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RESUMEN

Las técnicas de citoquimica enzimatica utilizadas
en citologia hematologica, mundialmente acepta-
das para clasificar leucemias agudas se adaptaron a
biopsias de médula ésea descalcificadas e incluidas
en parafina. Estas técnicas se introdujeron en el Pa-
raguay en 1997 en la Seccion de Hematopatologia
del Departamento de Patologia del Instituto de In-
vestigaciones en Ciencias de la Salud para el estudio
anatomopatoldgico cito e histologicos de las patolo-
gias hematoldgicas, concentrandose actualmente casi
la totalidad del material del pais. Se describen los
hallazgos morfoldgicos y citohistoquimicos en 374
biopsias de médula dsea, 167 aspirados medulares y
114 frotis de sangre periférica en 5 afios (1997-2002),
de 370 pacientes hematoldgicos de distintos hospitales
del pais. Se utilizan diferentes esquemas citohistoqui-
micos enzimaticos analizando la sensibilidad, especi-
ficidad y la concordancia diagndstica entre los méto-
dos clinico-hematoldgicos y anatomopatologicos. La
mayor parte de pacientes fueron varones adultos y las
patologias mas frecuentes procesos linfoproliferativos
cronicos, linfomas no Hodgkin y de Hodgkin (58 ca-
sos), aplasias medulares (47 casos), leucemias agudas
linfoblasticas(40 casos) y mieloides(47 casos), miclo-
proliferativo cronico (31 casos), mielodisplasias(14
casos), metastasis(10 casos) y gammapatias monoclo-
nales (7 casos), 98 hiperplasias medulares reactivas y
12 normales. Se excluyeron materiales hemorragicos
o pequenos <5mm. La concordancia entre los diagnds-
ticos clinico-hematoldgicos y anatomopatologicos fue
baja (indice kappa 0,38), la sensibilidad del método
clinico-hematologico de 54,58% y la especificidad de
5,55%, lo que demuestra la importancia del estudio de
la biopsia de médula dsea y citologias hematologicas
en forma conjunta con técnicas especiales sistematicas
para llegar al diagndstico final preciso y confirmatorio
en una gran parte de patologias hematoldgicas.

Palabras claves: histoquimica enzimatica, biop-
sias de médula 6sea, hematopatologia

SUMMARY

Techniques of enzymatic cytochemistry used in
hematologic cytology and widely accepted in the
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classification of acute leukemias, were adapted to
biopsy material of decalcified bone marrow included
in paraffin. In Paraguay, the Hematopathology Sec-
tion of the Department of Pathology of the Health
Sciences Research Institute (IICS) introduced these
techniques for the study of cyto and hystological ma-
terials of hematologic pathologies. Currently, almost
all the material is concentrated for the anatomopa-
thological study of these pathologies in the country.
This study describes the morphological and cytohis-
tochemical findings in 374 biopsies of bone marrow,
167 bone marrow aspirates and 114 peripheral blood
smears during five years (1997-2002) of 370 hema-
tological patients of different hospitals of the country
using different enzymatic cytohistochemical sche-
mes. Besides, the sensitivity, specificity and diagnos-
tic concordance between the clinico-hematologic and
anatomopathological methods were analysed. Most
patients were male adults and the most frequent pa-
thologies were: chronic lymphoproliferative proces-
ses, Hodgkin’s and non-Hodgkin’s lymphomas (58
cases), bone marrow aplasias (47 cases), acute lym-
phoblastic leukemias (40 cases), myeloid leukemias
(47 cases), chronic myeloproliferative diseasses (31
cases), myelodysplasias (14 cases), metastasis (10
cases) and monoclonal gammapaties (7 cases). Ni-
netyeight cases corresponded to reactive bone ma-
rrow hyperplasias and 12 were normal. Hemorrhagic
and small (< 5 mm) materials were excluded. The
concordance between the clinico-hematologic and
anatomopathological diagnostic methods was low
(kappa index 0,38), the sensitivity of the clinico-he-
matologic method was 54.58% and the specificity
was 5.55% which show the importance of the use
of bone marrow biopsies and hematologic cytology
together with special and systematic techniques to
achieve precise, final and confirmatory diagnosis in
great part of the hematologic pathologies.

Key words: enzymatic cytochemistry, bone ma-
rrow biopsies, hematopathology

INTRODUCCION

El estudio morfoldgico en patologia hematologica
a lo largo del tiempo se ha basado principalmente en
el analisis cuali y cuantitativo de alteraciones celula-
res en extendidos de sangre periférica o de aspirados
de médula 6sea' ? Para evidenciar las alteraciones
celulares en estos materiales se utilizaron diferentes
técnicas, desde la tinciéon policromatica hematologi-
ca basica, basada en el efecto Romanowsky, como
el May Griinwald Giemsa (MGG) o Pappenheim
(PAPP) de la literatura anglosajona,>* seguidas de
técnicas de citoquimica enzimatica que evidencian
granulos celulares especificos, utilizadas en la cla-

sificacion de las leucemias agudas, complementada
en algunos casos con técnicas ultraestructurales para
diagnosticos definitivos® & 789,

Inicialmente todos estos procedimientos se han
realizado solo en materiales citologicos'® En las tl-
timas décadas, gracias al estudio exhaustivo de la
histologia normal de la médula 6sea, se conoci6 su
compleja estructura, sus funciones y la relacion que
tienen las células estromales y hematopoyéticas, va-
lorandola realmente como el tejido que es. Se reco-
noce una arquitectura histotopografica normal, que
se altera en los procesos patoldgicos hematologicos
o0 extra-hematologicos y que es importante reconocer
para evaluar las lesiones a la hora de examinar los
preparados histologicos' 2.

Con el correr de los afios la biopsia de médula
Osea paso a constituir una herramienta metodologica
complementaria utilizada cada vez mas y con mayor
importancia en el diagnostico de enfermedades he-
matologicas. Consecuentemente se han desarrollado
diferentes instrumentos de extraccion bidpsica y téc-
nicas de procesamiento para estudios histologicos!*
4 Se logra asi, la adaptacion de técnicas de citoqui-
mica enzimatica, utilizadas sélo en citologias, a cor-
tes histologicos de cilindros medulares 6seos descal-
cificados y procesados en parafina'> 1617.18.19,

Actualmente esta practica biopsica es de uso
corriente y cada vez mds necesaria para evaluar los
cambios patoldgicos tisulares en pacientes con en-
fermedades hemato-oncologicas que asociada al uso
sistematico de técnicas especiales citohistoquimicas
para interpretacion, constituye un instrumento valio-
so para diagndstico, pronoéstico, indicacion acertada
de esquemas terapéuticos, evolucion y verificaciones
pOSt-tratamientOlz’ 13,14, 15,16, 17, 18, 19.

