivencia del paciente. En este tipo de leucemia, sélo el
transplante de médula 6sea la cura. Dado que esta enfermedad se presenta en
personas mayores y con desarrollo muy lento de la enfermedad, rara vez se
realiza el transplante. La combinacién de cloraminofeno y esteroides
(prednisona) son el tratamiento de eleccion por su efectividad y tolerancia s.

4.9 Quimioterapia

Consiste en la administracion de farmacos que tienen por objetivo
impedir la reproduccién de las células cancerosas. Dichos farmacos (conocidos
como citostaticos) se clasifican en varios grupos:

a) Agentes alquilantes

b) Antimetabolitos

¢) Antibidticos antitumorales
d) Derivados de plantas

e) Quimioterapia especifica

Agentes alquilantes

Los alquilantes son compuestos quimicos que interfieren en la division
celular al inhibir la replicacion del DNA estableciendo sélidos puentes de unidn
entre los atomos N7 de la guanina y N3 de adenina y guanina de ambas hebras
del DNA (Fig. 13).
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Fig. 13. Principat lugar de accién de los agentes alquilantes.
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Antimetabolitos

Los antimetabolitos son sustancias similares a los metabolitos naturales,
pero en los que se han introducido uno o dos cambios en su estructura quimica.
La célula los utiliza indistintamente, pero el antimetabolito induce la denominada
sintesis letal de bases puricas o pirimidicas.

Antibiéticos antitumorales

Son productos de origen microbiano (aunque luego se obtengan por
medios sintéticos) que inhiben el crecimiento tumoral. Existen dos grupos:
Antibioticos que interfieren o reaccionan con e/ DNA.

Derivados de plantas

Diversos alcaloides derivados de plantas tienen una actividad
anticancerosa. Entre ellos destacan las £pidofilotoxinas (VM-26 y VP-16). Son
derivados semisintéticos. Interaccionan con la Topoisomerasa ll, enzima nuclear
del DNA, con detencion del ciclo mitotico en G2 y posterior muerte celular, tras
la maxima accién en la fase S.

Quimioterapia especifica

Intenta la reconversion de las células malignas en benignas. Este concepto
constituye la base de la aplicacion de la L-asparaginasa. Algunas células
leucémicas se caracterizan por su déficit intracelular de L-asparagina, por lo que
dependen a diferencia de las células normales, de la L-asparagina extracelular.
Esta es inactivada por la L-asparaginasa, que produce su desaminacién.

Bases experimentales

Las bases de la gquimioterapia antineopldsica son las siguientes: los
citostaticos destruyen una fraccidon constante de células, son mas activos frente
a las células con un indice de proliferacion elevado que sobre las que se
encuentran en reposo mitdtico. Deben utilizarse en periodos breves y
discontinuos, a dosis altas para actuar sobre la poblacién celular maligna, cuya
actividad proliferativa es mayor que la de las células normales v,
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4.10 Transplante de Médula Osea

Los pacientes que no logran la remisién completa con quimioterapia de
induccién, tienen un prondstico malo .

El transplante de médula 6sea es actualmente el tratamiento de primera
eleccion. El procedimiento para que el transplante sea exitoso implica la
preparacion del receptor para erradicar las células malignas y suprimir la
inmunidad del huésped. Esto se logra con el empleo de dosis elevadas de
ciclofosfamida y la irradiacién total ro.

El proceso de preparacion es 7 a 10 dias. La médula 6sea se obtiene, con
el donante bajo anestesia general, mediante la aspiracién de varios sitios a lo
largo de las espinas iliacas posteriores. La cantidad de médula del donante
requerida depende del tamafio del receptor. Después del procesamiento, la
médula se infunde en el receptor por via intravenosa .

Los transplantes de médula para enfermedades malignas provienen de 3
tipos de donantes:

a) Transplante singénico. Proviene de un donante gemelo idéntico, es el mas
apropiado porque la compatibilidad celular es total, pero por razones
obvias son poco frecuentes.

b) Transplante alogénico. Donante genéticamente diferente del receptor. Se
intenta compatibilizar los mas posible los antigenos leucocitarios
humanos (HLA). Dentro de cualquier familia puede haber solo 4
haplotipos de HLA (2 de la madre y 2 del padre), y cada paciente tiene la
posibilidad de 1/4 de tener un hermano con HLA idéntico.

¢) Transplante autélogo. De células troncales de médula o sangre periférica
del mismo donante cuando éste se encuentra en remision. Se recolecta
del paciente y se les vuelve a infundir. La remision de las células
recolectadas, probablemente contaminadas con células malignas, se
logra in vitro mediante el uso de anticuerpos monoclonales
antileucémicos o farmacos citotéxicos (Fig.14).
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Figura 14. Esquema del transplante de Células troncales de sangre periférica y de médula
6sea’,
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5. LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
5. El Laboratorio de Analisis Clinicos

5.1 Antecedentes

Los laboratorios de analisis clinicos se crearon en el siglo XIX. Uno de los
primeros lo establecié Jan Purkyné en su casa, en Breslau en 1824, seguido por
el formado en 1826 por Justus von Liebig en Gissen, aunque estos lugares eran
mas bien académicos que asistenciales.

El primer laboratorio cuyas funciones analiticas y diagndsticas eran las
principales se fundé en 1885 por Hugo von Ziemssen en Munich, basado en
técnicas quimicas bacteriolégicas y microscépicas. En los estados Unidos, los
primeros laboratorios de andlisis clinicos se fundaron en 1893 en Michigan vy, en
1895, en Filadelfia. Fue cuando se introdujo el término “patologia clinica” para
identificar los trabajos de laboratorio relacionados con los pacientes vivos y
distinguirlos de {a “anatomia patoldgica”.

Con la generalizacion del uso de examenes de laboratorio el ejercicio de la
medicina volvié a cambiar: se habia iniciado como prdctica clinica privada,
cuando el paciente era visto en su casa o en el consultorio del médico; que poco
a poco se fueron convirtiendo en hospitales, se transformé en medicina de
hospital, y con la introduccién de la patologia clinica se convirtio en medicina de
laboratorio.

A principios del siglo XX todavia existian hospitales que albergaban, en un
pequefo cuarto o hasta en un rincon de las salas de internamiento, una mesa
con mechero de Bunsen, una pequefia estufa, algunos tubos de ensaye, cajas de
Petri con medios sélidos de cultivo, hisopos y a veces hasta un microscopio,
apara que el médico residente realizara algunos examenes sencillos, pero
urgentes, casi siempre de noche y cuando el laboratorio principal estaba cerrado.

La realizacion de la mayor parte de los examenes de laboratorio se han
convertido en una especialidad, que requiere no solo conocimientos y
habilidades sofisticados, sino también experiencia y juicio critico; el médico debe
conocer las indicaciones de los distintos examenes posibles e interpretar
correctamente sus resultados, pero no estd capacitado para bhacerlos
personalmente 3.
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5.2 Importancia del Laboratorio de Analisis Clinicos (Urgencias).

Desde el punto de vista informatico, el laboratorio de analisis clinicos
tiene tres componentes: la entrada (material que llega al laboratorio para
comenzar el trabajo), que son las solicitudes y las muestras; el procesamiento
(analisis de las muestras en el laboratorio) y la salida (informes de resultados,
consultas). Este representa un enfoque tradicionalista que presenta limitaciones
y problemas de comunicacién que afectan la eficiencia de las pruebas que se
realizan en el laboratorio y, por lo tanto, la atencién médica.

Para ser mas eficiente en el ofrecimiento de los servicios, el laboratorio
clinico debe considerar la adecuacién de la prueba solicitada respecto al cuadro
clinico del paciente y el momento de recoleccién de la muestra. Durante el
procesamiento, el laboratorio debe tener en cuenta no sélo la exactitud y la
precision de la estimacion del analito sino también la importancia clinica y el
tiempo empleado en el andlisis.

En la salida de los informes, la interaccidon se concentra en el impacto de
los resultados en la atencidon del paciente, considerando si los datos
proporcionados por el laboratorio se interpretaron adecuadamente y se
integraron al plan de atencion 12.

El laboratorio de analisis clinicos de urgencias es un departamento clave
en hospitales e instituciones de salud, pues los médicos generalmente necesitan
de ese servicio para realizar un diagnéstico certero de las enfermedades que
aquejan a las personas que acuden con el médico de guardia en dias y horarios
fuera de lo comun, asi como para dar seguimiento del estado de salud de los
pacientes que se encuentran hospitalizados.

La misién de un Laboratorio de Urgencias consiste en proporcionar al
clinico un informe con el resultado de las determinaciones de las magnitudes
biolégicas, con la maxima rapidez y confiabilidad que conlleve a establecer un
diagnéstico certero y/ o modificar una actuacion terapéutica en beneficio del
paciente.

El laboratorio clinico debe agrupar a profesionales expertos en areas como
la bioquimica clinica, biologia molecular, hematologia, etcétera, y al personal
técnico de apoyo. En este caso el laboratorio clinico puede estar en posicion de
ofrecer al médico los servicios y la consulta adecuados para la mejor atencién del
paciente. El laboratorio debe colaborar con el médico tratante, especialmente en
los casos en que se pueden presentar problemas de diagnéstico y no sélo
propiciar que la informacidon técnica proporcionada se limite a resultados
numéricos como respuesta a la requisicion de estudios del médico.

VMB 2005 - 37 -






6. CITOMETRIA HEMATICA

6. Citometria Hematica
6.1 Historia del estudio de la sangre

Por siglos, la sangre ha sido considerada la esencia de la vida. Uno de los
escritos hipocraticos que data del siglo IV a. C. describe al cuerpo como
compuesto por cuatro humores: bilis negra, sangre, moco o flema y bilis
amarilla.

Fahraeus, médico sueco del siglo Xll, sugirié que la teoria de los cuatro
humores podia tener su origen en la observaciéon de la sangre coagulada. En el
proceso de coagulacién, la sangre se separa en un coagulo gelatinoso rojo
oscuro, casi negro, en una capa de leucocitos y plaquetas y una capa de suero
amarillento. Se pensaba que la salud y la enfermedad eran el resultado de una
alteracion en el equilibrio de estos humores.

