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I N T R O D U C C I O N 

La leucemia es una enfermedad que se caracteriza por una prolifera

ción o acumul ación neopltsica de células leuco poyéti cas qu e pueden 

o no invadir la sangre pe rif~ica . (l). 

Esta enfermedad ha afectado al hombre desde hace muchos años, por lo 

que médicos e inv estigadores han ded icado su vid a a la búsqueda de 

de la causa o de l agente etiÓlogico de esta alteración. 

Cuando aun no se conocía n los componentes celulares sanguíneos, a -

las células qu e se presentaban en es t a enfermedad se les conocia 
, 

como celulas de pus, pero a medida que se desarrollÓ la tecnología 

microscÓpica los inves t igadores identificaron las células de leuce-

mi a . 
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Fué Vrichow en 1845 quie.~l observar que las células afectadas eran 

leucocitos, introdujo el término de leucemia, la cual fué desde en

tonces considerada como una entidad clínica ind ependienteo 

En 1857 Friedreich desc r ibió la luecemia aguda, pero solo consideró 

a la de tipo 1 infodtico, denominándose como leucemia mixta a la que 

contenía elementos no gr anulosos a la par que granulocitos. En 1900 

Naegeli describió la mo r fología del mieloblasto haciéndose posible

la diferenciación entre la leucemia linfocítica y la leucemia mielo

cítica. En 1913 Reschad-Torgay dieron a conocer un caso de leucemia 

monocítica, pero debido a la baja frecuencia que presenta no fué po

sible que siguieran con su investigaci6n . (2, 3). 

En 1951 Dameshek creó el término de sindrome mieloproliferativo pa

ra designar un grupo de enfermedades o sÍndromes que parecían debi

dos a la alteración de la médula ósea •. 

La leucemia es un trastorno de este tipo, en el pasado se hacían -

clasificaciones de las leucemias de acuetldo a ciertas caracter(sti 

cas de la enfermedad, el tipo de célula predominante, el avance na 

tural de la enfermedad, etc. 

En 1976 se integró un grupo de expertos hematólogos de Europa Y E~ 

tados Unidos con el objeto de establecer una designación uniforme 

de las leucemias agudas y el acuerdo al que se llegó originó la

clasifiooción actdal que se conoce con las siglas de FAB (Franco

Americano-Británica). · 
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El resultado de la clasificación establece dos grupos principales: 

leucemia linfoblástica aguda y leucemia mieloblástica aguda (Ver 

cuadros No. 1 y 3) " 

Los hematólogos expertos (FAB) hicieron la clas i ficación de las le~ 

cemias linfoblásticas agudas basandose en caracter(sticas morfológl 

cas de las células involucradas como se muestra en él cuadro No. 2. 

Estas características fueron discutidas al real i zarse un estudio 

con 200 casos de leucemia linfoblástica aguda donde se evaluó el 

grado de concordancia en la clasificación morfo1ógica, obteniéndose 

un 84% de concordancia entre los hematólogos que revisaron los ca -

sos (4,5). 
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L - 1 

L - 2 

L - 3 

C U A D R O No. 1 

LEUCEMIA LINFOBLASTICA AGUDA 

CLASIFICACION FAB 

Leucemia Linfoblástica Aguda 

(Indiferenciada) 

Leucemia Linfoblástica Aguda 

(Diferenciada) 

Leucemia Linfoblástica Aguda 

(Tipo Burkitt) 

Leucemia linfoblástica aguda (L-1): 

La población celular predominante (mayor al 60~ ) son células de ta

maño menor al diametro de los linfocitos peque ño s, la cromatina nu

clear es fina y dispersa, los nucleolos son muy pequeños por lo tan 

to no son visibles . El citoplasma es escaso y moderadamente basófi 

lo. Este tipo de leucemia atica principalmente a los ni~bs. 
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Leucemia linfoblástica aguda (L-2): 

La caracterfstica mas notable es la diversidad en el tamaño celular. 

El diámetro puede medir de 7 a 20 micrómetros (Mn), la cromatina va

ría desde fina y dispersa hasta gruesa y condensada, se pueden obser· 

var nucleolos. ,La L-2 puede confundirse con l a M-1 la diferencia- .. 

entre estas leucemias esta marcada por la invariable negatividad de 

la L-2 a la reacción de Peroxidasa. 

Leucemia . linfoblástica aguda (L-3): 

La población celular es característicamente homogénea. La cromatina 

nuclear es fina, se observan uno o mas nucleolos muy predominantes, 

el nucleo es redondo u oval. Presenta promine nte vacuolización ci--

. t op lásmica. 

Los cuerpos de Auer tienen un alto valor diagnóstico debido a que 

generalmente solo se pr esentan en las leucemia s mjeloblásticas agu -

da s, sin embargo se registró un caso de un paciente de 17 años de 

edad con LLA que contenía cuerpos de Auer (4,5,6,7). 
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C U A D R O No . 2 

Diferenciación de las leucemias 1 infoblásticas agudas . 

en base a ciertos parametros morfol ógicos 

TIPOS 

DE PARAMETROS MORFOLOGICOS 

LEUCEMIA T.C. NUC. VAC. 