En Paraguay, desde 1997 con la apertura de la
Seccion de Hematopatologia en el Dpto. de Patolo-
gia del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la
Salud (IICS-UNA), se desarrollaron e incorporaron
las diferentes técnicas citohistoquimicas especificas
para estudios histologicos de biopsias de médula
oOsea, aplicandolas en forma sistematica y conjunta a
citologias de sangre periférica, aspirados medulares
y tejidos linfoides? Se estudian asi, todos los casos
reclutados en los primeros cinco afios, procedentes
de centros asistenciales de todo el pais, para demos-
trar la importancia y relevancia del estudio anatomo-
patologico histo y citologico conjunto con la apli-
cacion sistematica de esta metodologia se amplian
las posibilidades de diagndstico precoz y definitivo,
prondstico, evaluacion de conductas terapéuticas y
seguimiento de pacientes, de gran ayuda para clini-
cos, hematologos y oncdlogos®.

Este trabajo que, ademas, analiza la situacion
actual del pais, contribuye en gran medida con la



medicina hemato-oncoldgica, ya que estas técnicas
facilitan en primer lugar, el trabajo del médico en el
diagnoéstico, manejo y tratamiento de pacientes; en
segundo lugar, es importante para la investigacion,
ya que a través de ella se pueden realizar estudios
cientificos aplicados y, en tercer lugar, contribuye
con la docencia médica universitaria de pre y post-
grado, ya que todos los materiales son utilizados
también para este fin.

OBJETIVOS

1. Describir los hallazgos morfolégicos anato-
mopatologicos cito ¢ histologicos cuali y
cuantitativamente en biopsias de medula dsea
y citologias hematologicas mediante la apli-
cacion sistematica de técnicas especiales de
citohistoquimica enzimatica.

2. Clasificar y subclasificar las enfermedades
hematoldgicas en sus diversos grupos pato-
logicos en base a los hallazgos morfologicos
encontrados, correlacionandolos con el cua-
dro clinico-hematologico.

3. Determinar la frecuencia de enfermedades
hematoldgicas diagnosticadas y relacionarlas
con los datos demogréaficos (sexo, edad, pro-
cedencia).

4. Comparar el diagnéstico inicial presuntivo
clinico-hematologico con los resultados fi-
nales anatomopatoldgicos determinando el
acierto diagnoéstico existente desde el punto
de vista diagnostico general y diagndstico es-
pecifico subclasificatorio.

5. Determinar la sensibilidad y especificidad
del método clinico-hematologico para diag-
noéstico de enfermedades hematologicas por
extendidos medulares y de sangre periférica
s6lo con respecto al método anatomopato-
logico por biopsia/ citologia de médula dsea
con técnicas especiales.

6. Verificar la concordancia entre los métodos
clinico-hematologicos iniciales y los anato-
mopatologicos finales en el diagnostico de
las enfermedades en los casos estudiados.

MATERIAL Y METODOS

PACIENTES

Total de 655 materiales anatomopatologicos con
374 biopsias de médula dsea, 167 extendidos de as-
pirados medulares y 114 extendidos de sangre peri-
férica de 370 pacientes portadores o sospechosos de
enfermedad hematologica de los principales centros
médicos asistenciales del pais, como las Catedras de

11

Clinica Médica y Pediatria del Hospital de Clinicas;
el Instituto de Prevision Social; el Centro de Hema-
tologia y Hemoterapia; el Hospital Central de las
Fuerzas Armadas; el Hospital Nacional de Itaugua;
el Instituto Nacional del Céancer y el Hospital Pedia-
trico de San Lorenzo. Todos con estudios anatomo-
patolégicos cito e histoldgicos especializados en la
Seccion de Hematopatologia del Dpto. de Patolo-
gia del Instituto de Investigaciones en Ciencias de
la Salud (IICS) de 1997 a 2002. Materiales escasos,
hemorragicos, cartilaginosos y 6seos sin hematopo-
yesis evaluable fueron excluidos.

TECNICAS

Aplicacion citohistoquimica enzimatica siste-
matica y conjunta en materiales anatomopatologi-
cos citoldgicos(extendidos sanguineos, aspirados o
improntas medulares) e histopatoldgicos (cortes de
parafina de biopsias de médula 6sea y ganglios). Las
técnicas se introducen al pais en 1997 en el IICS, para
diagnostico e investigacion de patologias hematolo-
gicas® y se basan en investigaciones realizadas en el
laboratorio de médula dsea del Instituto de Patologia
de Freiburg-Alemania por el Prof.Dr. Hans Schaefer
con quién el autor realiz6 su formacioén y entrena-
miento técnico en hematopatologia'* 151617,

Esta metodologia tiene como finalidad la inter-
pretacion diagndstica que relaciona a la vez criterios
morfoldgicos y citoquimicos en citologias hemato-
logicas y cortes histoldgicos de biopsias de médula
oOsea, y es utilizada especialmente por la escuela de
patélogos que realiza el diagnostico mediante el es-
tudio conjunto de materiales cito e histologicos.

Sistematicamente todas las muestras se fijaron,
descalcificaron y procesaron con el mismo procedi-
miento. Al extraer las biopsias de médula osea, se
realizaron improntas de los cilindros, para exprimir
material de estudio citologico, haciéndolos rodar
suavemente sobre laminas de vidrio previamente la-
vadas y secadas al aire. Las biopsias y extendidos se
fijaron en soluciones neutras de fijador universal (pH
6,8 a 7) y se descalcificaron en solucion de etilendia-
minotetracetato disddico (EDTA) también neutra,'>2
requisito basico fundamental para evitar la degranu-
lacion hematopoyética imprescindible para asegurar
el éxito de las reacciones enzimaticas. Esto no resulta
con fijadores comunes como formol al 10% y descal-
cificadores con pH 4cido, utilizados de rutina en los
laboratorios de patologia®.