La composicion celular de la sangre no se reconocié hasta la invencion del
microscopio. Leeuwenhoek (1632 - 1723) describié y midié los corpusculos
rojos. El descubrimiento de los leucocitos y plaquetas fue hasta que mejoraron
los lentes del microscopio.

Karl Vierordt publicé en 1852 los primeros resultados cuantitativos del
analisis de las células sanguineas. Sus procedimientos para la cuantificaciéon eran
prolongados y tediosos; la sangre era colocada en un portaobjetos con un liquido
diluyente. Se contaban todas las células de la mezcla con ayuda de un
micrémetro en el ocular del microscopio. Posteriormente, se intentd
correlacionar las cuentas celulares con diversos estados patoldgicos.

Con el adelanto de los conocimientos en fisiologia sanguinea, en 1930, se
estudiaron las anemias y otros trastornos sanguineos bajo una base mas firme.
En algunos casos, la patologia de la enfermedad pudo comprenderse hasta que el
paciente respondia al tratamiento experimental, por ejemplo, se observé mejoria
en pacientes con anemia macrocitica al incluir en su alimentacién higado (rico
en vitamina Bi2) y que, a su vez, la carencia de la vitamina By, producia éste tipo
de anemia s.

Actualmente se sabe que las alteraciones en los componentes de la sangre
son el resultado de la enfermedad y no su principal causa. La sangre ha
evolucionado de los aspectos magicos a los bioldgicos.
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6.2 Citometria Hematica relacionada con el Diagnoéstico de Leucemia.

El estudio de la Hematologia se ha visto revolucionado por la gran
cantidad de instrumentos automatizados para el proceso de diagndstico clinico,
aunque el estudio morfolégico del extendido de sangre periférica (o frotis),
mediante microscopio 6ptico, ain se mantiene como caracteristica distintiva en
la evaluacion clinica de pacientes con anomalias hematicas.

El término citometria hematica proviene de “citos” célula, “metros’ medida
y “haemd sangre. El empleo racional de la informacién generada por los
contadores de particulas a través de la citometria de flujo, permite la orientacion
adecuada sobre el origen de las alteraciones de las células sanguineas, sin
embargo, estas mediciones pierden su valor si no se confirman con la
observacion al microscopio de los frotis s.

Debido a que ciertas enfermedades afectan primariamente a la sangre vy,
sobre todo, a sus elementos formes (leucocitos, eritrocitos y plaquetas), la
evaluacién cualitativa y cuantitativa de los rasgos morfolégicos en el examen
microscépico de un frotis es de gran utilidad ya que aporta informacion
determinante sobre problemas hematolégicos y contribuyendo asi a establecer el
diagndstico 3.

Por medio de la asociacion de la informacién de las alteraciones
morfolégicas observadas con los aspectos clinicos, patogénicos y bioquimicos se
obtiene el criterio para analizar el cuadro presentado por el paciente y asi
establecer un diagnéstico.

Un frotis bien hecho y examinado con cuidado puede proporcionar
informacion valiosa respecto a la salud del paciente. De hecho, pueden obtenerse
mas datos de esta prueba que de varios otros analisis hematolégicos que se
realizan de forma rutinaria.

En la observacion al microscopio, es importante establecer la diferencia
entre las células reactivas y blastos (células inmaduras), ya que la presencia de
éstos ultimos en sangre periférica es muy sugestiva de la presencia de leucemia,
por lo que se debe realizar inmediatamente una investigacién hematol6gica mas
detallada para descartar o confirmar el diagnéstico.

Actualmente la morfologia clasica de las células sanguineas sigue siendo
una parte basica de la Hematologia, por lo tanto, en este campo como en otras
disciplinas, se requiere gran exactitud técnica y criterio experimentado para
poder interpretar las alteraciones que se presentan, ya que no sélo aborda el
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diagnostico hematoldgico, sino que también permite reconocer diversos
trastornos infecciosos, hereditarios o metabdlicos.

6.3 Relevancia de la Citometria Hematica

La citometria hematica constituye la prueba de laboratorio que permite, en
la mayoria de los casos, sospechar de la presencia leucemia aguda o crénica asf
como de anemia y/o anormalidades en la serie plaquetaria. En el andlisis de esta
prueba es importante observar y conocer el estado de las 3 lineas celulares
importantes para el posible diagndstico de leucemia principalmente. Es
importante destacar que una cuenta leucocitaria dentro de los limites normales
no descarta la posibilidad de leucemia, asi como una marcada elevacion de estas
células no necesariamente es un indicio de esta enfermedad. Por otra parte, el
hallazgo de blastos en la citometria hematica debe sugerir la presencia de
leucemia hasta que otros estudios a realizar descarten dicha enfermedad.

Debido a que las leucemias conforman un grupo de enfermedades en las
que la manifestacién comun es una proliferacion no regulada y maligna de una
clona de células hematopoyéticas y a que es la entidad neopldsica maligna mas
frecuente en la edad pediatrica, es muy importante establecer un diagnostico
temprano para que el médico pueda ofrecer al paciente un tratamiento
igualmente rapido y eficaz para que, a su vez, el paciente tenga la oportunidad
de tener mejores expectativas para su recuperacion.

Por otra parte, al determinar la incidencia y la prevalencia de los
padecimientos hematolégicos se pueden programar acciones que conduzcan a
mejorar las bases diagndsticas, las medidas terapéuticas y las acciones
preventivas pertinentes.

6.3.1 Informacion de la Prueba

La Citometria Hematica (CH) es una prueba de deteccién bdsica. Consta
de una serie de pruebas que determinan el numero, variedad, porcentaje,
concentracién y calidad de las células sanguineas. La interpretacion correcta de
la CH supone un anadlisis detallado de cada uno de los datos que informa. La
medicién de todos los parametros e indices eritrociticos se realiza empleando
contadores de particulas (analizadores hematoldgicos).

Para los procesos de rutina de las muestras tanto internas como
externas (de rutina), asi como las de urgencia se realizan en los sistemas
hematoldgicos LH-750 y STKS respectivamente.

VMB 2005 - 4] -



6. CITOMETRIA HEMATICA

Fig. 15. Equipo STKS utilizado en el Laboratorio de Urgencias.

La medicidén de cada uno de los parametros que conforman la Citometria
Hematica (CH) se realiza en un analizador hematolégico Coulter el cual es un
contador automatizado para el uso diagndstico /n vitro en el laboratorio. El
principio del Coulter es un método electrénico para contar y medir particulas,
aunque la aplicacién especifica de este principio es contar y medir los leucocitos,
eritrocitos y plaquetas.

6.3.1.1 Principio del Analizador Hematolégico Coulter STKS

El analizador hematoldgico Coulter STKS proporciona un analisis completo
de eritrocitos, plaquetas y leucocitos con recuento diferencial de 5 componentes
(Neutrdéfilos, Linfocitos, Monocitos, Eosindfilos y Baséfilos) mediante el Método
Coulter.

El Método Coulter cuenta y mide las células detectando y midiendo los
cambios en la resistencia eléctrica a medida que la célula, en un liquido
conductivo, pasa a través de una pequefa apertura. Las células de la sangre
suspendidas en un liquido conductivo (diluyente tsoton) acttan como aisladores
eléctricos. La suspension de células es extraida a través de la apertura por un
vacio suave. Un flujo de corriente eléctrica se establece entre dos electrodos
sumergidos en el bafo de conteo. Uno se encuentra localizado dentro del
armazdn de la apertura (llamado electrodo interno). A medida que cada célula
pasa a través de la apertura, momentaneamente aumenta la resistencia para el
flujo de corriente eléctrica. Esto causa un pulso eléctrico que puede contarse y
medirse. El tamafio (amplitud) del pulso eléctrico es proporcional al volumen de
la célula (Fig. 17) 13,
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El Coulter realiza tres diluciones de una muestra de sangre. La primera es
dispensada al bafo ERIT para el andlisis de eritrocitos y plaquetas. La segunda es
dispensada al bano LEUC para el recuento de leucocitos y la medicion de la
hemoglobina. La tercera dilucion se utiliza para el andlisis diferencial de
leucocitos en la celda de flujo. Dos de los 3 recuentos realizados en los
recipientes de eritrocitos y leucocitos deben concordar en los limites

especificados para los recuentos para que el equipo los acepte. Este
procedimiento de conteo multiple previene los errores de los datos por
obstrucciones de la apertura o valores estadisticos extremos y permite que haya
reproducibilidad en los resultados s.
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Fig.16. Representacion de las variaciones en la diferencia Fig. 17. Cuenta de la serie blanca.

de potencial {DDP) producidas por el paso de células a
través del orificio.

En la figura 17 se observa que desde 35 fL hasta 360 fL hay poblacion de
leucocito y en la grafica de la figura 16, que desde 36 fL a 360 fL puede haber
poblacion de eritrocitos. Esto indica que necesariamente se tienen que separar
los dos tipos de células y la manera mas sencilla de hacerlo es eliminando a las
de un tipo. Lo que se hace es medir en dos cdmaras distintas. En una de ellas se
cuenta todo, es decir leucocitos, plaquetas y eritrocitos, pero el orificio que
comunica ambas camaras es muy estrecho, de manera que casi exclusivamente
pasaran glébulos rojos y plaquetas y, si pasan algunos leucocitos, su numero
sera despreciable frente al de glébulos rojos.
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En la otra cadmara lo que se hace es
introducir una por la que
eritrocitos tienen cierta afinidad, con lo que
a de su
membrana. Esto produce que se "lisen" los
Esta
pasa por la apertura que separa

sustancia los

tienden a dejarla pasar través

glébulos rojos y liberen hemoglobina.
solucién
ambos recipientes y se detectan los pulsos que
origina (sélo debidos a la serie blanca) en un
fotoemisor y fotorreceptor para medir la
cantidad de hemoglobina (Hb) contenida en la
sangre.

Para poder distinguir entre neutréfilos (NE),
eosindfilos (EQ) y baséfilos (BA) se utiliza otro

procedimiento: Conductividad.