L-1 Homogeneo No Vi Si b 1 e S Negativa 

L-2 Hererogeneo Visibles en Ocacional 

algunas cé-

lulas 

L-3 Homogeneo Visibles Abundante 

T.C. Tamaño celular. 

NUC. Nucleolos. 

VAC. Vacuolización citoplásmica. 
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M-1 

M-2 

M-3 

M-4 

M-5 

N-6 

C U A O R O No. 3 

LEUCEMIA MIELOBLASTICA AGUDA 

CLASIFICACCION FAB 
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Leucemia Mieloblástica Aguda 

(Indiferencia da) 

Leucemia Mieloblástica Aguda 

(Diferenciada) 

Leucemia Promielocítica Aguda _ 

Hi pergranul ar 

Mi crogra nu 1 a r 

Leucemia MielomonoblásticaAguda 

Leucemia Mo noblástica Aguda 

Ao Indiferenciada 

B. Diferneciada 

Eritrol eucemia 



, 

.. 

Leucemia ~ielobl~stica aguda (M-1): 

La célula predominante es el mieloblasto, const i tuye mas del 60% de 

los glóbulos blancos, su morfología es similar a la del mieloblasto 

normal, contiene 3 a 5 nucleolos y puede presentar cuerpos de Auer. 

Por lo general son células peroxidasa negativa aunque se acepta que 

puede haber 3% positivas. En base a esta negat i vidad a la peroxid~ 

saya la ausencia de granulación se le llamó indiferenciada. 

~eucemia mielobl~stica aguda (M-2): 

La póblaci6n celular predominante incluye un 50% de mieloblastos y 

menos del 50% de promielocítos, puede haber menos de 5% de eritro--

blastos sin características de eritroleucemias. Las células se dis 

tinguen por su grado de maduración en la cromat i na, sin embargo la 

característica principal es la de tener granulación fina en el nú

cleo y el citoplasma (promielocitos). Se pueden encontrar cuerpos 

de Auer. 

Leucemia promielocítica aguda (M-3): 

Por definición la mayoría de las células tienen granulación cito 

plásmatica abundante. La cromatina es fina y contiene nucleolos, 

que aveces es único y muy predominante • . Acualmente se conocen dos 

tipos: 

I. Clásica hipergranular: Se caracteriza por la pres encia de granu-

lación gruesa eosinófila y/o basófila. 

Es muy frecuente observar cuerpos de Auer finos en el citoplasma 
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y en el núcleoo 

11. Microgranular: Se presentan con abundante granulación pero muy 

fina y puede tener cuerpos de Auero 

Leucemia mielomonoblástica aguda (M-4): 

Existe una doble población de blastos. Una de la serie mielobl~sti

ca que puede tener caracterist~cas de M-1 y M-2 y la otra de mono -

blastos cuya cromatina es fina y reticular, el núcleo suele ser den

tado. El citoplasma es abundante, se observa color gris tenue en la 

tinción de Wright. Algunas células pueden mostrar vacuolización ci

toplásmica. 

Los monoblastos se tiñen intensamente con esterasa no específica -

(alfa-naftil) la cual se inhibe con fluoruro de sódio. Esta leuce

mia es tambien llamada tipo Naegeli. 

Leucemia monoblastica aguda (M-5): 

La célula predominante es el monoblasto con las características des

critas en el componente M-4. Esta leucemia se divide en dos formas 

A. lndiferenciada; en la cual la población celular consiste en mono

blastos y escasos promonocítos. 

B. Diferenciada; con marcado predominio de promonocítos generalmente 

acompañados de un 20% de monoblastos. 

En un estudio de 64 casos de M-5 en el Hospital de Saint Louis de --

1970 a 1978 basado en diferencias morfológicas y citoquímicas se ob

servó que la incidencia de la leucemia monoblástica aguda indiferen-
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ciada fue mucho mayor. El diagnóstico se basó en la observación mi

croscópica de médula ósea y sangre de acuerdo a la descripci6n mor-

fológica de la clasificación de FAB. Se encon t raron 58 pacientes -

con M-5 tipo A y 9 pacientes con tipo B • 

Eritroleucemia (M-6): 

Existen ·dos criterios respecto a la clasificación de esta leucemia. 

Criterio 1: Se encuentran mas de 50% de célu as juveniles de la se-

rie roja (eritroblasto), aproximadamente un 10% de estas células tie 

nen cambios diseritropoyéticos (cambios megaloblastoides, cariólisis, 

cariorexis, normoblastos bi y/o trinucleados) y mas o menos 30% de -

mieloblastos y promie1ocitos. 

Criterio II: Incluye aproximadamente 30% de mieloblastos y promielo

citos y 30% de eritroblastos con cambios diseritropoyéticos (4,5,7, 

8,12). 