Desparafinacion, cortes a 3 y coloraciones cito-
histoquimicas de mieloperoxidasa (MPOX) y naftol
AS-D cloroacetato esterasa (NACE) para granulo-
citos; alfa naftil acetato (ANAE) y butirato esterasa
(ANBE) para monocitos; esterasa plaquetaria (PE)
para megacariocitos en parafina; fosfatasa acida
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(FAC) para linfocitos y plasmocitos y fostatasa acida
tartrato resistente (FATR) especificamente para tri-
coleucocitos y osteoclastos. Azul de Prusia de Perls
para hierro, impregnacion argéntica de Gomori para
fibras reticulinicas, Azan para colageno, acido period-
dico de Schiff (PAS) para linfoblastos, eritroblastos y
megacariocitos y rojo Congo para amiloide'.

Muestreo inicial con hematoxilina y eosina (HE)
en cortes histologicos y May-Griinwald-Giemsa
(MGG) en extendidos. De acuerdo al caso, citohisto-
quimica enzimatica con diferentes esquemas: a. Para
mieloproliferativos: MPOX, NACE, PAS, ANAE,
ANBE, PE y b. Para linfoproliferativos: MPOX,
PAS, ANAE, FAC, FATR. El esquema basico para
cualquier biopsia medular incluyé Giemsa, NACE,
azul de Prusia y Gomori®.

Todos los preparados utilizados para diagnosti-
co y las fotografias de este trabajo fueron realizados
personalmente por el autor.

DISENO METODOLOGICO Y

ANALISIS DE DATOS

Estudio observacional, descriptivo transverso, y
analitico de pruebas diagnosticas. Tamafo de mues-
tra calculado para una sensibilidad esperada de 90%,
amplitud del intervalo de confianza (W) 0,15 y nivel
de confianza (NC) 95%, requiriéndose minimo 139
pacientes con enfermedades hematologicas™.

Variables patolégicas: cuadros hematologicos
clonales linfoproliferativos cronicos y agudos, mie-
loproliferativos crénicos y agudos, mielodisplasias,
gamapatias monoclonales, metéstasis y aplasias me-
dulares. Variables reactivas: hiperplasias reaccio-
nales y carenciales. Variables anatomopatologicas:
cambios morfoldgicos y citohistoquimicos cuali y
cuantitativos en biopsias y aspirados de médula dsea,
y en sangre periférica. Variables demograficas:
edad, sexo, procedencia. Estadistica descriptiva.

Estadistica analitica bivariada dicotémica no pa-
ramétrica para sensibilidad y especificidad diagnods-
tica del método clinico-hematolégico inicial (DCH)
con respecto al método diagnostico anatomopatolo-
gico final (DAP), con valores predictivos y razon de
probabilidad positiva y negativa. Variable predicto-
ra: DCH inicial con aspirados medulares y/ o frotis
de sangre periférica, datos clinicos y laboratoriales,
cualitativa dicotdmica positiva de 1 si se llegd al
diagnostico de la enfermedad y negativa de 2 si no
se lleg6 al diagnostico. Variable resultante: DAP
final(prueba de referencia) en biopsias de médula
6sea y/ o citologias hematoldgicas analizadas siste-
maticamente con técnicas citohistoquimicas, cualita-
tiva dicotomica positiva de 1 si se lleg6 al diagnods-
tico y negativa de 2 si no se llego6 al diagnoéstico. Se
considero, ademas, el acierto diagnostico clinico-he-

matologico con respecto al anatomopatologico desde
el punto de vista del diagnostico general por grupos
patologicos clonales o reactivos y desde el punto
de vista diagnostico especifico por subtipos en cada
grupo.

La concordancia entre ambos métodos (clinico-
hematologico-DCH y anatomopatoldgico-DAP) se
analiz6 con el indice kappa de Cohen del programa
de analisis epidemioldgico de datos tabulados EPI-
DAT version 2.0 Windows. Hipdtesis nula (HO):
No existen diferencias entre los resultados diagnds-
ticos por el método clinico-hematologico inicial y el
anatomopatologico final en las pruebas diagndsticas
y en la prueba de la concordancia. Hipétesis alter-
nativa (Ha): Existen diferencias entre los resultados
diagnoésticos por ambos métodos en ambas pruebas.

RESULTADOS

De 655 materiales anatomopatoldgicos en 370
pacientes hematoldgicos en cinco afios, el 57% fue-
ron biopsias de médula 6sea con 374 cilindros; el
25% aspirados medulares con 167 extendidos y el
18% restante 114 frotis de sangre periférica. 27 ca-
sos (6,8%) fueron coagulos, cortical o cartilago sin
hematopoyesis que fueron excluidos, excepto, tres
casos con nuevas biopsias, aspirados y sangre.

Mayormente los cilindros medulares fueron de 1
a 1,5cmde longitud (78 casos) 0 2 a 2,5cm (34 casos),
media de 1,3cm, todos con conclusiones acertadas en
los que el 75% presentd excelente material para eva-
luacion morfologica. En 102 casos se recibieron sélo
aspirados medulares y frotis de sangre periférica para
estudio morfoldgico y citoquimico.

Los pacientes fueron mayormente adultos (72%-
265 casos), varones (59%-157 casos) de 19 a 90 afios,
media de 54. Los pediatricos (28%=105 casos), de 2
meses a 18 afios, media 8 fueron lactantes, escolares
y adolescentes; también mas frecuentemente varones
(59%-62 casos). Los adultos con dos picos etarios,
de 50 y 70 afios y pediatricos en la primera década.

El 64% fue de procedencia urbana, el 36% ru-
ral. Relacionando variables demograficas y cuadros
clinico-hematoldgicos se observo preponderancia de
varones, excepto en los cuadros extra-hematologicos
como metastasis de neuroblastomas en nifos y carci-
nomas y sarcomas en adultos.