Por medio de la conductividad se determina

el volumen y composicion interna de las células
sometiéndolas a alta frecuencia (Fig. 18), de esta
forma pueden graficarse comparativamente dos

propiedades celulares diferentes para la formaciéon de
un citograma de distribucion bidimensional o un
trazado de distribucion.

En la figura 19, C1 y C(C2
representan la membrana de la célula, R1 el nicleo de

(capacitores)

la misma y R2 el diluyente. Por medio de este
esquema se puede deducir que la densidad de la célula

es funcién inversa de la conductividad.

a se utiliza para diferenciar leucocitos, eritrocitos y

A medida que las células atraviesan la zona sensora e interrumpen el haz,
la luz se dispersa en todas direcciones. La luz dispersa como resultado de la

interaccion entre los pr
deteccion y conversion de

ocesos de absorcién, difraccion, refraccion 4. La

los rayos dispersados en sefiales eléctricas se logran

mediante fotodetectores en dngulos especificos.
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Amplitud de la
senal

Celda de flujo Detector

Tipo de célula
A\ Absorbancia/ Dispersién
Sefal de linea base

Células peguenas

S\ —» Bajaabsorbancia/ Dispersién
Senal baja
F .‘0_ Células de mayor tamano (granulares)
g —> . : A
F Alta Absorbancia/ Dispersion

Sehal moderada

L Células mayores (con granulos)

y ] 'Alla abhsorbancia/ Dispersion
Sefal alta

Fig. 20. Dispersién de la luz de un liser en una célula.

Para colectar la luz dispersa se utilizan lentes adaptadas con barras
bloqueadoras para evitar que la luz no dispersa ingrese en el detector. Una serie
de filtros y espejos separa las longitudes de onda variables y las presenta a los
fotodetectores.

El equipo STKS genera hemogramas utilizando la tecnologia VCS para
evaluar la determinacion diferencial leucocitaria en 5 componentes. La tecnologia
VCS permite la clasificacion segtin el tamafio Wolumétrico de las células mediante
impedancia, las mediciones de Conductividad de las células y la dispersion (en
inglés, Scatter) de la luz laser, todas realizadas simultaneamente para cada
célula. También cada célula se analiza con luz laser monocromatica que da
informacion sobre la superficie celular como su estructura forma y reflectividad.
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6.3.1.2 Parametros determinados por el Equipo Coulter STKS

Mide los siguientes parametros del hemograma (CBC) y del diferencial
leucocitario (DIFF):

Parametros del hemograma (CBC):

WBC LEUC Recuento de Glébulos Blancos

RBC ERIT Recuento de Glébulos Rojos

HGB HGB Concentracién de Hemoglobina

MVC VCM Volumen Corpuscular Medio

MCH HCM Hemoglobina Corpuscular Media

MCMC CHCM Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media
RDW ADE Ancho de distribucién eritrocitaria

PLT PLAQ Recuento de Plaquetas

MVP VPM Volumen Plaquetario Medio

Parametro del diferencial leucocitario:

NE% Porciento de neutréfilos

NE# Numero absoluto de neutroflos
LY% Porciento de linfocitos

LY# Numero absoluto de linfocitos
MO% Porciento de monocitos

MO# Numero absoluto de monocitos
EO% Porciento de eosinofilos

EO# Numero absoluto de eosinéfilos
BA% Porciento de basofilos

BA# Numero absoluto de basofilos

6.4 Examen de Extendidos de Sangre Periférica

Un extendido de sangre periférica bien realizado y examinado con cuidado
puede proporcionar informacién muy valiosa respecto a la salud del paciente.
También puede calcularse la cantidad de leucocitos y plaquetas, proporciones
relativas de los diferentes tipos de leucocitos y evaluar la morfologia de las tres
lineas celulares en busca de anomalias.

La informacion que se obtiene al examinar las tinciones de sangre es
sumamente importante y sirven de orientacién para el tratamiento, asi como de
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los efectos nocivos de la quimioterapia y de la radioterapia. La fidelidad de la
informacion obtenida depende en gran parte de la calidad de las extensiones.
Para un trabajo exacto se necesitan extensiones bien niveladas. Los portaobjetos
y cubreobjetos tienen que estar perfectamente limpios y sin grasa. La gota de
sangre no debe ser demasiado grande, ya que del tamano del depende en gran

parte el grosor de la extension.

El espesor adecuado depende de la finalidad de la extension. Para el
estudio de la estructura de las células sanguineas debe ser tan fina que, en la
mayor parte de ella, los eritrocitos estén en una sola capa, proximos entre si,
pero no sobrepuestos. Para el recuento diferencial de los leucocitos es mejor una
extension en la que los eritrocitos estén algo apilados, porque asi los leucocitos
se distribuyen con mas uniformidad, su nimero es mayor en una superficie dada
y se facilita el recuento. Por otra parte, la extension no debe ser tan gruesa que
resulte dificil identificar los leucocitos por separado.

6.4.1 Origen de las Muestras

Las muestras son recolectadas en tubos que contienen acido
etilendiaminotetracético o tripotasico (K;EDTA o K3EDTA), que anticoagula la
sangre por quelacidén del calcio, que es esencial para la coagulacién. Se prefiere
el K3EDTA liguido porgue se mezcla con facilidad con la sangre.

La manera mas comun de recolectar las muestras de sangre es el sistema

de tubo al vacio. Los tubos contienen una cantidad preestablecida del
anticoagulante sellado al vacio (Figuras 21-Ay 21-B).
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Procedimiento para la venopuncion:

1.

Localizar la vena y seleccionar un sitio adecuado para venopuncion.

,/ \ . -:- .,."
J ' Vena |
l , Vena Fosa cafdlica T ','\"_/L_
[ a i Cubirtal anticubita F b
) 4 -
\J , h
| .'/
s ¥
h '
- Mg s
Postertor

— Vena cafdlica
g
! , s

Vena basilica

Fig. 22. Venas del antebrazo (dos incidencias).

Limpiar el sitio de venopuncion con alcohol isopropilico con circulos
concéntricos desde el centro a la periferia. DEJAR SECAR AL AIRE.

Aplicar un torniquete 5 a 10 cm por encima del sitio de puncién
seleccionado durante no mas de 1 minuto.

Revisar la aguja y el equipo.
Realizar la puncién con la fijacién de la vena con el dedo pulgar 2.5a 5 cm
por debajo del sitio e insertar la aguja, con el bisel hacia arriba, con un

angulo de 15° entre la aguja y la piel.

Recolectar los tubos respetando el orden correcto de extraccién, con la
inversion de cada tubo de inmediato después de la recoleccion.

Liberar y eliminar el torniquete en cuanto se restablezca el flujo de sangre.

Colocar una gasa o algodén sobre el sitio de puncién, con suavidad y sin
presionar.

Desechar el equipo de puncion y rotular los tubos con los datos del
paciente.

10. Enviar las muestras rotuladas de manera adecuada al laboratorio.
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La puncion en nifios y lactantes debe realizarse por personal con
experiencia. Con frecuencia se utilizan agujas de menor calibre (23 6 25). Suele
ser mas adecuado el uso de jeringas o de "mariposas”. El brazo del nifio debe
estar inmovilizado tanto como sea posible.

Las punciones cutaneas generalmente se realizan en lo recién nacidos, los
pacientes pediatricos menores de 2 afos, los adultos con quemaduras severas,
antecedentes tromboticos, etcétera (Figuras 23-Ay 23-B).

D neidn perpendisular
alas huslas digilalee
Y

A

\ - — ]
]
Laor
e /
o dol taén
Ledo
LAl
ﬂlnm\\ \‘f;::u
Fig. 23-B. Ejemplo de equipo usado en puncién de talény
Fig. 23-A. Areas para las muestras por puncién piel.

cutanea: (A) talén y (B) dedo.

6.4.2 Preparacién y Tincion del Extendido

Los extendidos de sangre pueden hacerse en forma directa de la sangre
capilar o venosa. Pueden realizarse extendidos o frotis de sangre con buena
calidad a partir de del tubo con EDTA si se hacen dentro de las 2 a 3 horas de la
extraccion de la muestra v. Los frotis a partir de muestras que permanecen a
temperatura ambiente mas de 5 horas pueden presentar artefactos celulares
(equinocitos, esferocitos, neutrofilos vacuolados, etc.) que pueden causar dudas
respecto al diagnédstico.

La ventaja principal de hacer los frotis a partir de tubos con EDTA es que

>

pueden prepararse varios portaobjetos si es necesario. Ademas, el EDTA por lo
general impide la aglutinacion de las plaquetas en el portaobjetos de vidrio, lo
que hace que la estimacion de éstas sea mas exacta durante la evaluacion del
extendido.
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Tipos de Extendido

Técnica manual con 2 portacbjetos:

Se requieren 2 portacbjetos de vidrio (de 75 x 25 mm) limpios, con borde
biselado y esquinas romas de preferencia. También es posible hacer extendidos
de buena calidad con un cubreobjetos de hemocitometro.

1.

Se coloca una gota de sangre (de 2-3 mm de diametro) en un extremo del
portaobjetos.

El portaobjetos extensor (o cubreobjetos) se sostiene con firmeza a un
angulo de 30 a 45° y se lleva hacia atras hasta tocar la gota de sangre,
dejando que se esparza a lo largo del portaobjetos.

Empujar con rapidez y suavidad hacia adelante hasta el final del
portaobjetos (Figuras 24 y 25).

Fig. 24. Técnica para hacer ) o
extendidos de sangre periférica. Fig. 25. Frotis de sangre periférica
inaceptables.
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Secado de los Extendidos

Los frotis de sangre deben secarse lo mas rapido posible para evitar los
artefactos que produce el secado lento. En algunos laboratorios se usa un
ventilador pequeno para acelerar el secado.

Tincion de los frotis

Para tenir los extendidos de sangre periférica y médula ésea se usa la
tinciéon de Wright o de Wright-Giemsa (coloracién de Romanowsky). Estas
coloraciones se consideran policromaticas, porque contienen eosina y azul de
metileno.