El diagnóstico de las leucemias así como la diferenciación entre la 

leucemia 1 infoblástica y la no linfoblástica se ha apoyado en las

reacciónes citológicas, estas comprenden la morfología celular y la 

citoquímica. 

El manejo de los dos t ipos de métodos es de gran importancia en el 

laboratorio, por lo que a continuación se describen los conceptos -

generales en los cuales se fundamenta cada una de las técnicas . 

En lo q~e se refiere a l a morfología celular, los leucocitos madu -
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ros que se encuentran el la sangre pariférica provienen de células 

primitivas llamadas hemocitoblastos que son capaces de reproducirse 

y dar lugar a cualquiera de las lineas celulares de la médula 6sea, 

ademas se han encontrado algunas que sólo dan lugar a una variedad 

celular . La morfologia de estas células no ha sido definida y s6lo 

es pesible identificar las series celulares a partir de los blastos 

(3,9). 

Existen dos grupos de series, la no granulocit ica y la granulocfti

ca, en esta última estan comprendidas l~erie mielocitica y la mono 

citica, las cuales se definen a continuación o 

Serie Jjofocítica: Tambien llamada no granulocítica, contiene las 

siguientes células, linfoblasto, prolinfocito ,y-lirifoc!ito cuyas ca

racterísticas se mencionan a continuación: 

Linfoblasto: Rara vez o nunca se encuentran en sangre periférica, 

se distingue difícilmente del mieloblasto. mide de 10 a 18 Mn, la 

membrana nuclear es un poco mas gruesa que la del mieloblasto, el 

núcleo: es redondo y la cromatina es fina, se observa de uno a dos 

nucleolos. El citoplasma es basófilo y no contiene gránulos cuan

do se tiñe al Wright pero puede adoptar aspecto granuloso al apli

car el colorante de Schiff (PAS). 

Prolinfocito: El diámetro de estas células es mayor a 15 Mn, el nú 

cleo es redondo, la cromatina nuclear es espesa, en ocaciones se ob 

serva un nucleolo o restos nucleolares y el citoplasma es escaso. 
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Linfocito: Hay dos tipos de linfocitos, el grande que mide 20 Mn y 

el linfocito pequeño que tiene un diámetro de 7 a 10 Mn, el núcleo 

suele ser redondo y ocupa la mayor parte de la célula, no contiene 

nucleolos, el citoplasma es escaso y debilmente basófilo. No da -

reacci6n a la peroxidasa, no se tiñe con la tinción de la esterasa 

no específica (alfa-naftil) y da reacción positiva al PAS. 

Serie mielocftica: Esta línea celular comprende al mieloblasto, -

promielocito, mielocito, metami~lottto y célula segmentada que se 

definen en seguida. 

Mieloblasto: Su tamaño varfa entre 12 y 18 Mn, su núcleo es redon

do u oval, la cromatina adopta el aspecto de cordones muy finos -

que producen la impresión de punteado uniforme, contiene de dos -

a cinco nucleolos y la membrana nuclear es muy fina. El citoplás

ma es escaso y muy basófilo. En algunos mieloblastos neoplásicos 

(leuc~micos) aparece n cuerpos de Auer producidos por la fusión de 

los gránulos azur6filos, ambos comparten ciertas características -

como dar reacción positiva a la peroxidasa y al negro sudán, y ba

jo el microscopio electrónico su ultraestructura es semejante. 

Los mieloblastos normalmente no toman la tinción de la esterasa no 

específica (alfa-naftil) ni el colorante de Schiff. 

Promielocito: Tiene parecido con el mieloblasto, su tamaño es de 12 

a 18 Mn, contiene un gran namero de grán~los azur6filos en el ci 
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toplasma y en la región que recubre al núcleo, generalmente contiene 

de uno a dos nucleolos que no siempre son distinguibles . Se ha compr~ 

bado que al ir apareciendo los gránulos, los nucleolos van desapare ~~ 

ciendo y se hacen nulos cuando se alcanza la etapa de mielocito. El -

citoplasma es menos basófilo que en el mieloblasto. 

Mielocito: Es la primera célula de la serie gránulocitica que contiene 

gránulos específicos, su diámetro es de 10 a 16 Mn, el núcleo tiene -

forma oval o ligeramente dentado y de posició n exentrica, la cromatina 

es un poco gruesa, el citoplasma es abundante y menos basófilo. Da -

reacción positiva a la peroxidasa y al negro sudán. 

Metamielocito o célula en banda: Su tamaño va r ía entre 10 y 15 Mn, el 

núcleo adopta forma de banda encurvada o arrollada y la cromatina nu -

clear es muy densa. 