Cuadros mas frecuentes fueron hiperplasias me-
dulares reactivas y carenciales (26,5%-98 casos),
linfoproliferativos (15,7%) incluyendo leucémicos
crénicos e infiltraciones linfomatosas y aplasias me-
dulares (12,7%), todos con indicacion obligatoria de
biopsia medular para estadificacion y, diagnostico.
Leucemias agudas mieloides (12,7%) y linfoblasti-
cas (10,8%), 31 hemopatias mieloproliferativas cro-




nicas (8,4%),14 mielodisplasias (3,8%), 10 metasta-
sis (2,7%) y 7 gamapatias monoclonales (1,9%). El
3,2 % fue normal y el 1,6% presento otras patologias
como histoplasmosis, necrosis o fibrosis medulares
(Figura 1).

Los resultados diagnosticos generales acertados
por la clinica-hematologica fueron confirmados por
la anatomia patoldgica y sus técnicas (patron de re-
ferencia) coincidiendo los diagnosticos en 143 casos
(39%). En los 221 casos restantes se llegd al diag-
noéstico final de certeza sélo por medio de métodos
anatomopatoldgicos con técnicas especiales siste-
maticamente utilizadas (61%). En 6 casos (2%) no
se llego al diagnostico final clinico-hematologico ni
anatomopatologico, necesitandose de técnicas cito-
genéticas y/ o de biologia molecular para un diagnds-
tico definitivo. (Figura 2 y 3).

Al subclasificar y estatificar, los resultados diag-
nosticos especificos clinico-hematologicos no acer-
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tados, fueron 276 casos (75%). Estos debieron ser
complementados con técnicas anatomopatologicas
para la confirmacion diagndstica final especifica.

Comparando los datos de las figuras 2 y 3 se ob-
servo diferencia de acierto diagnostico con respecto
al diagnostico clinico-hematoldgico inicial general y
especifico y los diagnoésticos finales anatomopatold-
gicos. El acierto clinico-hematoldgico general fue de
39% sobre el total, el cual disminuy6 a 23% cuando
se intentd subclasificar y estadificar los procesos pa-
tologicos (Fig. 4).

Agrupadas las patologias, el acierto diagnostico
clinico-hematologico desde el punto de vista general
fue de 50 a 65% en casos de leucemias agudas linfo-
blasticas y mieloides, aplasias medulares, mielopro-
liferativos y linfoproliferativos cronicos. Desde el
punto de vista especifico al clasificar y subclasificar
se observaron diferencias diagnésticas significativas
entre los métodos desde el punto de vista general y

Figura 1. Frecuencia de patologias hematoldgicas
en adultos y nifios
Hematopatolegia - IICS  n=370 pacientes
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Figura 2. DIAGNOSTICOS GENERALES

h logicos (DCH) vs.anatomopatologicos (DAP)
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Figura 3. DIAGNOSTICOS ESPECIFICOS
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Figura 4. DIFERENCIA DIAGNOSTICA

clinica-hematologica (DCH) y anatomopatologica (DAP)
Hematopatologia-IIC5. 1997-2002 n = 370 cascs
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TABLA 1. Diferencias diagnosticas entre la clinica-hematoldgica y la anatomia patoldgica general y especifica por patologias

IICS — 1997/ 2002 n =370 pacientes

DIAGNOSTICOS GENERALES ESPECIFICOS DIFERENCIA

Patologias N° DCH + DAP + DCH + DAP + Error
Linfoproliferativo crénico 58 28 30 11 47 17 (29%)
Mieloproliferativo crénico 31 16 15 1 20 5 (16%)
Mielodisplasias 14 5 9 3 11 2 (14%)
Leucemias mieloides agudas 47 28 19 12 35 16 (34%)
Leucemias linfoblasticas 40 26 14 12 28 14 (35%)

NCS=Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud

especifico en la mitad de los grupos de patologias
estudiadas (p<0,0001), siendo mas afectadas las leu-
cemias agudas linfoblasticas con un error diagndstico/
clasificatorio de 35% (14 casos); las mieloides agu-
das de 34% (16 casos); las linfoproliferativas cronicas
29% (17 casos); las mieloproliferativas cronicas en
16% (5 casos) y las mielodisplasias de 14% (2 casos)

En la tabla 1 se ilustran las diferencias entre la cli-
nica-hematologica y la anatomia patoldgica en cuanto
a los diagndsticos generales propuestos y especificos
comprobados, encontrandose un margen de error de
14 a 35% de casos en los grupos patologicos afectados
indicando la necesidad de estudios bidpsicos y/ o ci-
tologicos con técnicas especiales anatomopatologicas
complementarias para diagnosticos confirmatorios,
definitivos, imprescindibles en estos casos.

La tabla 2 desglosa el total de diagndsticos clini-
co-hematologicos presuntivos enviados para confir-
macion y/ o clasificacion con estudios anatomopato-
l6gicos especiales.

En el estudio de pruebas diagnosticas, la sensibi-
lidad del método clinico-hematologico o capacidad
para detectar resultados positivos en pacientes enfer-
mos (verdaderos positivos) fue de 54,58% (143/ 262
casos positivos), intervalo de confianza de 50,74 a
58,42%. Estos correspondieron a los resultados diag-

DCH=di: S

DAP=di

nosticos del aspirado medular y frotis de sangre peri-
férica en correlacion con el examen clinico y laborato-
rial de rutina, con respecto a los resultados del método
anatomopatologico final en las biopsias de médula
osea y/ o citologias hematoldgicas con técnicas espe-
ciales, consideradas como prueba de referencia.

La proporcion de resultados falsos negativos o
riesgo de que existan enfermedades sin ser diagnosti-
cadas por el método clinico (error beta) fue de 45,41%
correspondientes a 119 casos de 262 positivos totales.