El metanol presente en las tinciones fija las células al portaobjetos. La
tincion de las células o de los componentes celulares no tiene lugar hasta que se
agrega el buffer. El azul de metileno oxidado y la eosina forman un complejo
tiazina-eosinato, que tifie los componentes neutros. El buffer que se utiliza
contiene fosfato de sodio 0,05 M (pH 6.4). Las reacciones de tincidon dependen
del pH.

El azul de metileno libre es basico y tine los componentes celulares acidos
(o basofilos), como el RNA. La eosina libre es acida y tife los componentes
basicos (o0 eosindfilos), como la hemoglobina o los grdanulos eosinéfilos. Los
neutréfilos se llaman asi porque tienen granulos citoplasmaticos con pH neutro y
toma algunas caracteristicas de tincion de ambas coloraciones.

6.4.3 Examen Microscopico

El microscopio debe calibrarse en forma correcta para la evaluacion del
extendido:

a) Examen con aumento 10X (de bajo aumento):

Con este tipo de aumento puede evaluarse la calidad global del extendido,
el color y al distribucién de tas células. Pueden resisarse con rapidez el
borde delgado y los bordes laterales para verificar la distribucién de los
leucocitos. Una cantidad desproporcionada de células grandes, como los
monocitos, vista en cualquiera de los bordes puede indicar un frotis mal
hecho y debe repetirse.
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b) Examen con aumento 40X (seco fuerte):

Q)

Con éste aumento se puede seleccionar facilmente la zona correcta del
extendido en al que se debe empezar el recuento diferencial y evaluar la
morfologia celular.

Examen con el objetivo de inmersién en aceite 100X:

El diferencial leucocitario generaimente se realiza con este objetivo, se
cuentan y clasifican 100 leucocitos y se informan como porcentaje de cada
tipo de leucocito. La evaluacidon de la morfologia de los eritrocitos,
leucocitos y plaquetas, asi como la estimacion del nimero de plaquetas se
realizan con este objetivo. Las inclusiones de los eritrocitos, como los
cuerpo de Howell-Jolly, y las inclusiones de los leucocitos, como los
cuerpos de Dohle, pueden verse con facilidad si estdn presentes. Las
células reactivas o anormales también se cuentan con el objetivo de 100X.
Si estdn presentes, los eritrocitos nucleados se cuentan e informan como
eritrocitos nucleados/ 100 leucocitos.

En un extendido de buena calidad, los eritrocitos estan distribuidos de

manera uniforme y separados, con algunos tocandose o superpuestos, y tienen
un aspecto biconcavo normal (palidez central, Fig. 26). Un area demasiado
delgada en la que se observan agujeros en el frotis, con eritrocitos planos,
grandes vy distorsionados (Fig. 27), no es aceptable. Un drea demasiado gruesa
también distorsiona los eritrocitos al amantonarlos uno encima del otro (Fig. 28).

Fig. 26. Microfotografia con area 6ptima para Fig. 27. Microfotografia con area muy
jectura. delgada para lectura.
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—

de fa formula leucocitaria.

Fig. 28. Microfotografia con area demasiado
gruesa para leer.

Morfologia Leucocitaria

Los leucocitos o globulos blancos se dividen en: linfocitos, monocitos,
granulocitos, neutréfilos en banda, neutréfilos segmentados, eosinofilos
segmentados, basofilos segmentados (Fig. 31).

Fig. 30. Frotis de leucocitos encontrados en una Fig. 31. Tipos de leucocitos encontrados en
muestra de sangre periférica normal. frot.is d-e sangre periférica s

Al examinar un frotis, es importante revisar los bordes laterales para
incluir las células mas grandes como los monocitos, linfocitos reactivos o
“atipicos” y las células inmaduras. Si estan presentes, también se evalian e
informan las anomalias de los leucocitos como son las granulaciones toxicas,
cuerpos de Dohle, linfocitos reactivos y bastones de Auer entre otras.
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Serie granulocitica:

a)

b)

9]

d)

e)

E
Fig. 32.

Mieloblastos. Células inmaduras que normalmente se encuentran en la
médula désea y son células con cromatina fira y nucleolos bien
delimitados, su citoplasma es basoéfilo y no posee granulos.

Promielocitos. Son células inmaduras, con granulos azuréfilos en su
citoplasma y/ o bastones de Ahiier.

Mielocitos. El nucleo estd achatado en el polo dirigido hacia el centro de la
célula, el citoplasma muestra zonas baséfilas y granulos azuréfilos.

Metamielocitos. Son células con nicleo reniforme u oval. En su citoplasma

se observan granulos de color gris o café claro.

Neutréfilos en banda. Son células que poseen una cromatina condensaday
el nucleo adopta una forma alargada (forma de una banda o cayado).

Neutréfilo segmentado. Son células en donde aparecen zonas de
segmentacion en el nicleo en los que se forman normalmente, entre 2y 5
I6bulos.

A) Mieloblasto

B) Promielocito

C) Mielocito

D) Mielocito

E) Metamielocito

F) Neutréfilo juvenil
{banda)

G) Neutrofilo

H) Neutrdfilo maduro
(segmentado)

Maduracién de la serie granulocitica 1s.
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Serie Linfocitica.

a) Linfoblastos. Son células con cromatina fina, nucleolos poco delimitados,
citoplasma basofilo.

b) Prolinfocito. Son células con cromatina mas condensada que el linfoblasto,
nucleolo ocasional, escaso citoplasma moderadamente baséfilo.

¢) Linfocitos. Células que poseen cromatina gruesa y nucleo pequefo y
escaso citoplasma débilmente basdfilo.

Serie Monocitica.

a) Monoblastos. Poseen cromatina fina, nucleolos prominentes, citoplasma
basofilo.

b) Monocitos. Células con citoplasma de color gris o azul claro, el nicleo es
caracteristicamente reniforme aunque la cromatina es mas fina y
filamentosa que en los metamielocitos, en el citoplasma se observan
granulos azurdfilos.

LINFOCITO MONOCITO CELULAS
PLASMATICA

Plasmoblasto

|

xR

g

= s 5, A
b ok g X

. y Promonocito
Prolinfocita Proplasmocito

Grande Pequeno

Monocito

Plasmocitos

Fig. 33. Maduracién comparativa de Linfocitos, Monocitos y Células Plasmaticas .

VMEB 2005 _55_



6. CITOMETRIA HEMATICA

Morfologia Eritrocitaria

Eritrocitos

Normales: Diametro de 7 a 8 micras.

Forma: Circular, en ocasiones ligeramente irregular.

Tincién: La periferia aparece de color rosa oscuro y el centro de color rosa palido
o casi incoloro.

Anisocitosis. Término con el que se describe la presencia de eritrocitos de
diferente tamafo en una misma muestra. Se observan células que variande 6 a 9
micras de diametro.

Microcitosis. Didmetro aproximado de 5 micras. Se observa con frecuencia en
anemia por deficiencia de hierro y en las talasemias.

Macrocitosis. Diametro aproximado de 9 a 10 micras. Se observa en las anemias
macrociticas debidas a deficiencia de acido félico o de vitamina B12 y en ciertas
enfermedades hepaticas.

Células hipocrémicas. Con didametro normal o ligeramente menor, sélo se tifie la
periferia de las células debido a que disminuye la concentracion de hemoglobina.
Se observa en anemias por deficiencia de hierro.

Poiquilocitosis. Término que describe la presencia de eritrocitos de diferente
forma en una misma muestra. Hay mezcla de glébulos rojos circulares, ovales,
identados, etcétera. Se observan en muchos tipos de anemias.

Ceélulas falciformes (drepanocitos). Son de forma delgada y angosta, uno o
ambos extremos aparecen curvos y agudos. Se observan en la drepanocitosis
(anemia de células falciformes) y en la talasemia de células falciformes, junto con
eritrocitos nucleados, células en blanco de tiro y, frecuentemente, macrocitos.

Esferocitos. Didmetro de aproximadamente 6 micras, son redondos y todas las
células se tifien uniformemente e incluso, mas intensamente. Se observan en la
esferocitosis hereditaria en las anemias hemoliticas.

Eliptocitos. Diametro de aproximadamente 8 micras, de forma oval o en cigarro,
se tifien en forma mas oscura en la periferia, especialmente en los extremos. Se
observan en las esferocitosis hereditarias.
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Esquizocitos. Son fragmente de eritrocitos. Se pueden encontrar en la anemia
hemolitica, microangiopatica, uremia, anemias hemoliticas debida a agentes
fisicos y mecanicos y en la coagulacién vascular diseminada.

Células en blanco de tiro (en diana o leptocitos). Diametro de aproximadamente
6 a 8 micras. De forma circular o ligeramente irregular. El centro y la periferia se
tinen de rosa oscuro y entre ellos hay un anillo incoloro. Se observa en ciertas
hemoglobinopatias, anemia por deficiencia de hierro y en enfermedad hepatica.

Eritrocitos nucleados (normoblastos). Diametro aproximado de 8 a 10 micras. De
forma circular o frecuentemente irregular. El nucleo parece pequefo, de color
purpura oscuro, frecuentemente excéntrico, con cromatina densa. El citoplasma
tiene un color rosa o azul-grisaceo.

Eritrocitos con cuerpo de Howell-Jolly. Los glébulos tienen uno o mas, que se
tifen de color purpura y que presentan remanentes nucleares. Aparecen en las
anemias hemoliticas y después de la eésplenectomia.

Eritrocitos con punteado baséfilo. Se observan granulos finos que se tifien de
azul purpura y que representan RNA precipitado o condensado. Se presenta en
envenenamiento por plomo, anemia por deterioro en la sintesis de la
hemoglobina y anemias megalobasticas.

Generalmente el reporte de las anormalidades eritrociticas incluye
comentarios acerca de la intensidad de la alteracion con el uso de escalas
numéricas, ejemplo: 1, 2, 3 6 hasta 4 cruces 's.
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7. Materiales y Métodos
7.1 Seleccién de Pacientes

La poblacién estudiada fue seleccionada través del Laboratorio de Quimica
Clinica Urgencias que fue atendida e ingresada por medio del Servicio de
Urgencias en el Instituto Nacional de Pediatria en un periodo comprendido entre
enero de 2003 a enero del 2004.

