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RESUMEN

Resultados recientes en nuestro laboratario mostraron que las células tronco
de médula dsea movilizadas a la sangre periférica y las de médula ésea sin
movilizar, provenlentes de pacientes con céncer y de donadores, pueden proliferar
y diferenciarse hacla los diferentes progenitores hematopoyéticos (UFC-G, UFC-
GEMM y UFB-E) al menos por un periodo de doce semanas en un medio de cultivo
liquido sin cltocinas y sin factores de estimulacion del creciimiento. Sin embargo, se
desconoce sl estos progenitores son capaces de madurar a los diferentes estadios
de cada extirpe sanguinea, lo que consideramos importante abordar en el presente
trabajo medlante un estudio citoquimico durante la hematopoyesis en cultivo
liquido de células tronco de paclentes con cancer movilizadas a la sangre periférica
con filgastrim (FEC-G). La estrategla experimental fue la slgulente: se trabajé con 16
personas que se clasificaron en tres grupos, A) Con diagnostico de malignidad y
médula dsea con hematopoyesis normal (2); B} Con dlagnostico de malignidad y
médula dsea con hematopoyesis malignizada (12) y C) Donadores (2). Después de
reciblr una dosls fija de FEC-G de GO0 mg/24 H, durante sels dias continuos para
movllizar sus células mononucleares, estas se recolectaron durante tres dias
seguldos a partit del quinto de la aplicacion del FEC-G. Se tomo una alicuota (0.5-(
ml) de cada producto de leucoféiesls y después se obtuvo el concentrado
leucocitario (CL). Los cultivos fueron iniciados en cajas de 40 x [2 mm, con

inéeulos de 5 x 10" células/ml de los diferentes CL. Se cuitivaron en «-MEM,
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suplementado con SFC (20 %) y fitohemaglutinina (2 %). Los cultivos se realizaron
por triplicado y se Incubaron a 37°C en 5 % CO, por diferentes periodos, por 1o
menos doce semanas, uno de ellos hasta veinticdos semanas. Cada tercer dia, las
células fueron contadas y examinadas para a) % viabllidad; b) aspecto morfoldgico;
¢) tinciones citoquimicas diferenciales (MPO, FAL, FACy azul de Prusia).

De la primera semana y hasta la doceava semana de cultivo se observd, para
los dos paclentes del Grupo A, MPO: 0.8-72% y 0-68%, FAL: 0-3% y 0-17%
respectivamente, Para 8 casos de LMC del Grupo B, MPQO: 3.5-30%, 0.1-32%, 0.2-
9%, 1.1-67%, 1.3-65%, 4.6-04%, 1.5-65%, 5.1-66%, FAL: 0.5-5%, 0-26%, 0.1-4.5%,
0.1-60.8%, 0.3-29%, 2.5-60%, 0.4-61%, 1.3-50% respectivamente, Para los casos
restantes del Grupo B, MPO: 85-0%, 0.1-65%, 0.5-56% y 0.3-5%, FAL: Q%, 0-88%,
0-12% y 0-0.5% respectivamente. Para los 2 casos del Grupo C, MPO: 0.3-85% y
0.5-87%, FAL: 0-72% y 0-75%, FAC: 3-8% y 2-7.5% respectivamente.

Los resuitados obtenidos sugleren que las células cultivadas, generaron sus
proplos factores de estimulacldn de crecimiento y de ésta forma proporcionaron el
microamblente adecuado para que las células tronco profiferaran y se diferenclaran
hacla progenitores hematopoyéticos, en los cuales finalmente se did la maduracion
a los diferentes estadlos de las células sanguineas, que pudieron ser ficilimente

detectados por las tinclones citoquimicas empleadas.
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I. INTRODUCCION

L1IGENERALIDADES

1.1.1. SANGRE

La sangre es un fluido que contiene elementos formes: eritrocitos, leucocitos
y plaquetas contenidos en ef plasma. El origen de las células sanguineas es a partir
de las células endoteliales del saco vitelino y de la membrana alantoldea. La
formacion de la sangre en el embridén empieza hasta la quinta semana de gestacion
y ocurre primero en el mesenquima embrionario sobre todo en el higado, después
en el bazo y finalmente en la médula dsea y en los ganglios linfdticos. Las células
mesenquimatosas que rodean a los vasos endoteliales primitivos. se diferencian en
elementos de los tejidos muscular y conectivo (1). En el humano, el volumen de la
sangre es de cinco a slete littos en promedio en un adulto clinicamente sano, esto