La especificidad del método clinico-hematologi-
co o la capacidad del método para detectar resulta-
dos negativos en pacientes no enfermos (verdaderos
negativos), con respecto a la prueba de referencia
anatomopatologica fue muy baja (5,55%). La pro-
porcion de falsos positivos o el riesgo de que exis-
tan resultados positivos en pacientes sin enfermedad
(error alfa) fue de 94,44% correspondientes a 102 de
108 casos del total de negativos. La probabilidad de
que un paciente con resultado diagndstico positivo
por el método clinico-hematoldgico padezca en rea-
lidad la enfermedad propuesta (valor predictivo po-
sitivo) fue de 58,36% correspondiente a 143 de 245
casos positivos. Al mismo tiempo la probabilidad de
que un paciente con resultado negativo no padezca
en realidad esa enfermedad (valor predictivo negati-
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TABLA 2. Diagnosticos clinico-hematolégicos (DCH) planteados y su confirmacion anatomopatologica (DAP)

Hematopatologia — IICS — 1997/ 2002 n=370
DCH planteados N° DAP confirmados N°
Linfoproliferativo crénico 83 58
Hiperplasias reactivas 13 98
Aplasias medulares 39 47
Mieloproliferativo crénico 24 31
Leucemia mieloide aguda 37 47
Leucemia aguda linfoblastica 14 40
Mielodisplasias 12 14
Gammapatias monoclonales 9 7
Metastasis 6 10
Normales 2 12
Otros 12 6
Total 251 (68%) 370
Sin diagnostico 69 (18%)
Linfomas? 7
SMD o patologia reactiva? 1
Aplasia, leucosis o SMD? 10
LMA o LLA? 18
LMA o SMD? 3
LLA o SMD? 4
SMD o gammapatia? 1
Metastasis o gammapatia? 3
Otros 3
Total 119 (32%)
NCS=lnstituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud
TABLA 3. Pruebas Diagnosticas
Diagnéstico Clinico-hematolégico vs. Diagndstico Anatomopatolégico
Hematopatologia — IICS — 1997/ 2002 n= 370
Dx. anatomopatolégico (DAP)
Dx. clinico-hematoldgico + -
(OCH) - 143 102 |245
119 6 125
262 108 370
Sensibilidad = 54,58 % (IC= 50,74 - 58,42)

Error beta o falso negativo = 4541%
Especificidad = 5,55 %
Error alfa o falso positivo = 94,44%

Valor predictivo positivo = 58,36 % - Valor
predictivo negativo = 4,80 %

Razén de probabilidad positiva (LR+)
Razon de probabilidad negativa (LR-)

0,57
0,09

IICS=Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud [C=intervalo de confianza

vo) fue muy baja (4,80%) (Tabla 3).

Estos datos indican que sélo en el 58% de los
casos seran diagnosticados los pacientes con la en-
fermedad que padecen y que en el 95% de los casos
no se detectaran aquellos que verdaderamente se en-
cuentren sin enfermedad.

La razén de probabilidad positiva (LR+) o co-
ciente entre la sensibilidad del método clinico-hema-
tologico y los resultados falsos positivos fue de 0,57
con respecto al método anatomopatolégico. La razoén
de probabilidad negativa (LR-) o cociente entre la
especificidad del método clinico-hematoldgico y los
resultados falsos negativos fue de 0,09.

Estos valores nos demuestran que la prueba clini-
ca-hematoldgica es insuficiente para emplearla sola o

en forma aislada en estos casos y que la misma debe
acompanarse del estudio complementario anatomo-
patologico.

Para evaluar la concordancia entre el diagnostico
clinico-hematolégico inicial y el resultado anatomo-
patolégico final en los casos estudiados se asumid
como hipétesis nula (HO) la ausencia de diferencias
entre los resultados de ambos métodos, la que fue
rebatida (p < 0,00001) por el resultado del indice ka-
ppa (IK) de Cohen de 0,3812 indicando que hay una
diferencia significativa entre ambos métodos. Tabla 4.
Teniendo en cuenta que el indice kappa (IK) puede
adoptar valores entre —1 (desacuerdo) y +1 (acuerdo
total) y que los rangos aceptados son considerados
buenos cuando son mayores a 0,60 (IK bueno: 0,61 a
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TABLA 4. Prueba de la concordancia

Diagnastico clinicohematoldgico vs. Diagnéstico anatomopatologico

Hematopatologia — IICS — 1997/ 2002

n=370

Dx. anatomopatoldgico (DAP)

+ &
& 143 102 245
Dx. clinico-hematolégico - 119 6 125
(DCH)
262 108 370
Valor global de la prueba = 40%
Kappa de Cohen = -0,3812 (IC=-0,449-0,312)
Error estandar kappa = 0,03503
HO : k = 0 p<0,00001

lICS=Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud IC=intervalo de confianza

1), vemos que existe concordancia entre ambos mé-
todos pero que ésta es minima (IK= - 0,3812).

El valor global de la prueba o probabilidad de que
un individuo sea clasificado correctamente por ella,
en este caso por el método clinico-hematologico fue
solo del 40%.

Todos estos valores nos indican que existe acuer-
do entre los métodos diagndsticos utilizados, pero
al ser minima la concordancia diagnostica, estos ca-
sos necesariamente deben acompafarse del estudio
conjunto y complementario anatomopatoldégico con
técnicas especiales. El hallazgo de estos datos se re-
duce al tipo de casos estudiados en este trabajo, en
los que se necesitaron realizar biopsias/ citologias
de médula dsea con técnicas especiales para llegar
al diagnostico final de certeza y/ o en el momento de
subclasificar, pronosticar y cuantificar los cambios
patologicos o la evolucion, indicados por la clinica-
hematoldgica.

DISCUSION

La utilidad de las técnicas de citoquimica enzima-
tica fue demostrada y aceptada mundialmente sobre
todo para clasificacion diagndstica de las leucemias
agudas en sucesivos trabajos cientificos desde Nae-
geli, Bennett, Catovsky y otros.” %% 2 La adaptacion
de estas técnicas al material de biopsia de médula
6sea incluida en parafina, también, fue estandarizada
posterior y definitivamente por Schaefer.!>~ 13

En el Paraguay, a partir de 1997 se introdujeron
estas técnicas para el estudio de las patologias hema-
tologicas, en materiales cito e histologicos, en la Sec-
cion de Hematopatologia del Departamento de Pato-
logia del Instituto de Investigaciones en Ciencias de

la Salud con un andlisis de los primeros 28 casos.?

Actualmente esta seccion constituye el punto de
referencia para el estudio anatomopatoldgico de las
patologias hematoldgicas con técnicas especiales en
el Paraguay, concentrando materiales de pacientes
provenientes de los distintos centros asistenciales de
todo el pais.