Se estudiaron 41 pacientes (22 del sexo femenino y 19 del masculino)
seleccionados de una poblaciéon de 702 pacientes que asistieron a consulta del
Servicio de Urgencias.

7.1.1 Criterios de Inclusion

— Pacientes, sin distincion de género ni edad, que fueron atendidos por
primera vez por el Servicio de Urgencias del I. N. P., es decir, que no
contaban con un nimero de registro.

— Sin diagnoéstico previo de Leucemia.

— Pacientes a fos que se les solicitdé estudio de Citometria Hematica y fue
realizada por el Laboratorio de Urgencias.

— Pacientes a los que se les diagnosticé Leucemia a partir de los resultados
de Citometria Hematica y otros estudios (aspiracion de médula 6sea,
inmunofenotipo, cariotipo, etc.) confirmado el diagnostico.

7.1.2 Criterios de Exclusion

— Pacientes con registro previo en el I. N. P y que se les diagnostic6 algin
tipo de Leucemia.

— Pacientes que fueron atendidos por el Servicio de Consulta Externa y/o
Servicio de Hemato-Oncologia.

— Otras Neoplasias Malignas.

7.2 Criterios de Analisis -

Debido a que se realizé un estudio retrospectivo (enero de 2004- enero
2005), se incluyd el analisis de la informacién obtenida de los estudios
morfoldgicos (observacion de frotis) derivada de los reportes de Citometria
Hematica realizada a los pacientes recibidos en el Servicio Urgencias.
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7.3 Materiales

7.3.1 Tipo de Muestra

Las muestras fueron obtenidas a partir de sangre periférica anticoagulada
con EDTAK;3; (Relacion Tmg/ mL de sangre) que fue recolectada en tubos
Vacutainer estériles con tapon de seguridad de color lila y se procesaron dentro
de la primera hora de toma.

Las muestras recibidas se identificaron perfectamente, conteniendo en la
etiqueta nombre completo y nimero de folio. Las muestras venian acomparnadas
de una solicitud para realizar el estudio de citometria hematica en la se anotaron
los datos del paciente asi como fecha de toma de muestra, ubicacién del
paciente y nombre y clave del médico solicitante.

7.3.2 Volumen de Muestra Requerido

El volumen total requerido es de:

Presentacion tubo Vacutainer para 3 mL: 3mL(- 1.0+ 0.5
Presentacion tubo Vacutainer para 5 mL: S mL (- 2.0 mL)

Presentacion tubo Microtainer para 0.5 mL: 0.5 mL (+ 0.5 mL)

Con éstos volimenes se ha observado que no hay variacién significativa
en los resultados obtenidos 1.

En el sistema STKS la muestra necesaria para procesarla por el modo
primario (automatico) es de 250 uL y 150 ulL para el modo secundario (manual).

7.3.3 Preparacion Previa de la Muestra
Una vez recolectada la muestra, es homogeneizada con el fin de mezclar

el anticoagulante con la sangre. La muestra se mezcla por aproximadamente 30
segundos antes de ser procesada o con 6 a 8 inversiones manuales suaves.
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7.4 Equipo e Instrumentacion

Impresora de etiquetas Eltron TLP 2742 (impresién de datos del equipo).
Analizador hematolégico (Beckman Coulter) STKS

Mezclador de muestras

Contador de células mecanico o electrénico (“piano”).

Tubos con anticoagulante (Vacutainer)

Portaobjetos

Colorante de Wright

Aceite de inmersién

Microscopio éptico

Refrigerador (Across Automatico)

O !

7.5 Reactivos

— Control celular 5C- ES. Material de control de calidad para hematologia
utilizado para monitorear el desempefio de los instrumentos Beckman
Coulter con tecnologia diferencial (CBC, VCS) junto con reactivos Beckman
Coulter especificos.

Son tres niveles que se utilizan en los sistemas hematolégicos STKS y LH-
750 y son los siguientes:

Control normal. Contiene valores normales.
Control anormal I. Contiene valores altos.
Control anormal Il. Contiene valores bajos.

El control celular .-SC-ES es un preparado de sangre humana
esterilizada con el propésito de que puedan realizarse medidas repetidas para
evaluar el desempefno diario del sistema. El control es un preparado de
hematies humanos tratados y estabilizados en un medio isoténico y
bacteriostatico, también contiene un componente estabilizador constituido
por particulas de tamafio similar al de las plaquetas y hematies preparados
para simular leucocitos.
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— LYSES Il DIFF (Reactivo litico). Contiene sales de amonio cuaternario (19-
26 g/ L), isopropanol (1-2 g/ L), cianuro de potasio (0.15 - 0.5 g/ L).

— COULTER CLENZ (Agente limpiador). Ingredientes activos: solucién de
enzimas proteoliticas, surfactante, bacteriostatico, fungistatico libre de
azida.

— ISOTON 1l (Diluyente biodegradable). Ingredientes activos: sulfato de
sodio anhidro (9.72 g/ L), cloruro de sodio (4.5 g/ L), dimetilo urea (1 g/
L), clorhidrato de procaina (0.11 g/ L).

— SCATTER PACK. (Reactivo litico para eritrocitos). Agente humectante (0.3-
1.5 g/ L), acido formico (1.2 mL/ L).

— STABILYSE (Reactivo preservativo de leucocitos) Contiene carbonato de
sodio (6.0 g/ L), cloruro de sodio (14. 5g/ L), sulfato de sodio (1.3 g/ L).

7.6 Métodos para el Analisis previo de las Muestras
7.6.1 Control de Calidad
® Mantenimiento Diario del Contador Hematolégico:

Antes de utilizar el equipo STKS, se revisa que los reactivos se encuentren
en cantidad suficiente, asi mismo, se revisa que el recipiente para el desecho de
las muestras procesadas esté vacio.

Una vez realizado lo anterior, se enciende e} equipo y procede a dar un
lavado inicial (START UP) para verificar que se encuentre limpio y en condiciones
de uso. Terminado el proceso de START UP, se deben obtener todos los
parametros en los intervalos de limpieza éptimos (PASS), de este procedimiento
se obtiene: el estado de los reactivos, la lectura de fondo y el estado del sistema
principal. Se debe repetir el START UP en caso de que alguna de estas lecturas se
salga de los limites establecidos.

& Control de Calidad Interno:

Cuando se confirma que el equipo se encuentra en las condiciones para
ser utilizado, lo siguiente a es realizar es el contro! de calidad que consiste en la
identificacién y procesamiento de cada control que va a usarse en el contador
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hematolégico STKS (3 niveles: normal, anormal bajo y anormal alto) para su
posterior analisis, todos los dias y al inicio de cada turno, antes de que se
procesen las muestras para citometria hematica; asi como en cada nueva
calibraciéon, con cada nuevo lote de reactivo y después de realizar
procedimientos especificos de mantenimiento o de localizacién de falos que
pudieran presentarse en el equipo.

Una vez que se procesaron los controles y los resultados de éstos han
entrado dentro del intervalo establecido para cada uno, se procede a la
preparacion de las muestras para su analisis.

@ Reproducibilidad:

Ademas del procesamiento de los controles proporcionados por el
proveedor del STKS, se lleva un control interno para verificar la precisién y
reproducibilidad del equipo. Este control consiste en procesar una muestra al
azar de un paciente, con suficiente volumen para poder volver a ser procesada,
por lo menos en 3 ocasiones (al inicio, a la mitad y al final) durante el turno de
trabajo.

® Control de Calidad Externo:

Cabe hacer la mencién que ademas del proceso de controles internos, el
estudio de la citometria hematica participa también en el programa de evaluacion
externa de la calidad PACAL (Programa de Aseguramiento de la Calidad) y asi
como en el de la Asociacion Mexicana de Bioguimica Clinica (AMBC) el cual
consiste en un envio cada mes por parte de PACAL (muestra de hemolizado para
la determinaciéon de hemoglobina y una diapositiva) y en un envio cada 3 meses
por parte de la AMBC (frote de sangre periférica, frote de reticulocitos y un
hemolizado para la determinacién de hemoglobina), para ser analizados por el
personal de los laboratorios de Hemato-Oncologia vy Urgencias v,
posteriormente, los resultados obtenidos son enviados y evaluados por ambos
programas (PACAL Y AMBC).

@ Control de Calidad para el Colorante de Wright

Las extensiones tefidas de forma adecuada presentan un color rosado a
simple vista y el aspecto en el microscopio de las células debe ser uniforme, los
hematies son de color rosa (no amarillo-verdosos ni rojos). El color de la
extension debe se uniforme, sin espacios de color oscuro o palido. Los
eritrocitos deben estar exentos de artefactos como vacuolas.

VME 200$ - 64 -



7. MATERIALES Y METODOS

Los nucleos de los leucocitos son azul purpura, con cromatina baséfila y
acidéfila (cromatina y paracromatina) totalmente diferenciadas, y los granulos del
citoplasma son de color lila o violeta. Los eosinéfilos contiene granulos de color
naranja y cada uno se debe distinguir perfectamente. Los baséfilos tienen
granulos de color purpura a azul oscuro.

No debe haber presencia de bacterias ni precipitacion del colorante. Las
tinciones demasiado palidas u obscuras no son aceptables para el reporte del
diferencial y/o morfologia de lo hematies 21.

7.6.2 Proceso de la Muestra

Cuando se verificd que el equipo STKS estd en condiciones éptimas, se
procede a la preparacion de las muestras para ser analizadas:

1. Las muestras, que han sido colocadas previamente en el mezclador, son
analizadas una por una en el contador hematolégico.

2. Se revisa el reporte que emitié el equipo y se anexa a la solicitud con que
venia acompafada la muestra.

3. Se realiza la extension de sangre periférica, por el método de 2
portaobjetos, y se tifie (Tincion de Wright).

Una extensién adecuada comprende una porcion gruesa y una delgada,
con una ftransicion gradual entre ambas, su aspecto debe ser liso y
nivelado.