C~lula segmentada: Es la c~lula mas madura de esta se~ie, su di~metro 

es de 10 a 15 Mn, el núcleo esta formado po r dos o mas lóbulos (regu

larmente tres) unidos -por conexiones filamentosas, la cromatina nu -

clear es muy densa. Dependiendo de la coloración que toman los grán~ 

ulos con la tinción diferencial, estas células son llamadas neutrófi

los, eosinófilos y bas6filos • 

Los neutrófilos posen granulación fina. Son positivos a la tinción -

de Schiff, peroxidasa y negro sudán. 

Los eosinófilos se caracterizan por la presencia de gr~nulos volumi -
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nasos que llenan el citoplasma y con la tinc i ón de Wright son color 

rojizos, el núcleo rara vez tiene mas de dos lóbulos, el citoplasma 

es abundante, dan reacción positiva al negro sudán y a la peroxida• 

sa. 

Los basófilos son algo menor que los neutrófilos ~ lo caracterfstico 

de estas células es la presencia de gránulos de gran tamaño que con 

la tinción de Wright son color negro ·purpúreo y parecen llenarlas 

por completo . Estas células dan reacción negativa a la peroxidasa. 

Serie monocítica: Esta serie la constituyen los precursores del mo 

nocito incluyendo a este último. 

Monoblasto: Según el Comité de Nomenc l at ura de Células Sanguíneas 

se llama monoblasto a cualquier célula de la serie monoc~tica que 

con t enga cromatina fina . Su diámetro varía entre 10 y 18 Mn, se 

observan uno o dos nucleolos, su citoplasma es escaso y normalmen 

te no se encuentra en sangre periférica. 

Promo nocito~ Mide de 10 a 18 Mn. el núcl~o es dentado, la cromati

na nuclear es fina y cont iene un nucleolo o restos nucleolares, po

seee moderado cito plasma. 

Monocito: Normalmente suele ser la célula de mayor tamaño en san-

gre periférica, su diámetro varía entre 16 y 22 Mn, su núcleo es ~~ 

dentado y posee estruct ura cromatica filamentosa. El citoplasma es 

ligeramente basófilo y opaco, presenta gran número de gránulos fi-

nos. Al aplicar la tinción de esterasa no específica (alfa-naftil) 
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los monocitos y sus precursores dan resultados positivos (2,3,4,5,9, 

10) 0 

Las técnicas citoquímicas están respaldadas en tinciones que sirven 

para distinguir con mayor precisión la población celular predominan

te. Existe gran variedad de tinciones,lo cual hace posible selecci~ 

nar el conjunto de r eacciones que mas se acoplen a las necesidades -

de la investigación. 

La peroxidasa, el Negro Sudán, el Pas y la Esterasa no especffica 

(alfa-naftil) forman un conjunto de tinciones en el cual se puede a

poyar un diagnóstico. 

Reacción de Peroxidasa: 

La enzima peroxidasa está presente en los gr§nulos de la célula mie -

loide y actua sobre el peróxido de hidrógeno originando la oxidación 

de la bencidina, produ c i ~ndo s e un compuesto de color café. De este mo 

do cualquier estructu ra qu e contenga peroxidasa se tiñe de café por 

esta reacción . (l1)o 

Reacción del Negro Sudán: 

Esta tinción tiñe una amplia variedad de lípidos incluyendo grasas -

neutras, fosfolípidos y esteroles. 

Se utiliza para distinguir las células mieloides de otro tipo de cé

lulas. En los leucocitos la sudanofilia ocur re paralela a la perox! 

dasa (12) . 
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PAS: 

El ácido peryódico es un agente oxidante qu e convierte los grupos -

hidroxilo en átomos adyacentes de carbono a aldehídos. Los aldehí

dos resultantes se combinan con el reac t ivo de Schiff para dar un -

producto colo r rojo. Por lo tanto se observa una reacción positiva 

con los polisacáridos, mucopolisac~ridos y glucoproteinas. General 

mente indica la presencia de glucógeno. 

Los linfocitos y sus precursores son norma lmente negativos o debil

mente positivos al PAS, pero en la leucemia linfoblástica aguda los 

linfoblastos suelen tener grandes grumos de material positivo (1)~ 

Esterasa no específica: 

Las esterasas son enzimas que hidrol izan las grasas neutras. Hay -

do s tipos la específica y la no específica, esta última sirve para 

identificar la población monocítica (11) . 

En la actualidad se ha venido observando un incremento en el número 

de casos de leucemia reportados, que puede deberse a la facilidad en 

el diagnóstico y a la difusión de este en los centros de servicio

médico. 

Considerando lo anterior el oBjetivo de este trabajo es la estanda-
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rización de técnicas citológicas que permitan clasificar los dife -

rentes tipos de leucemia y asi colaborar con el tratamiento de las 

mismas. 
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M A T E R I A L E S Y M E T O D O S 

En este estudio se utilizaron técnicas histoquímicas y morfológicas 

como herramientas útiles para el diagnóstico presuntivo de las leu

cemias. 

Los métodos citológicos practicados están óasados en la detección -

de ciertas estructuras y componentes celulares. 