es alrededor del 8% de su peso corporal.
f

1.1.1.1. Componentes celulares y funcionamiento de la sangre
Los eritrocitos o glébulos rojos son células que contienen una proteina
llamada hemoglobina, cuya funcién mds importante es el transporte del oxigeno y
del bidxido de carbono. Los leucocitos o globulos blancos participan generalmente
en la defensa celular y humoral del organismo contra sustancias extranas. También
son capaces de efectuar movimientos ameboldeos que les ayudan a circular por los

vasos sanguineos y poder penetrar en el tejido conectivo (diapedesis). Las
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plaquetas o trombocitos producen la tromboplastina la cual es importante para el
mecanismo de la coagulacion. El plasma es un liquido que transporta las células
sanguineas asf como los materiales nuttltivos provenientes del aparato digestivo,

bazo e higado entre otros y las sustancias de desecho producidas enlos tejidos (2).

I.1.1.2. Ontogenia hematopoyética

Durante la gestaclon, la formacién de las células sanguineas empleza con la
célula tronco que es un derivado del mesodermo, los precursores hematopoyéticos
se pueden detectar en la sangre fetal desde la quinta semana. Iniclalmente las células
hematopoyéticas son producidas por el saco vitelino embrionario; para la sexta
semana, la hematopoyesis continGa ahora también en el higado embrionario. Para la
doceava semana en el bazo fetal comienza a contribulf a la hematopoyesis y en
médula ésea empleza a ser activa a partir de la dieciseisava semana (Figura {),
Mientras que en los ganglios finfiticos y en el timo se da la produccion de los

linfocitos a partir de la dieciseisava semana de gestacion (7-10).
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. Desarrollo ontogenético de la hematopoyesis.

.2, Hematopoyesis

1.1.2.1. Deflnicion

La hematopoyesis es el proceso mediante el cual se forman las células

sanguineas a partir de la proliferacion y diferenclacion de la célula tronco

hematopoyética y la maduracién de las extirpes producidas: erltroide, mieloide,

iinfolde

y megacariocitica.

6
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1.1.2.2. Célula tronco hematopoyética

La célula tronco también es conocida como: stem cell, célula tallo, célula
totipotencial, célula pluripotencial y ¢élula madre, Las propiedades que caracterizan
ala célula tronco (3) son:

« No estd terminalmente diferenciada; es decir, no se encuentra en la etapa
final de un camino de diferenciacidn.

« Al dividirse su pragenle puede ser de dos tipos: células que contintian a lo
largo del camino de diferenclacion hasta alcanzar el estado terminal. o bien
células  con las mismas caracterfsticas de la célula tronco
(autoperpetuacion).

La célula tronco da una célula hija que conserva las caracteristicas de la
célula madre y otra célula que dard orlgen a las cuatro extlrpes mencionadas
anterlormente. De acuerdo a su microambiente hematopoyético y a la interaccion de
las interleucinas y los factores de estimulacion de crecimlento (Apéndices 1y 11) se

producirdn las extirpes erltroide, mielolde, linfolde o megacariocitica. Figura 2.
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Fig. 2 Origen de las células sanguineas a partir de la célula tronco hematopoyética
(El diagrama fue cortesia de Sandoz & Shering-Plough)

1.1.2.3. Unidad formadora de colonla
Mayani y Lansdorp (4) mostraron que las células tronco derivadas de la
médula dsea adulta o de cordén umbilical pueden separarse en diferentes
subpoblaciones de acuerdo a la expresion dei antigeno CDA4SRA (isoforma del
antigeno comun de los leucocitos) y del antigeno CD71 (receptor de transferrina). De

()

esta forma, las células tronco que expresan altos niveles de CDASRA y bajos niveles
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de CD71 daran origen a los progenitores mieloides (UFC-G), mientras que las células
tronco que expresan bajos niveles de CDA5RA y altos niveles de CD71 dardn origen a
los progenitores eritroides (UFC-E). En contraste las células tronco que expresan bajos
niveles de CDASRA y de CD71 daran orlgen a los progenitores mixtos (LUFC-GEMM).

Por lo que las unidades formadoras de colonias (UFC), son células que se
originan de la diferenciaciéon de la célula tronco. Cabe resaltar la amplia
partlcipacion de la interleucina 3 durante la diferenclacion hacla la linea mieloide y
la lfnea eritroide.