4. Se examina minuciosamente la extension con el objetivo de inmersion en
aceite, se clasifica cada leucocito observado y se calcula el porcentaje de
cada tipo de célula. Por razones practicas se cuentan al menos 100
células.

Ademas del porcentaje de distribucién de los leucocitos, el examen de una
extensién de sangre proporciona la oportunidad de estudiar y anotar la
morfologia de los hematies. En el registro se anota el numero de hematies
nucleados que se ven durante el recuento, en virtud de su nimero por cada 100
leucocitos.

Cabe mencionar que la revisién de los frotis y la cuenta diferencial es
realizada por personal capacitado y con experiencia en el area de hematologia vy,
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que por tratarse de un servicio de urgencias que labora las 24 horas los 365 dias
del afo, fueron realizados y revisados por los turnos: matutino, vespertino,
nocturnos y especial.

7.6.3 Calculos y Conversiones

& Correccion de la cuenta de leucocitos por presencia de normoblastos.

Se realiza la correccién de la cuenta de leucocitos en todas las muestras que
presenten mas de 10% de normoblastos en la cuenta diferencial de leucocitos.
La formula para la correccién es:

Cuenta de leucocitos corregida =___Leucocitos x 100
Normoblastos + 100

® Correccion de la cuenta de leucocitos por hiperleucocitosis.

Aplica para cuentas mayores de 100 x 103 Leuc/ul.
Realizar una dilucion 1:2 (200 uL diluyente Isoton/ 200 ulL muestra).
El resultado obtenido se multiplica por el factor de dilucion (2).

7.6.4 Limitaciones del Método

Los rangos de lectura del equipo STKS son 's:

Leucocitos 0 - 400 x 103 cél./ uL
Eritrocitos 0 -8 x 106 cél./uL

Hb 0-25g/dL
Plaguetas 0 - 3000x103 cél./uL
NE#, LINF# 0 - 3 000 x103 cél./uL
Ret% 0 - 30%
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7.7 Intervalos de Referencia 's:

Parametros 1-6 anos 7-16 anos 6- 16 anos(F) 17-65 afos My F)
Leucocitos 5-15.5x103 /uL 4.1-59 4.5-13.5 4.3 -10.3
Neutréfilos 30.3-74.3% 36.5 - 75.5 36.3 - 75.5 41 - 73
Linfocitos 14.1-55 13.4 - 55 13.4 - 55 19.4 - 449
Monocitos 6.3-12 4.4-9.1 4.4 - 9.1 0-10.9
Eosinofilos 0-5.8 0-5.5 0-5.5 0-6
Basoéfilos 0-1% 0-1 0-1 0-15
Eritrocitos 4.1-5.9 106/ uL 4.1-5.9 4.1-5.9 4.3-5.7
Hb 11.2-14.5 g/ dL 10.9 -15.7 10.1 - 14 13.6 -17.2
HTO 36-45% 36 - 45 36 - 45 39.5 - 50.3
VCM 80-90 fL 80-90 80 - 90 80.7 - 95.5
CMHC 27.5-33.2 g/ dL 27.5-33.2 27.5 -33.2 27.2 - 33.5
MCHC 32-36 g /dL 32 -36 32 -36 32 - 36
RDW 12.5-15% 12.6 -15.2 126 -15.2 11.8 - 14.3
Plaquetas 170-450103/ uL 170 - 450 170 - 450 156 - 373
VPM 17.4-10.4 fL 17.4-10.4 17.4-10.4 17.4-104

7.7.1 Valores Criticos 's:

Debido a que se trata de un servicio de urgencias, los resultados tienen
que reportarse lo mas rapido posible (dentro de la primera hora recibida la
muestra) al médico tratante ya sea via telefénica o personalmente cuando sea

posible, en los siguientes casos:

5g/dLHb

1.0 x 103 Leucocitos/ uL

500 neutréfilos totales

10 x 103 plaquetas/ uL

800 x 103 plaquetas/ ulL

Presencia de blastos en sangre periférica.
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8. RESULTADOS

En el periodo de estudio, el laboratorio de urgencias realizé 10 253
citometrias hematicas, de las que 702 se reportaron con alteraciones cualitativas
y cuantitativas de los leucocitos que pudieran sugerir la presencia de leucemia.

Después de la revisiéon de los resultados de las citometrias hematicas, se
encontraron 41 casos en los que se observd la presencia de blastos, que fueron
confirmados y posteriormente diagnosticados y clasificados mediante estudios
subsecuentes dentro de los diferentes tipos de leucemia.

De los 41 pacientes estudiados, se encontré que 22 fueron del sexo
femenino y 19 del masculino.

Se hizo la clasificacién del tipo de leucemia por sexo y edad obteniéndose
los siguientes datos:

Leucemia Linfocitica Aguda (Tabla 8.1):

Tipo Sexo < 1 afo 1-4 anos S-14 anos > 15anos
L1 M 0 5 0
F 1 4 10 1
L2 M 0 0 2 0
F 0 0 1 0
Totales M 0 5 11 0
F 1 4 11 1

Total de pacientes masculinos con LAL: 16
Total de pacientes femeninos con LAL: 17
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Leucemia Mieloblastica y Monoblastica Aguda (Tabla 8.2):

Tipo Sexo <1 afo 1-4 afios 5-14 afios > 15 afos
M1 M 0 0 0 0
F 0 0 0 1
M2 M 0 0 1 0
F 0 0 0 0
M3 M 0 0 1 0
F 0 0 2 0
M4 M 0 0 0 0
F 0 0 ) 0
Total M 0 0 2 0
F 0 0 3 1
Total de pacientes masculinos con LAM: 2
Total de pacientes femeninos con LAM: 4
No se encontraron pacientes con LAM: MO, M5, M6 y M7.
Leucemia Granulocitica Crénica (Tabla 8.3):
Sexo <1 aho 1-4 anos S$-14 anos > 1S anos
LGC M 0 1 0 0
F 0 0 1 0
Total M 0 1 0 0
F 0 0 1 0
Total de pacientes masculinos con LGC: 1
Total de pacientes femeninos con LGC: 1
Grafica 8.1: Incidencia de Leucemia por sexo y grupos de edad
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La procedencia de los casos de leucemia estudiados se encontrd

distribuida de la siguiente manera (Graficas 8.2; 8.3; 8.4):

Republica Mexicana

Guerrero |
Michoacénr
Veracruz !
Hidalgo I
Puebia

QOaxaca |8
v 34.15%
Edo. Méx. &

s J36.50%

¥

Gréfica 8.2 Distribucion en la Republica Mexicana

Distrito Federal

Tlalpan
1ztacalco |
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Estado de México

7.9%
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7.9%
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Nextalplan
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Chalco 7%
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Grafica 8.4. Distribucién por municipios.

7.9%
7.9%

2143%
2143%

El nimero de pacientes a los que se les diagnosticé de leucemia, durante
el periodo de estudio, por el Servicio de Hemato-Oncologia fue de 68 casos
nuevos, incluyendo los pacientes atendidos en Urgencias.

El porcentaje de pacientes a los que se les diagnostico la enfermedad vy
gue ingresaron por el Servicio Urgencias fue de 60.3% con respecto a los
determinados por el servicio de Hemato-Oncologia.
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9. Discusion

Una vez revisados los resultados de las citometrias que pudieran sugerir la
presencia de leucemia, se procedidé a revisar aquellos que fueran de pacientes de
nuevo ingreso (esto pudo ser verificado ya que al paciente que es recibido y
atendido por primera vez en el drea de urgencias se le asigna un nimero de folio
y, si el paciente lo amerita, posteriormente se le asigna un nimero de registro
para la apertura de un expediente definitivo en el Instituto).

Al comprobar que los pacientes fueron atendidos en el area de Pre-
hospitalizacion del Servicio de Urgencias, se procedié a revisar los expedientes
de los pacientes, en los cuales se incluia ya el diagnéstico del tipo de leucemia
de que se trataba.

En base a lo consultado en la literatura, hay mayor predisposicidon del sexo
masculino sobre el femenino para el desarrollo de la enfermedad
(aproximadamente 3:1), de acuerdo al Registro Histopatdgico de Neoplasias en
Méxicoz, no obstante los resultados obtenidos de este estudio, se observd que
habia practicamente el mismos numero de pacientes del sexo femenino (22) que
masculino (19) y, por lo tanto la relacién entre ellos es del:1, esto puede
deberse a que:

1. La cantidad de pacientes estudiados no es una poblacién representativa en
comparacién con la que se observa en otras instituciones del sector salud
debido a que las mismas concentran al grueso de la poblacién infantil.

2. El Instituto Nacional de Pediatria no es un hospital de atencién primaria,
por lo tanto, la mayoria de los pacientes a los que se les precisd tenian
leucemia, acudieron a éste hospital por un diagndstico diferente o
padecimientos similares a una infeccion (fiebre, adinamia, dolor articular,
falta de apetito, etc.) y posteriormente se realizd el hallazgo de blastos en
sangre periférica.

El grupo de edad (5-14 anos) en el que se observd hay un incremento en
la incidencia del padecimiento concordé con lo reportado en la literatura
consultada (referencia 1).

De acuerdo al tipo de leucemia presentada, la que predomindé en los
pacientes estudiados fue la Leucemia Aguda Linfocitica con 33 casos (80.5%), en
donde la LAL-1 representa el 90.1%. Esto coincide con lo reportado en la
bibliografia de acuerdo a la presencia de esta neoplasia en pacientes en edad
pediatrica.
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En cuanto a la distribucién geografica, se observé que la mayoria de los
pacientes provenian del Estado de México, Hidalgo y del Distrito Federal. En el
estado de México se refieren los municipios de Tlalnepantla y Nezahualcéyotl.
Esto puede explicarse por la cercania de los estados con el Distrito Federal y por
la ubicacién misma del Instituto.