El trabajo se llevó a cabo en el Labora t orio de Análisis Cl~nicos

de la División de Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad de 

Monterrey durante los meses de Enero a Abril de 1985. 
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M E T O DO S: 

l. Coloración de Wright o* 

a) Cubir el frotis sanguíneo con el colorante de Wright (R-1) 

por 5 minutos o 

b) Añadir el buffer de fosfatos (R-2) por 10 minutos. 

e) Lavar con agua destilada y dejar secáro 

2. Ti cion de Peroxidasa. 

a) Fijar las extenciones sanguíneas con solución fijadora (R-3) 0 

De j ar secar. 

b) Sumergir en el colorante CR~4) por 2 mi nutos . Lavar con agua 

y dejar secar. 

e) Contrateñir con el colorante de Wright o 

3. Tinción de Negro Sud&n (Sheéhan : y : st~fé~) ~ 

a) Fijar los frotis con vapores de formalina por 20 mi nutos. 

Lavar ~on agua lO minutos y dejar secar. 

b) Sumergir en el colorante (R-5) 60 minutos. 

e) Lavar con etanol al 70% (R-6) de 2 a 3 minutos. 

d) Lavar con agua 2 minutos y dejar secar. 

e) Contrateñir con el colorante de Wright . 

* . Productos Sigma. 
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4. Tinción de PAS (Tomasi) . 

a) Fijar los frotis con solución f ijadora (R-3) por 5 minutos. 

b) Lavar con agua por 15 minutos y dejar secar al aire. 

e) Colocar los fro t is en una jarra de Copl i n con ácido peryódl 

co (R-7) 20 minutos. 

d) Lavar con agua 5 minutos y dejar secar. Los frotis teñidos 

con Wright o Giem~a pueden teñirse a partir de este punto. 

e) Incubar en el reactivo de Schi f f (R-8) por 20 minutos. 

f) Pasar ~os frotis de inmediato a baños de metabisulfito 

(R-9), tre baños consecutivos de 3 minu t os cada uno. 

g) Lavar con agua por 5 minutos y dejar secar. 

h) Contrateñir con Hematoxilina de Meyer (R-10) por 15 minutos. 

i) Lavar con agua y dejar secar. 

5. Tinción de Esterasa no Especifica. 

a) Fijar los frotis con solución fijadora (R-3) por 1 minuto. 

b) Lavar con suero fisiológico. 

e) Incubar por 60 minutos en la solución del colorante (R-11). 

d) Lavar con agua destilada y dejar secar. 

e) Contrateñir con hematoxilina de Meyer por 8 minutós •. Lavar 

y dejar secar. 
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R E A C T I V O S 

R-1 Colorante de Wright. 

Colorante de Wright~ . ~-- ~~ -~~~~-~~ ~ ~ ~ ~ ~ ~~~~~~ ••••• ~ ~ ••••.•••• . ?00 mg 

Metanol absoluto eeo oo e• o •••••••o••••• • •••o•••••o••• o •••••••• 50 ml 

Los reactivos se mezclan por agitación de 5 minutos diarios por 5 -

días . 

Se filtra la solución y se guerda en un frasco ámbar a temperatura 

ambiente. 

R-2 Buffer de fosfatos. 

Fosfato mo nopotásitó~.~--~ ~O ~D~~~ ~ ~- ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~-~ .•.•..... . ...••. . 703 g 

Fosfato disódico •••• ~ • •••• ~.~ ~ •• ~.~~- - ~~ •••••• ~ ••• ~ •• ~ •• • ~ •• 3.2 g 

Disolver los reactivos en agua destilada y aforar a un litro. 

R-3 Solución fijadora . 

Formaldehido 37% •• • ~.~-~ ~ ~ ~ ~ •••••• ~.~ - -~ -~ • •• ~ •• • ~ •••••.•••• 27 ml 

Los reactivos deben mezclarse antes de utiliza r se. 

R-4 Colorante de Peroxidasa. 

Benc id i na ••••••• ~ •• • • o •• ~ •••••• o . ~~ ~ ~ •• o •• ~.~ • •• •• •••• ~. o o~..~ : 350 .mg 

Etanol absoluto ··········· o ••• O•• oo e oo o o e•o••• ·• o •·········· 6 ml 

Agua destilada ••• ••• •. •• •••..•...•.•..•.•••.• • . • •• .•••• ••• • 4 ml 
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Peróxi do de hidrógeno o•••••o••oo•o••aoo o o oo o oo eo•••••••ooo 2 gotas 

Diso1ver la bencidina en el alcohol, agregar el agua y las gotás de 

per6xido de hidrógeno . 

R-5 Colorante Negro Sudán B. 