Existen dos tipos de progenitores eritroldes: fa UFB-E y UFC-E, estos
representan  estadios secuenciales de la maduracidn eritrolde. Las células
formadoras de "bursas” eritroldes (UFB-E), se les denomina asi por su caracterfstica
de crecer /n vitro formando agrupaciones de varlas colonlas. La célula formadora de
colonia eritroide (UFC-E) es el progenitor maduro, probablemente el precursor
inmediato del proerltroblasto. Produce colonfas de tamano pequeiio que estdn
constltuldas por células que contlenen hemoglobina, la erltropoyetina actda
estimulando fa divisién celular de los progenitores eritroides y su posterlor
maduraclén a proerltroblasto.

La unldad formadora de megacariocitos (UFC-Meg) requiere la presencla de
dos factores de crecimiento: La trombopoyetina y el factor de estimulacidn del
crecimlento megacariocitico. Este Gltimo, probablemente estimula la proliferacion y el
iniclo de la maduraclén megacariocitica, mientras que la trombopoyetina actia a nivel

de endoreduplicacién y la posterlor maduraclon del megacariocito.
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Las caracteristicas mas importantes de la UFC-GEMM (5,6) son: el tamano de
la célula que ascila entre los 25 a 30p de didmetro, el nticleo ocupa el 75% del drea
celular, los nucleolos son visibles y el citoplasma presenta afinidad tintoreal basofilica.
Esta unidad de colonlas mixta contribuye a la produccion de los granulocitos,
eritorcitos, monocltos y macréfagos (Apéndice 1).

En la diferenclaclon hacia la linea linfolde intervienen las interleucinas 1 y 6,

dependiendo si la maduracion va hacia linfoclto B o T respectivamente.

1.1.3. Médula ésea
1.1.3.1. Locallzacion de fa médula dsea y sitios de su hematopoyesis

La médula ésea se localiza en el hueso esponjoso y puede ser de dos tipos:

o La médula amarliia la cual contiene células adiposas, osteoblastos y
osteoclastos.
¢ La médularoja que contlene tas células hematopoyéticas.

Al nacer y hasta los cuatro anos de vida en promedio la médula ésea casl en
su totalldad es roja y solo una porcién es médula amarlila, después de los cuatro
anos de edad la médula roja se forma en las porciones proximales de los huesos
largos y de los huesos planos {créneo, vértebras, tarax, hombros y pelvis), el resto
del espacio medular esta ocupado por médula amarilla (11).

En promedlo a los veinticinco aios de edad 1a hematopoyesis esta limitada a
la médula dsea de crdneo, costlllas, esterndn, omdplatos, claviculas, vértebras,

pelvis y la mitad superior de fa cresta iliaca, asi como extremos proximales de los
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huesos largos (10), para este tiempo la médula dsea representa 2 a 2.5% del peso
corporal de un adulto clinicamente sano {f1). Después de los setenta afos de
edad, la celularidad de la médula osea decrece cerca del 30% en las zonas

mencionadas anterlormente (12).

1.1.3.2. Componentes celulares de la médula 6sea
Se encuentran varias extirpes cefulares en la médula dsea entre las cuales
estdn las células rojas o serle roja conocida como eritrocitos y células blancas o
serie blanca (neutrdfilos, eosindfilos, baséfilos, monocitos y linfocltos), asi como los

megacariocltos, osteoblastos, osteoclastos y las células adiposas.

I.1.4. Desarrollo hematopoyético
I.1.4.1. Eritrocito
Dentro de la unidad formadora de colonia eritrocitica (LIFC-E) se encuentra

las Islas eritrobldsticas las cuales estén formadas por uno o dos centros de
macréfagos y alrededor de ellos van a madurar los eritrocitos (12), pasando por los
sigulentes estadlos:

Proetitroblasto

Es el mds primitivo de fos estadios de maduracién del eritrocito, mide de 20 a

25p de dldmetro, su forma es oval o redonda. El ntcleo ocupa un 80% del

drea total de la célula, la cromatina es laxa y se distribuye en cdmulos,

presenta uno o varlos nucleolos. El citoplasma contiene ferritina, que es
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detectable cuando se utiliza la tincion del azul de Prusia (AP): cuando se llega
a tenir con fosfatasa dcida (FAC) indica una naturaleza Hisosomal, esta FAC es
diferente a la de los granulocitos; si se tine con mieloperoxidasa (MPO) indica la
presencia de hemoglobina ya que la densidad citoplasmética sera difusa (12).