Mediante la utilizacion sistematica de este tipo
de técnicas en cortes en parafina de biopsias de mé-
dula 6sea junto al estudio citoloégico de aspirados
medulares y sangre periférica, se pueden visualizar
y cuantificar hallazgos morfolégicos en patologias
hematoldgicas. Esto permite en primera instancia
definir la/s lineas celulares hematopoyéticas altera-
das, clasificando y subclasificando especificamente
el tipo de enfermedad. Este punto resulta de capital
importancia en la distincidon entre leucemias agudas
linfoblasticas y no linfoblasticas o mieloides, sobre
todo para la subclasificacion morfoldgica en estas l-
timas, lo que constituye atin actualmente una de sus
mayores indicaciones.” 13141,

En nuestro material se analizaron y clasificaron
leucemias agudas enviadas para diagndstico, confir-
macion diagndstica o subclasificacion. La subclasi-
ficacion se basd en los parametros morfoldgicos y
citoquimicos utilizados por la FAB ? con los criterios
actualizados de la OMS* y se realizo utilizando el
esquema citoquimico constituido por MPOX, PAS,
ANAE, ANBE, NACE y FAC. En las leucemias agu-
das linfoblasticas, MPOX obligadamente negativas,
se recomendo su obligatoria correlacion con marca-
dores fenotipicos (LLA-B, pre-B, comtn o T) si bien,
las de origen T pudieron evidenciarse ya mediante
la reaccion ANAE positiva puntiforme “dot-like” en



los linfoblastos T, indicados en otros trabajos en este
campo'! 18,

Del mismo modo en las leucemias agudas mie-
loides de tipo MO, M7 y en las probablemente bi-
fenotipicas se indicd su necesaria correlacion con
los marcadores inmunofenotipicos para diagnostico
diferencial con las linfoblasticas. En leucemias mie-
loides agudas M1, M2, M3, M4, M5 y M6 de FAB,
el estudio citoquimico sigue siendo de suma impor-
tancia para el diagndstico y clasificacion; no asi en
las M0, M7, bifenotipicas y linfoblasticas en que la
citohistoquimica sola, aunque sugiere la mayor parte
de los diagnosticos, necesita de técnicas complemen-
tarias como el inmunofenotipo, la citogenética o la
biologia molecular * %4145,

Teniendo en cuenta los conceptos actualizados
en cuanto al reordenamiento de patologias clonales
incluidas en la clasificacion unificada de la OMS,*
para el grupo de leucemias agudas de cualquier tipo,
deben agregarse ademas del diagndstico morfologico
citoquimico subclasificatorio también el inmunofe-
notipo, especialmente en las linfoblasticas, asi como
la citogenética, sobretodo, en las mieloides para el
pronostico y tratamiento adecuados. En nuestros ca-
sos hemos recomendado la obligatoria correlacion de
los resultados morfolégicos con el inmunofenotipo y
la citogenética.

En caso de las aplasias medulares panmielopati-
cas o globales que fue el segundo grupo de enferme-
dades mas frecuentes, en todos los pacientes se rea-
lizaron biopsias de médula ésea para confirmacion
diagnéstica, lo que constituye de hecho su indicaciéon
precisa.'> 23! Ante la presuncion clinico-hematolo-
gica de aplasia medular, en el 60% de los casos se
confirmo¢ el diagnostico por la anatomia patoldgica,
encontrandose en el 40% restante, otras patologias,
como mielodisplasias hipocelulares, procesos fibro-
ticos o leucemias a células peludas.

En este punto cabe resaltar que esta ultima en-
fermedad, clasificada dentro del grupo de sindromes
linfoproliferativos cronicos?*?’ se presentd con un
cuadro clinico-hematolégico citopénico con puncion
aspirativa medular seca, no sospechandose su diag-
nostico inicialmente a la clinica en varios casos. En
las biopsias medulares y en las improntas citologicas
se observo material hipercelular constituido por pro-
liferacion de células con morfologia tricoleucémica
y reaccion positiva multigranular y difusa a la FATR,
obligadamente negativas a NACE, con un patrén de
infiltracion medular intersticial, aleatorio o difuso y
fibrosis reticulinica grado 2 a 3.

La morfologia asociada a las caracteristicas cito-
histoquimicas en la biopsia de médula dsea, impron-
tas y aspirados medulares asi como de sangre periféri-
ca, y, en un caso en material de esplenectomia y cufia
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de higado, llevo al diagnostico final de tricoleucemia.
Este es otro ejemplo de la importancia de la anatomia
patologica y de las técnicas citohistoquimicas enzima-
ticas, como ayuda diagnoéstica en casos clinicos seme-
jantes, aunque, totalmente diferentes desde el punto de
vista diagndstico, prondstico y terapéutico.

Otras afecciones como las leucemias linfociti-
cas cronicas presentan la ventaja de poder recono-
cer mediante la biopsia de médula dsea, el patron de
infiltraciéon neoplasico, que no puede realizarse en
materiales citologicos, aunque un buen observador
podria presumirlo. En estos casos se identifican los
patrones como intersticial, nodular, mixto y difuso,
este ultimo, considerado de mal prondstico y necesa-
rio como criterio en la estadificacion y en la conducta
terapéutica '+ 4246,

Se destaca, ademads, en este punto como conducta
obligatoria, a la biopsia de médula dsea, para la esta-
dificacion de todos los procesos proliferativos, espe-
cialmente los linfoproliferativos hodgkinianos y no
hodgkinianos nodales o extranodales, acompafiados
o no de expresion leucémica.

Notandose una diferencia significativa entre el
acierto diagndstico clinico-hematoldgico general y
especifico con respecto a la anatomia patoldgica para
los procesos linfoproliferativos, se evidencia que esta
ultima, con la utilizacion sistematica de técnicas cito-
histoquimicas, es de suma importancia para el diag-
nostico, estadificacion y pronostico, constituyéndose
en un arma valiosa, complementaria e indispensable
para el hemat6logo en el manejo de sus pacientes.

Para el grupo de las enfermedades mielodisplasi-
cas el diagnostico clinico-hematologico fue positivo
en una tercera parte de los casos, necesitandose de la
biopsia de médula 6sea en la mayor parte de ellos.
En estos, los materiales fueron enviados inicialmente
por sospecha clinica, para confirmacion y subclasifi-
cacion o para diagndstico diferencial clinico-hema-
toldgico propuesto entre mielodisplasia y eritroleu-
cemia o entre mielodisplasia y aplasia medular, una
de las mayores dificultades diagnésticas encontradas
en el diagnostico presuntivo.