Col orante: 

Negro Sudán s· ···o···ooo•••••••• o o•o•"··· o • ooo ····•• oo ooo••• · 0.3 g 

Etanol absoluto •• ~ •• ~~---~~--~~~~--~~~--~~~---~~-~ ••••••••• . 100 ml 

Buffer: 

Cristal es de fenol •• • ~•••o••••••••• tt •e • •••• e •••••••ooeeooo 16 g 

Etanol absoluto ¡ 
••••o•••o o ooeeoo o eo ,:, oooeo• o • o • o eoeooe o e oo • 30 ml 

Agua d~;stilada •••••• • ••• o • o oo••••••o•••ooooe o eoeooe•••••• 100 ml 

Fosfato de sodio dibásico ••••••• • ••••••••••••••••••••• o •• o 0.3 g 

El colorante Negro Sudán B se disuelve en alcohol. Por otra parte 
·' 

se prepara el buffer disolviendo los cristales de fenol en alcohol 

y luego se agregan los reactivos en el orden descrito. 

Se mezclan 60 ml del colorante Negro Sudán B con 40 ml del buffer . 

Esta solución se filtra por succión. 

R-6 Etanol al 70%. 

Etanol absoluto •••• • ••••••••• • ooo•••o••••••••••eoeo o o o •• 73 ml 

Agua destilada •••••• • ••••••.••••••• ••••••••••• ••••••••••• 27 ml 

- 22 -



R-7 Acido peryódico . 

Acido peryódico o••o•o••o•••••••ooooo o o ooo o eo o • oo o o •o•o•••••o o.25 g 

Agua destilada •••••• • ~ •• ~ • • ~ •• ~ •• ~ ••• • • ~ •• ~ •••• ••• •• • •• •••• •• 25 ml 

R-8 Reactivo de Schiff . 

Agua destilada •••••o•••••oocoo••••••••• o •o••• ooooo o••••ooo oo 100 ml 

Fucsina básica o oe• ••••o••••• o eooo•o••••coe oo e o eoooo•••••• o •• 1 g 

Metabisulfito de sodio •••• •o• ••••• •• •••••o• e • o •••••••• • • • ••• 2 g 

Acido clorhídrico 1 N 20 ml 

Carbón activado · •••••••• o •• ••••••••••••••••••••• , • • •••••••••• 300 mg 

Se pone el agua a ebullición y se agrega poco a poco la fucsina agi-

tando fuera del calor . Enfriar a 60 °C, filtra r y agregar el metabi-

sulfito y el ácido clorhídrico~ Incubar de 18 a 26 horas en un fras-

co ~mbar con tapón. 

Agregar el carbón activado y mezclar por un minuto, para después fil-

trar l a solución y conservarla en frasco ámbar a 4°C. Desechar cuan-

do tome un color rosa. 

R-9 Metabisulfito de sodio. 

Metabisulfito de sodio • • ••••••• o o ooao ••••••c• • •••••• o • o ••••• 0.5 g 

Agua destilada cbp ••• ~ •• ~.~ ~~~ ~ ~~~~ ~~ ~~-~~ ~ •••••• ~ ••••••••••• 100 ml 

Prepararlo en el momento de usarse~ 

R-10 Hematoxilina de Meyer. 
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Agua destilada oo eo o oe oo o o eo o eooe oooo e o o o eo o ••••• o oo ooo o o• 500 ml 

Calentar a ebullición y agreagar en el siguiente orden: 

Agua destilada •••••••••••••••••• ~ •••••••.• • • ~ •••••• • •••••• 500 ml 

Yodato de sódi o ••• • •oe oo oo o ee o ee oo o eo eeeee oee •••••••o•o•• 

Sulfato de potasio y aluminio • •• • • • • •• 11 • •••• • •• • •• • ••• o • • 

0.2 g 

50 g 

Agutar hasta disolución completa, filtrar y guardar en un frasco -

ámbar. Filtrar antes de usar~e . 

R-11 Coloran t e de Esterasa no Específica (alfa-naftil) . 

Alfa-naftil acetato .. ............... ..... .... " .......... . 10 mg 

Solución de pararosanilina (R'-11) ~ -- ~ ~ -~ ~ •• • ~ . •• ~.~ •••• 1 .gota 

Solución de nitrito de sódio al 4 % · ~ . . ~ ~ •. ~.~- • . ~ •.•.• . 71 gota 

Buffer de fosfatos 0.2 M con pH de 7' a 7.1 (R•.' .. J .l) . . .. • . 25 ml 

Acetona ................ .... ....... ................... 0.3 ml 

En un vaso de precipitado de 10 ml colocar una gota de la soluci6n 

de pararosanilina y una gota de nitrito de sódio al 4%, mezclar--

por 1 minuto, agregar 5 ml de buffer de fosfatos. 

Por otra parte en un vaso de precipitado de 50 ~1 colocar el alfa-

na f til acetato y la acetona . Agregar agitando 20 ml de buffer de 

fosfatos. 

La mezcla del primer vaso se agrega a l a mezcla del segundo vaso y 

esta solución final es el colorante que se util i za . 