La distribucién en las delegaciones del Distrito Federal (iztapalapa,
Tlalpan, Miguel Hidalgo, Xochimilco) puede sefalarse porque los pacientes
provienen de las zonas con mayor densidad de poblaciéon o extensién territorial,
aunque otras delegaciones con estas caracteristicas son Venustiano Carranza,
Tlahuac, Cuajimalpa pero, como ya se expuso anteriormente, la poblacién
estudiada no se considera representativa con respecto a otras instituciones de
referencia.
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10.

Conclusiones

Debido a que porcentaje de pacientes a los que se les diagnosticod
leucemia atendidos en Urgencias fue muy alto (60.3%) con respecto al
servicio de Hemato-Oncologia (39.7%), es de vital importancia que el
personal que se encarga de la realizacidon de las citometrias hematicas

tenga la debida capacitacion, experiencia y conocimientos para poder
distinguir las caracteristicas de maduracién de las 3 lineas celulares y
cuando estas se encuentran alteradas.

Ya que la mortalidad por neoplasias malignas en la poblacién pediatrica
(5-14 anos) en la Republica Mexicana ocupa el segundo lugar (Tabla 10.1)
con respecto a la poblacion adulta (Tabla 10.2), es muy importante el
diagndstico temprano y eficaz para que al paciente afectado se le brinden

mejores expectativas en el tiempo de sobrevida o de recuperacion total.

Tabla 10. 1 Principales causas de mortalidad en edad escolar (de 5 a 14 afos) en la Rep. Mexicana
Orden  Causa Defunciones Tasa '/ %
1 Accidentes de trafico de vehiculo de motor 1011 4.49 14.6
2 Leucemia 596 2565 8.6
3 Ahogamiento y sumersion accidentales 335 1.49 4.8
4 Agresiones (homicidios) 226 1.00 33
5 Nefritis y nefrosis 223 0.99 3.2
6 Infecciones respiratorias agudas bajas 181 0.80 2.6
7 Malformaciones congénitas del corazén 162 0.72 23
8 Desnutricion calorico protéica 143 0.64 21
9 Lesiones autoinfligidas intencionalmente (suicidios) 143 0.64 21
10 Enfermedades infecciosas intestinales 123 0.55 18

Tabla 10.2. Principales causas de mortalidad en edad productiva (de 15 a 64 afios) en la Rep. Mexicana

Orden Descripcion Defunciones  Tasa Y/ %
1 Diabetes mellitus 23 365 35.26 13.4
2 Cirrosis y otras enfermedades crénicas del higado 17 712 26.73 101
3 Enfermedades isquémicas del corazén 12 854 19.40 74
4 Accidentes de trafico de vehiculo de motor 11158 16.84 6.4
5 Agresiones (homicidios) 8720 13.16 5.0
6 Enfermedad cerebrovascular 6 237 941 3.6
7 viHisIDA 4359 6.58 25
8 Nefritis y nefrosis 3948 5.96 23
9 Lesiones autoinfligidas intencionaimente (suicidios) 3590 5.42 21
10 Uso de alcohol 3041 459 17

' Tasa por 100 000 habitantes.

Fuente: Elaborado a partir de la base de datos de defunciones INEGI/Secretaria de Salud.

de Informacién en Salud (Registro Histopatologico de Neoplasias en México) 2000-2003.

Direccion General
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La causa por la que la Leucemia ocupa este lugar, pude ser en gran
medida, porque la mortalidad por padecimientos neonatales, infecciones y
enfermedades gastrointestinales han ido disminuyendo gracias a
campafas nacionales de salud publica (control prenatal, programas de
hidratacion oral en diarreas, inmunizaciones y el diagnéstico y tratamiento
oportuno de las infecciones), de manera que estos alcanzan a entrar en la
edad de mayor incidencia de neoplasias.

Adn cuando existen métodos automatizados que determinan con gran
rapidez los parametros cualitativos y cuantitativos de la citometria
hematica, sigue siendo sumamente valiosa la intervencion del factor
humano ya que este aplica sus conocimientos y experiencia practica en la
resolucién de los problemas que pueden presentarse entorno a la
obtencién de resultados (emitidos por equipo computarizado), en una
muestra determinada, es decir, aplica su criterio para discernir cuando el
reporte emitido y lo que observa en el frotis de sangre periférica, por
ejemplo, no coinciden.

La no coincidencia entre lo reportado por el equipo automatizado y
lo observado por el personal (Quimico en este caso) puede tener su
origen en varios factores inherentes al equipo o calidad de la muestra
analizada como:

a) Observacién de leucocitosis en el reporte emitido por el analizador
y frotis con células normales o escasas. Lo que podria estar
sucediendo es que el equipo confunda leucocitos con eritrocitos
nucleados y los clasifique como globulos blancos, por fo que tendra
que hacerse la correccién correspondiente para reportar el nimero
real de leucocitos.

También puede ocurrir que halla un aumento en estas células por
arrastre de una muestra previa en la que hubo leucocitosis.

b) Reporte de leucopenia (leucocitos disminuidos) y en el extendido de
sangre periférica se observa nimero normal o aumentado de
leucocitos. El equipo puede estar “tapado” por presencia de fibrina
o pequefos coagulos en el conducto de aspirado de la muestra.

¢) Muestras que se encuentran hemodiluidas (por ser tomadas de
catéter o relacién inadecuada de sangre anticoagulante) y en el
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reporte de resultados, todas las lineas celulares se encuentran por
debajo de los limites de referencia.

Se solicita una nueva muestra para el andlisis o sbélo puede
reportarse el nivel de Hemoglobina.

Es indiscutible que para lograr la experiencia requerida para la
caracterizaciéon de la morfologia y maduracién y de los leucocitos,
eritrocitos y plaquetas, el profesional debe capacitarse en torno al area,
asi como en el uso de los diferentes equipos automatizados, ya que
existen infinidad de formas en las que éstos pueden fallar y, por lo tanto,
es esencial que el personal que esta en contacto con los equipos tenga la
capacidad para poder determinar la fuente del problema y solucionarlo de
ser posible.

Por dltimo, se debe estar consciente de la responsabilidad que implica el
reporte final que se emite al médico tratante, ya que de él deriva en la
mayoria de los casos, el manejo que se de al paciente y, evidentemente,
redunda en su salud.
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APENDICE

I: Reactivos y métodos

% Parametros determinados por el Analizador Coulter STKS:

Recuento eritrocitario. El recuento eritrocitario es un parametro medido
directamente. La dilucién de ERIT contiene eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Los
umbrales usados para separar los pulsos de las plaquetas, los cuales son mucho
mas pequefios, de los pulsos de los eritrocitos y leucocitos. Las particulas que
son iguales o mayores a 36 fL son contadas como eritrocitos. Los leucocitos
presentes en la dilucién son incluidos en el recuento de eritrocitos, no obstante,
su interferencia es normalmente insignificante.

Histograma de eritrocitos. Ademas de ser contados, los eritrocitos son
seleccionados de acuerdo con su tamafho por un analizador de altura de pulsos.
El analizador de altura de pulsos usa un minimo de umbrales para sortear las
particulas en 256 categorias de tamafio (volumen) o canales y crear un
histograma de las particulas. El histograma de datos resultante es depurado por
una técnica de promedio movible y proyectado en la pantalla de la PC .La escala
de proyeccion es de 24 a 360 fL. Aunque el umbral para el recuento de
eritrocitos es de 36 fL, el area de proyeccién adicional entre 24 y 36 fL permite
que el extremo inferior del histograma sea controlado.

Volumen corpuscular medio. Es derivado del histograma de eritrocitos. Es el
tamaio promedio de todas las células en el histograma de eritrocitos entre 36 y
369 fL. Los parametros de tamafo, tales como el VCM, son también corregidos
por el paso de coincidencias debido a que dos células juntas que pasen a través
de la apertura crean un pulso mayor.

ADE Ancho de distribucion de los eritrocitos. Es una medida de la variabilidad en
el tamafo de los eritrocitos y es derivada del histograma de ERIT. La
computadora en el analizador mantiene en consideracion ambos extremos de la
curva de distribucion para eliminar los datos mas confusos y calcula el
coeficiente de variacion del tamafo de las células representado por el resto de la
curva, esto lo hace calculando la desviacion estidndar (DS) y el tamafio de la
medida de la poblacion de eritrocitos y entonces usa estos datos en la siguiente
formula:
ADE = _DS x 100
VCM
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Concentracion de hemoglobina. Este parametro es medido directamente. El
reactivo litico de CBC es afadido a la dilucion de LEUC, para romper los
eritrocitos y convertir la hemoglobina liberada en un pigmento estable con
cianuro que puede ser medido fotométricamente. Se lee con luz monocromatica
a una longitud de onda de 525 nm. La absorbancia es directamente proporcional
a la concentracion. La absorbancia de la muestra es comparada con un blanco, el
cual es determinado al inicio. Un factor de calibracién es aplicado y el resuitado
de la concentracion de hemoglobina es reportado a la PC.

Hematocrito (HTC). Es un parametro calculado que se refiere al volumen relativo
de los eritrocitos expresado como porcentaje. La formula es:

HTC = _ERIT x VCM
10
Hemoglobina corpuscular media (HCM). Es calculada e indica el peso promedio de
hemoglobina en el eritrocito. La formula general es la siguiente:

HCM = _HGM x 10
ERIT

Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM). Es una expresion de la
concentracion promedio de la hemoglobina en los eritrocitos, relaciona la
cantidad promedio (peso) de la hemoglobina en los eritrocitos con el volumen
promedio de los eritrocitos. Se calcula usando la formula:

CHCM = HGB x 100
HCT

Recuento de plaquetas. Aunque las plaquetas son medidas directamente usando
el principio Coulter, el recuento de plaquetas es derivado del histograma de las
plaquetas. Las particulas de entre 2 y 20 fL en la diluciéon de ERIT/ PLQ son
contadas y medidas mientras pasan a través de la apertura.