Son criterios morfoldgicos histologicos que con-
firman una mielodisplasia, la alteracion de la distri-
bucion topografica pancelular normal de la médula
osea, la presencia de localizacion anormal de grupos
de células granulociticas precursoras y/ o blasticas
(ALIP) en forma central no peritrabecular endos-
teal,'* asi como la presencia de la paraneutrofilia
acompafante evidenciada por el defecto granular de
granulocitos a la naftol AS-D cloroacetato esterasa
(NACE) demostrado por Schaefer en el estudio de
biopsias de médula ésea incluidas en parafina, espe-
cialmente en casos de anemia refrectaria con exceso
de blastos de tipo 1 0 2!* 15,
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Estos conceptos, ademas de ser criterios diagnos-
ticos, son los que se buscan en las biopsias de médula
6sea para indicar el prondstico sombrio y la evolu-
cion hacia un cuadro proximo de transformacion a
leucemia aguda secundaria a tenerse en cuenta en
estos pacientes'®~ !5,

Es importante destacar aqui que el estudio morfo-
logico y citohistoquimico conjunto en aspirados me-
dulares, frotis de sangre y biopsias de médula o6sea,
tiene su mayor aplicacion y utilidad en el diagnostico
y clasificacion de las mielodisplasias, y que ademas,
permite aplicar técnicas de inmunohistoquimica en
la biopsia para la deteccion y cuantificacion de blas-
tos CD34+14, 15,31, 41.

En el grupo de gamapatias monoclonales, casi to-
dos los mielomas se diagnostican por métodos clinico-
hematolégicos simplemente por el aspirado medular y
los criterios clinicos. En los demads trastornos corres-
pondientes a este grupo no siempre es posible un diag-
nostico y una clasificacion acertada, requiriéndose de
la biopsia de médula dsea para definirlos.

Esto ocurre preferentemente con las infiltracio-
nes de linfomas linfoplasmaciticos, gamapatias mo-
noclonales de significado indeterminado, amiloidosis
y la diferenciacion obligatoria de cuadros reactivos
como plasmocitosis marcadas. Todos los casos que
se han estudiado fueron enviados para esclarecimien-
to diagnostico entre infiltraciones medulares por lin-
fomas linfoplasmaciticos y mielomas, los cuales, no
han presentado los criterios clinico-hematologicos; o
porque se obtuvieron punciones secas en casos que
resultaron ser mielomas esclerosantes acompanados
de fibrosis reticulinica de grado 3 o0 4 evidenciada con
tinciones argénticas en la biopsia de médula 6sea.

Otros casos de sospecha mielomatosa que no
presentaron criterios clinicos, secretantes, hema-
tologicos o morfologicos evidentes en el aspirado
medular, fueron plasmocitosis reactivas o gamapa-
tias monoclonales de significado indeterminado. El
diagnostico en estos casos se baso, desde el punto
de vista morfologico en criterios cuali y cuantitati-
vos, siendo confirmados inmunohistoquimicamente
por la expresion positiva de cadenas livianas kappa
o lambda en biopsias de médula 6sea. En estos casos
se recomendo el seguimiento evolutivo obligatorio
de los pacientes.

Lo mismo sucedi6 con las patologias extra-he-
matologicas, en que solo un caso fue diagnostica-
do por la clinica y el aspirado medular, confirmado
con la biopsia de médula 6sea, encontrandose en los
demas aspirados medulares con material insuficien-
te: con cuadro clinico de anemia no determinada; o
simplemente sin diagndstico clinico presuntivo. En
estos casos se demostraron carcinomas o sarcomas
metastaticos con anemia ferropénica tumoral reacti-

va acompaiiante en la biopsia medular 6sea.

En la mayoria de los materiales enviados, corres-
pondientes a pacientes sin diagnéstico clinico evi-
dente inicial (18%), o que consultaban por anemia
cuyo origen no se determind hematoldgicamente, o
como sindrome febril prolongado, o estadificacion
neoplasica linfoproliferativa, se encontraron hiper-
plasias hematopoyéticas reactivas, anemias carencia-
les, ferropénicas, plasmocitosis reactivas y siderosis
acompanantes en fumadores. Asi también se encon-
traron procesos infecciosos leucopénicos en los que
se constatdé dengue en uno de los casos o pacientes
VIH positivos.

Los procesos hiperplasicos mayormente se en-
contraron como hiperplasias de tipo inflamatorio-tu-
moral acompaifiante en cuadros infecciosos cronicos
o neoplasicos, enviados para estadificacion sin cons-
tatarse infiltracion neopldsica medular. En cuanto a
los materiales hematologicos, el 72% del total estuvo
constituido por cilindros bidpsicos de médula 6sea,
la mayor parte acompafiado de sus extendidos de
aspirado medular y sangre periférica. Estos fueron
enviados al departamento para diagnostico histopa-
tologico y citohistoquimico en casos de estadifica-
cion de procesos linfoproliferativos, confirmacion
de aplasias medulares, gamapatias monoclonales y
metastasis, asi como para la clasificacion e indice
pronoéstico de enfermedades mieloproliferativas cro-
nicas y mielodisplasias 341,

El 28% del material restante correspondiente a
extendidos de aspirados medulares y sangre periféri-
ca, fue enviado para estudio citoquimico enzimatico,
diferenciacion y subclasificacion de leucemias agu-
das mieloides y linfoblasticas y de mielodisplasias.
Cabe recalcar aqui que el estudio anatomopatologico
que incluye tanto el aspecto histoldgico de la biopsia
como el citolégico de los extendidos con la aplica-
cion de esta metodologia citoquimica sistematica y
conjunta permite obtener todos los criterios morfold-
gicos necesarios para diagnosticar, clasificar, pronos-
ticar y cuantificar las alteraciones, lo que resulta de
gran ayuda al patélogo en la interpretacion de cada
caso en particular 13420,

En los casos con informes de material insuficien-
te para evaluacion con necesidad de repetir el pro-
cedimiento, se notd que sélo en 3 casos, se repitid
la biopsia, no se aclararon los motivos. En cuanto
al tamafio de los cilindros, la longitud de la mayor
parte fue menor a 2 cm, lo que indica que aunque se
llegd a una interpretacion diagndstica confirmada es
recomendable mejorar la longitud de la biopsia en el
procedimiento de extraccion, llegando a los valores
estandarizados de 2 a 3 cm de longitud !> 1415,

La frecuencia urbana de pacientes, en su mayor
parte de capital y alrededores, obedece probablemen-



te a su condicidn socioecondmica, asi como a la fa-
cilidad de consulta con profesionales especialistas en
este ambito. Los casos rurales fueron remitidos por
profesionales generales.