R1 -11 Solución de pararosanilina. 
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Pararosanilina • o o o o o • • o • • • • o o • o • • o • •• • o o o • • o • o o o o • o • • • • • • • 2 g 

Acido clorhídrico 2 N ••••••oe oooooo- • • •• o ••• • ••••••••••••• 50 ml 

Disolver por calentamiento la pararosanilina en el ácido. Enfriar 

y filtrar. Conservar a 4°C. 

R"-11 Buffer de fosfatos .0,2 M pH de 7 a ·7.1. 

Solución A: 

Fosfato de sodio monobásico · ~ ~~-~ ~ •••••.••••••••••••••••••• 

Agua destilada .......................... .................. 
Soluci ón B: 

Fosfato de sodio dibásico ...... .. .. ..... ...... ............ 
Agua destilada ............................................ 
Mezclar 250 ml de la solución B con 130 ml de la solución A. 
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R E S U L T A D O S 

Las técnicas citoquímicas y morfol6gicas que mostraron cierta varia 

bilidad con respecto a los medios consultados,fueron la Peroxidasa, 

el PAS _y el Wright como l o indican las tablas No . 1, 2, 3 :Y 4. Las 

dos primeras ta5las revel an los ajustes en las concentraciones de 

los reactivos empleados en las t~cnicas de Peroxidasa y Wright, -

mientras que las tablas No. 3 y 4 indican la variación de los tiem

pos de reacci6n en las t~cnicas de PAS y Wright. 

En el presente estudio se analizaron f rotis de sangre periférica de 

paci ent es con diversos tipos de leucemias. 
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En la tabla No. 5 se muestra el grado de positivid ad de las t~cnicas 

citoquimicas utilizadas de acuerdo al t ipo de leucemia. 

En las fotos 1, 2 y 3 se presentan cie r tas células con característi

cas morfológicas típicas que permiten distinguir a las leucemias lin 

foblásticas agudas. 

Las células que predominan en las leucemias mieloblásticas agudas se 

muestran en la secuencia de fotos 4~9. 

La positividad de las t~cnicas histoquímicas se muestran en la se -

cuencia de fotos 10-13. 
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T A B L A No o 1 

Variabilidad de las concentraciones de los reactivos uti

lizados en la técnica de la Peroxidasa. 

TIPOS DE REACTIVOS . 

CONCENTRACION 

Bencidina Etanol Agua H202 

Recomendada 200 .mg 6 ml 4 ml 2 gotas 

Utili zada 350 mg 6 ml 4 ml 2 gotas 
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T A B L A No o 2 

Variabilidad de las concentraciones de los reactivos uti-

lizados en la técnica Wrighto 

TI POS DE REACTIVOS 

CONCENTRACION 

Colorante de Wright Buffer Fosfatos 

Recomendada 2 g/lto No 
... 

vano 

Utilizada 4 g/lto No 
... 

vano 
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T A B L A Noo 3 

Variabilidad de los tiempos de reacción en la 

técnica de Wright. 

TIEMPOS DE ETAPAS DE AJUSTE 

REACCION 

Colorante Buffer 

Recomendada .2 minutos 3 minutos 

Observado 4 minutos 5 minutos 
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T A B L A No. 4 

Variabilidad de los t iempos de reacción en la técnica de PAS 

TIEMPOS DE ETAPAS DE AJUSTE 

REACCION 
-

Acido Peryódico Colorante de 
Shiff 

Recomendado 10 minutos 10 minutos 

Observado 20 minutos 20 minutos 
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T A B L A No o 5 

Relación del grado de positividad de las técnicas 

ci toquímicas con el tipo de l eucemia 

POX* N.S.** PAS EoL *** 

M-1 + + + + 

M- 2 ++ ++ + + 

M-3 +++ +++ ++ + 

M-4 ++/+ ++/ + + ++ 

t~ -5 + + + +++ 

M-6 ++ ++ +++ -
L-1 - - ++ -

.L-2 - - +++ -

L-3 - - - -

* Peroxi dasa 

** Negro Sudán 

*** Esterasa no específica (al fa - naftil) 

- 32 -

1 



Foto 1: Leucemia Linfoblástica Aguda (L-1) 

Foto 2: Leucemia Linfoblástica Aguda (L-2) 
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Foto 3: Leucemia Linfoblástica Aguda (L-3) 

Foto 4: Leucemia Mieloblástica Aguda (M-1) 
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Foto 5: Leucemia Mieloblástica Aguda (M-2) 

Foto 6: Leucemia Promielocítica Aguda (M-3) 
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Foto 7: Leucemia Mielomonoblástica Aguda (M-4) 

foto 8: Leuc emia Monoólástica Aguda (M-5) 
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Foto 9: Eritroleucemia (M-6) 

Foto 10: Tinción de Peroxidasa 

- 37 -



Foto 11: Tinción de Negro Sudán 

Foto 12: Tinción de Esterasa no específica (alfa-naftil) 
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Foto 13: Tinción de PAS 
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O I S e U S I O N Y e O N e L U S I O N E S 

Lá efectividad de la qu imioterapia en el tratam i ento de las leuce -

mias agudas se ha incrementado particularmente en las que afectan a 

los niños. El rango de variaciones morfológicas en ambas leucemias 

linfoblástica y mieloblástica es muy alto, por lo que en años re

cientes se ha venido intentando defimir subgrupos para detectar si 

existe alguna correlación entre estos y los hallazgos el fnicos y de 

laboratorio, la respuesta al tratamiento y el pronóstico , ( 4. ). 