Los datos netos resultantes son comprobados contra un grupo de criterios
matematicos ajustados en una curva logaritmica normal de 0 a 70 fL. El recuento
de plaquetas normalmente es derivado de esta curva ajustada la cual 'representa
todas las plaguetas en la muestra, inclusive aquellas que son menores de 2 fL o
mayores de 20fL. Ademds de ajustar plaquetas que son mas pequefias 0 mas
grandes, el proceso de ajuste de la curva, provee la ventaja extra de excluir
interferencias de particulas, microburbujas, fragmentos de eritrocitos o
eritrocitos muy pequefos. El resultado final es un recuento de plaquetas mas
preciso.
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Volumen plaguetario medio (VPM). Representa el tamafio medio de las plaquetas.
El analizador usa el histograma de las plaguetas como base para derivar el VPM.

Son generados tres histogramas por separado, uno de cada uno de los tres
periodos de recuento. Los datos se corrigen por coincidencia y se decide sobre
éstos si son rechazados. El resultado promedio para ambos, el recuento
plaquetario y el VPM, es multiplicado por su factor de calibracién respectivo
antes de ser reportado.

Porciento de células para la cuenta diferencial (DIFF) automatizado. %NE, %LINF,
%MONO, %EOS, %BASO. Tres mediciones directas (volumen). Conductividad,
dispersion de la luz) son tomadas en casa leucocito a medida que una célula
pasa a través de la apertura. Estos datos son registrados tridimencionalmente,
las poblaciones de células son identificadas y los porcentajes son reportados.
Nimero absoluto del DIFF. #NE, #LINF, #MONO, #EOS, #BASO. El numero
absoluto de cada una de las cinco poblaciones de leucocitos es contado
multiplicando el porciento del diferencial para esa poblacién por el recuento de
leucocitos que fue determinado en el bafio de apertura de LEUC 1s.

< TINCION DE WRIGHT

COLORANTE DE WRIGHT (Merck) . Colorante de Wright (24 g), glicerina (120 mL),
metanol (41), azida de sodio (0.4 mg), NoHPO: (72 g), KH2PO4 (48 g).

Para mejores resultados, se deben tefir las extensiones en cuanto se
hayan secado al aire:

1. Colocar el frote en una gradilla y sumergirla en el recipiente 1 que
contenga la cantidad suficiente de colorante (concentrado) para cubrir
totaimente la faminilla, dejar tefiir durante 1 minuto.

2. Trasladar la gradilla con la preparacién a otro recipiente con cantidad
suficiente de solucién amortiguadora (buffer/ colorante 1:10) para cubrir
el frote, dejar 2 minutos.

3. Trasladar la gradilla con la preparacién a otro recipiente con agua
corriente y lavar suavemente.

4. Dejar secar el portaobjetos en posicién inclinada sobre un papel
absorbente.
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5. Se examina minuciosamente la extensién con el objetivo de inmersién en
aceite, se clasifica cada leucocito observado y se calcula el porcentaje de
cada tipo de célula. Por razones practicas se cuentan al menos 100
células.

Ademas del porcentaje de distribucién de los leucocitos, el examen de una
extensién de sangre permite observar y anotar la morfologfa de los hematies. En
el registro se anota el nimero de hematies nucleados que se ven durante e}
recuento, en virtud de su nUmero por cada 100 leucocitos.

® Reactivos Utilizados en el Analizador STKS:

LYSES Il DIFF (Coulter Lytic Reagent). Se utiliza en el modo hemograma CBC
estromaliza los eritrocitos para el recuento de los leucocitos y para la medicién
de la hemoglobina. Para uso del Analizador hematolégico Coulter destinado para
usarse solo con Isoton IlI y con el agente limpiador Coulter Clenz. Sales de
amonio cuaternario (19-26 g/ L), isopropanol (1-2 g/ L), cianuro de potasio
(0.15 - 0.5 g/ L). Listo para su uso. Almacenar entre 2- 30° C. Es estable
durante 60 dias después de abierto.

COULTER CLENZ (Cleaning agent). Estable por 3 meses. Mezclar el contenido via
ligera inversién. Ingredientes activos: solucién de enzimas proteoliticas,
surfactante, bacteriostatico, fungistatico libre de azida. Listo para su uso.
Almacenar entre 2- 25° C. Es estable durante 3 meses después de abierto.

ISOTON 1lI (Biodegradable). Se utiliza para la dilucién de la sangre total y para la
estabilizacion de las membranas de cada célula durante el recuento y medicion
de tamafio, también para el recubrimiento de las células blancas en su estado
casi "“nativo”, solucion electroliticamente balanceada, debe usarse sélo como
diluyente en el conteo y medicién de las células sanguineas. Ingredientes activos:
sulfato de sodio anhidro (9.72 g/ L), cloruro de sodio (4.5 g/ L), dimetilo urea (1
g/ L), clorhidrato de procaina (0.11 g/ L). Listo para usarse. Almacenar entre 2-
25°C.

SCATTER PACK. Para uso en el sistema Coulter, en uso diagnéstico in vitro.
Ingredientes activos: Eritrolyses 1l (pack lyse). Se utiliza para el modo diferencial
DIFF. Reactivo litico que estromaliza a los eritrocitos y reduce las particulas
celulares a un nivel insignificante sin dafiar a los leucocitos. Agente humectante
(0.3- 1.5 g/ L), acido férmico (1.2 mL/ L). Listo para su uso. Almacenar entre 2-
25° C. Es estable durante 60 dias después de abierto.

STABILYSE (Pack preservativo) 500 mL. Se utiliza en el diferencial (DIFF), es un
conservador leucocitario que mantiene a éstos en su estado casi nativo para la
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diferenciacién. Contiene carbonato de sodio (6.0 g/ L), cloruro de sodio (14. Sg/
L), sulfato de sodio (1.3 g/ L).

® Protocolo Clinico para confirmar o descartar el Diagnéstico de Leucemia

Una vez que el laboratorio ha reportado la presencia de blastos en frotis
de sangre periférica, el siguiente paso es la revisién del extendido por el médico
hematélogo para reafirmar o eliminar la sospecha de leucemia.

Generalmente se realiza el aspirado de médula ésea para observar la
proporcién de células jévenes y blastos en particularmente.

La diagnosis de las leucemias agudas se hace utilizando criterios clinicos y
de laboratorio basicos 2o

a) Se toma en cuenta el tiempo de evolucién del padecimiento (+ 4 semanas,
raro mas de 6 meses).

b) Si hay datos de infiltracion (dolores 6seos, hepatomegalias), asociacién a
fiebre (generalmente vespertina de 38° C aproximadamente) que sugiera
la presencia de infeccién, pérdida de peso, palidez o signos atribuibles a
anemia, trombocitopenia.

¢) Crecimientos de los ganglios linfaticos.

El diagnéstico de leucemia aguda suele establecerse sin dificultad cuando
hay un aumento en el namero total leucocitos inmaduros en sangre periférica y
médula 6sea, acompafado de anemia y trombocitopenia.

Sin embargo el diagnéstico diferencial debe realizarse con otras
enfermedades como:

® Mononucleosis Infecciosa: Hay aumento de leucocitos (sobretodo
linfocitos  atipicos), cuadro de adenomegalia; hepatomegalia vy
esplenomegalia pero no hay anemia ni trombocitopenia.

® Anemia Apldsica: Se encuentra anemia, leucopenia, trombocitopenia,
fiebre y hemorragias anormales. El diagnostico pude establecerse por la
presencia de linfadenopatia, esplenomegalia, aspecto de la médula ésea,
estudio de frotis de sangre periférica preparado con concentrados de
leucocitos; en ocasiones se necesita de un periodo de observacion.
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& Parpura Trombocitopénica (PTI): Presencia de hemorragia, esplenomegalia
ocasional, linfocitos atipicos en sangre periférica, petequias, sangrado de
las mucosas (a veces). Habitualmente este padecimiento esta asociado a
un proceso infeccioso previo (rubéola, sarampién, etc.). El volumen
plaquetario (VMP) se encuentra elevado.

® Reacciones Leucemoides: Las que son a causa de las infecciones no
presentan dificultad para su identificaciéon, porque la proporcién de ‘
células no maduras en la leucemia es mucho mayor que en las infecciones
graves, donde hay un aumento de formas intermedias (linfocitos atipicos)
y no maduras (biastos).

Al ser establecida la presencia de leucemia se realizan estudios
inmunofenotipicos, para asignar el linaje a la proliferacién blastica,
citogenéticos, para diagndstico y pronéstico de las entidades neoplasicas,
citoquimicos (enzimaticos o no) y moleculares entre muchos otros para designar
el tratamiento que debe seguir el paciente afectado.
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Il: Definiciones
ABL- BCR.  Proteina de fusién, derivada de la presencia del cromosoma
Filadelfia que altera los mecanismos de proliferacién, sobrevida y

autorrenovacion de las células progenitoras.

ADN. Portador de informacion genética en todas las formas de vida celular, asi
como en muchos virus.

Etiologia. 1. Estudio sobre las causas y origen de las cosas. 2. Med. Parte de la
medicina que estudia las causas de las enfermedades.

latrogénica. Cualquier reaccidn adversa que ocurre en el paciente, como
resultado del tratamiento por un médico o cirujano.

Oncogen. Gen cuya actividad promueve la proliferacién incontrolada de células
eucariotas.

Protooncogen. Gen que promueve la divisién celular con la capacidad de
activarse e inactivarse en condiciones normales.

lll; Abreviaturas

ABL Abelson
ADN Acido desoxirribonucleico.
AML Akute Mielocytic Leukemia

AML/ETO  Gen quimérico
BCR/ABL Breakpoint cluster region/ Abelson (gen quimérico).

CH 6 BH Citometria o Biometria Hematica.

HTLV-I Virus T-linfotrépico Humano de tipo L.

HTLV-II Virus T-linfotropico Humano de tipo Ii.

LAL Leucemia linfocitica aguda

LGC Leucemia granulocitica crénica

MLL Mixed Lineage Leucemia (Leucemia de linaje mezclado).

MYC Myelocytomatosis virus (Virus de la mielocitomatosis).

PLM/ RAR-= Promielocytic leukemia/ retinoid acid receptor alpha (gen
quimérico).

RAS Oncogén del virus del sarcoma murino.

TEL/AML1  Gen quimérico que depende de la traslocacion (12; 21)
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