Los datos de frecuencia de aparicion de las en-
fermedades hematologicas encontradas en nuestra
casuistica son equiparables a los de la literatura,? 3"
4 siendo los procesos linfo 42464849 v mieloprolife-
rativos cronicos,!*3! las mielodisplasias y gamapatias
monoclonales 3" %" de presentacion muy frecuente en
adultos, asi como las metastasis de adenocarcinomas
con primarios mamarios, prostaticos o digestivos para
adultos y los neuroblastomas para nifos.*’ Las leuce-
mias agudas linfoblasticas de presentacion mas fre-
cuente en nifios pequefios y las mieloides en adultos,
encontradas también en la literatura !> 13- 14.24.31.41.43,

Del analisis estadistico de casos enviados, con
distintas presunciones diagndsticas clinico-hemato-
l6gicas, ya sean para confirmacion diagndstica anato-
mopatologica y/o analisis de factores pronosticos y/o
clasificacion de subtipos, comparando los métodos
clinico-hematolégicos con los anatomopatologicos
se constatdé un acierto diagnostico general sélo en
un tercio de los casos (39%), los cuales presenta-
ron presunciones clinicas acertadas confirmadas por
la anatomia patologica. Este acierto fue ain menor
(23%) en el diagnostico especifico en el momento de
clasificacion o estadificacion, necesitandose del estu-
dio anatomopatoldgico con técnicas especiales en la
mayor parte de los casos. Como prueba diagndstica,
con una sensibilidad de 54,58%, una especificidad de
5% vy altos porcentajes de falsos negativos (45%) y
falsos positivos (95%), el método clinico-hematolo-
gico con aspirados medulares y/ o frotis de sangre
periférica solos, podra diagnosticar solamente la mi-
tad de los casos.

La concordancia diagnostica minima encontrada
entre los métodos (IK = 0,38) implica que los aspirados
medulares y frotis de sangre periférica resultan insufi-
cientes cuando son utilizados aisladamente para el diag-
nodstico definitivo en gran parte de casos, necesitandose
estudios complementarios con técnicas anatomopatolo-
gicas especiales confirmatorias.

Se demuestra de esta manera la utilidad y la
imperiosa necesidad de combinar los procedimien-
tos clinico-hematologicos con la biopsia de médula
osea y el estudio con técnicas especiales aplicadas
sistematicamente para llegar a un diagndstico final
correcto en este tipo de enfermedades, resultando
imprescindibles en los casos leucopénicos y con
aspirados medulares hipocelulares, en que practi-
camente no existe de por si, material extraible para
evaluacion citologica morfologica diagnostica. La
indicacion acertada de biopsia de médula 6sea, asi
como el analisis anatomopatologico con técnicas es-
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peciales enzimaticas utilizadas sistematica y conjun-
tamente en materiales histo y citoldgicos, contribuyd
en gran medida a proporcionar datos prondsticos y
a esclarecer o confirmar el diagnoéstico final en casi
todas las patologias.

En el 2% de casos (6 de 370 casos) en que no se
lleg6 al diagndstico final por ninguno de los méto-
dos, se necesitaron otras técnicas complementarias
como marcadores celulares, citogenética o biologia
molecular para una confirmacion o clasificacion
diagnostica. En nuestra serie, estos correspondieron
a una mastositosis sistémica con asociacion hemato-
logica clonal de células no mastociticas, comprobada
por inmunohistoquimica con triptasa mastocitica po-
sitiva, descartandose un proceso linfoproliferativo y
a la patologia mieloproliferativa acompafiante como
leucemia mieloide crénica con eosinofilia, por cito-
genética y biologia molecular. Esta presento resulta-
dos negativos para el cromosoma Philadelphia y para
la fusion del gen BCR/ ABL. No pudo clasificarse
inicialmente, sino posteriormente, con estudios com-
plementarios y con la evolucioén, como una leucemia
mielomonocitica crénica. En la clasificacion actual
de la OMS*' se encuentra a esta entidad como una
mastocitosis sistémica con asociacion clonal hema-
toldgica de células no mastociticas.

Otros casos como leucemias agudas LMA-M3
variante microgranular, LMA-M7, LMA-MO con
mielodisplasia anterior, necesitaron marcadores ce-
lulares, citogenética y biologia molecular para diag-
néstico definitivo; una aplasia selectiva bilineal de
series eritroblastica y megacariocitica, en la que se
indico el estudio citogenético para diferenciarla de
una mielodisplasia, aunque en biopsias secuenciales,
no se encontraron criterios morfoldgicos e histoqui-
micos de mielodisplasia; y un probable caso de sin-
drome de Sézary no caracteristico a la clinica ni al
frotis de sangre periférica que result6 ser una farma-
codermia con linfocitosis T reactiva.

CONCLUSIONES:

1. La adaptacion de técnicas de citoquimica en-
zimatica a materiales de biopsia de médula
osea incluidos en parafina permite evidenciar
criterios morfologicos cuali y cuantitativos
del tejido hematopoyético, similares a los en-
contrados en las citologias hematologicas.

2. La aplicacion y utilizacion de los métodos
citohistoquimicos enzimaticos en forma sis-
tematica al mismo tiempo en materiales cito-
logicos como en materiales bidpsicos permite
la racionalizacion del trabajo del laboratorio
y la evaluacion conjunta de ambos tipos de
materiales por el patdlogo. Tener en cuenta
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esto, resulta muy importante en el momento
del diagnostico y clasificacion de las enfer-
medades hematoldgicas.

3. Labiopsia de médula 6sea constituye una he-

rramienta vélida e imprescindible para llegar
al diagndstico final, especialmente en los ca-
sos hipocelulares.

4. La indicacion de este tipo de estudio por el

hematdlogo resulta una decision acertada en
el manejo de sus pacientes, importante no
solo a la hora del diagnoéstico de certeza, sino
también a la hora de evaluar el pronostico,
adoptar la terapéutica adecuada y en el segui-
miento evolutivo con enfermedad residual,
recidiva o recaida.
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