En base a lo anterior, en este estudio se estandarizaron varios mé

todos morfológicos y ci t oqufmicos, con el objeto de correlacionar 

los re sultados del análisis microscópico de fro t is sangufneos ~ 
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corre spondientes a pacientes leucémicos con las características mo~ 

fológicas y citoqufmicas establecidas por la clasificación del gru-

po FAB. 

En lo que se refiere a la estandarización de los métodos citológi -

cos, es importante considerar los factores directamente involucra -

dos en los métodos. Entre los cuales se encuentran el tiempo de 

reacción, la concentración de los reactivos, la estabilidad en el -

pH de las soluciones, el grado de pureza, la t emperatura y la sensi 

bilidad a la luz de los reactivos. 

El ti empo de reacción puede considerarse ~como un parámetro especif! 

co de cada método y depende de la concentración de los reactivos y 

de la pureza de los mismos. En relación a ésto la variación de los 

resul t ados que se muestra en las tablas No. 3 y 4 manufiesta un in~ 

cremento significativo en el tiempo, aproximadamente del 50%, lo 

que es explicable debido a que de los parámetros involucrados el 

tiempo de reacción es el mas adaptable a una modificación, a dife -

rencia de la concentración que involucraría un procedimiento mas 

complicado, sobre todo si se consideran soluciones constitufdas por 

mas de un reactivo, como lo son las util i zadas en las t~cnicas de 

PAS y Wright. 

Por ot ra parte, los resultados demuestran cambios muy marcados en -

tre las concentraciones recomendadas por los métodos y las utiliza-

das en este estudio (tablas No. l "y 2) por lo que si se toma en 

cuenta la magnitud de la variación en la co ncentración, se puede -
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concluir que estos cambios estan relacionados con una mala calidad 

de los reactivos. 

Otro de los factores directamente involucrados en este tipo de -

reacciones biológicas, es la sencibil idad de los reactivos a la -

luz y a la temperatura, por lo que se recomienda considerar estos 

paráme t ros tanto para conservar la viabil i dad de los reactivos,

como para garantizar su actividad óptima de reacci6n. 

En 1976 Un grupo de siete hematólogos de origen trances, america

nos y británicos, propusieron una clasificación para las leucemias 

agudas , basada en criterios morfológicos y citoquímicos. Sobre ~ - 

las bases de esta clasificación se agruparon los resultados de es- · 

te _trabajo en la tabla No. 5, dónde se relacionan los diferentes -

tipos de leucemias y su grado de positividad en cada una de las 

técnicas citoquímicas practicadas, observándose una gran concordan 

cia ent re el grado de positividad y las características morfol6gi- · 

cas de la célula predominante en cada tipo de leucemia, particular

mente en la M-3 que manifiesta una marcada relaci6n, debido al con

tenido de granulación que presentan l as c~lulas a medida que sufren 

el proceso de maduración. Por lo tanto, se considera de gran impo~ 

tancia , hacer notar que no existe una especificidad de las pruebas 

histoquímicas al · tipo de leucemia, sino mas bi én a una línea celu

lar. 

En bas e a la característico morfológica relacionada con la presen -
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cia o ausencia de gránulos citoplásmicos, la tabla No. 5 muestra 

la gran utilidad que confieren las pruebas histoquímicas en la i

dentificación diferencial de las leucemias no l i nfoblásticas, así 

como también en la clasificación de los difere tes subtipos. 

En los que se refiere a las linfoólásticas, los resultados mues

tran una positividad citoquímica casi nula, lo que permite esta -

blecer su clasificación diferencial, sin embargo para llegar a di 

ferenciar cualquiera de los tres tipos, es necesario atender a 

las características morfológicas celulares y a los resultados de 

la tinci6n de PAS o 

Considerando lo anteriormente expuesto, se puede concluir que la 

identificación del tip6 i ~e leucem&a · ~n el establecimiento de un 

diagnóstico, representa una herramienta decisiva para la elección 

del tratamiento y la elaboración del pronóstico. 
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R E S U M E N 

Se estandarizaron varias tinciones citológicas con el objeto de co

rroborar en el diagnóst i co de los diversos tipos de leucemia, utili 

zando para ello frotis de sangre periférica. 

Las ti nciones reali zadas en este trabajo fueron: la tinción de Pe l·-

roxidasa, de Negro Sudán, de PAS, de Esterasa no específica (alfa

naftil) y de Wright. 

Los frotis teñidos se agruparon de acuerdo a l a clasificación esta

blecida por el grupo FAB. 
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