(o]

Eritroblasto baséfilo

Son células mas pequenas que los proeritroblastos, miden de 16 a 18 de
didmetro, el nlcleo ocupa et 75% del drea celular, la cromatina es laxa y se
aglutina en la proximidad de la membrana nuclear, los nucleolos desaparecen,
en el citoplasma se da fa sintesis de hemoglobina. Este estadio de maduracién
es detectable por medio de la tincién del AP,

Eritroblasto policromatéfilo

Su tamano oscila de los 12 a 15u de didmetro, el nlcleo ocupa el 25% del
drea cefular, la cromatina esta definida en cimulos y semefa una red. £l
citoplasma se vuelve mds acldéfilo debido a la sintests de hemoglobina, es
positivo a la tinclon del AP,

Eritroblasto ortocromadtico

Mide de 10 a 15u de didmetro, el nlcleo es excéntrico, ocupa un 25% del
drea celular debldo a su fragmentacion; la cromatina se condensa; el
cltoplasma contiene mds hemoglobina. Es positivo a la tinclén AP.
Reticulocito

El tamano es de 8 a 10 de didmetro, primero se da la enucleacién. El

citoplasma contiene el RNA residual y mitocondrias; después se dispersan los

12
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filamentos intermedios y los microtubulos se van a las orillas. Se tifie con AP,
Constituyen el 1% de los glébulos rojos circulantes, la maduracion la adquiere
en sangre periférica después de que sale al torrente sanguineo.

Eritrocito

Mide de 7 a 8.5 de didmetro, su forma es blcdncava, carece de nucleo, por
lo que no es capaz de sintetizar proteinas y lipldos; presenta un alto
contenldo de hemoglobina. La membrana eritrocitarla es un complejo
bifosfolipidico que esta compuesto de carbohidratos, lipldos y proteinas lo

que le da flexibilidad a la célula. Se reconoce con la tinclén del AP (10,12).

L.1.4.1.1. Bioquimica
Ei eritocito presenta una vida medta de 100 a |20 dias en sangre periférica,

durante ese Intervalo de tlempo se ha visto que existe una disminucién en el
contenido de enzlmas glicoliticas, ATP, lipidos y protelnas.

La destruccton del eritrocito se produce en el sistema fagocitico-
mononuclear del bazo, higado y médula ésea; ya destruido el erltrocito, la globina
es hidrollzada y utillzada en fa sintesls de aminodcidos, el hierro liberado es
fagocltado y transportado por la transferrina a las células erltroldes primarlas en

donde se reallza una nueva sintests de hemogloblna (12).
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1.1.4.1.2. Ontogenia y tipos de hemoglobina
El proceso de maduraclon del erltrocito es en el saco vitelino, cuyos

eritroblastos son remplazados para el segundo mes de gestacion por eritocitos
derivados de la eritropoyesis hepdtica. Entre el tercero al séptimo mes de gestacion
la produccion de los eritrocitos se da en el bazo; y a partir del quinto mes los
eritrocitos se pueden ya reconocer en la region central de fa médula dsea. Al
momento del naclmiento cesa la produccién de eritrocitos en la fase hepdtica y la
médula ésea serd la tnlca productora de eritrocitos (12).

Durante la secuencia de aparicidn del erltrocito en los diferentes érganos se
da una variedad de hemoglobinas (8). La primera globina producida se le conoce
como Gower [ (13,14) que esta en el estado embrionario y es de tipo «. Cuando se
detecta en el saco vitellno es de tipo Gower Il y la hemoglobina serd de tipoyya,y
se van a locallzar en higado, bazo y médula désea, para la onceava semana de
gestaclon empleza aparecer la hemoglobina tipo f# que estard presente en el estado

adulto del individuo (8).

1.1.4.2. Plaqueta
Las principales caracteristicas diferenclales de los estadios de maduracion de
esta célula son: la morfologla nuclear, el aspecto del citoplasima y los cambios

relativos en tamano,
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Mesgacarioblasto

Presenta un tamano de 6 a 24 de didmetro, con una secuencla de
maduracién diferente a otras células medulares, ya que la maduracion nuclear
se adelanta y termina antes de que empiece la maduracién del citoplasma
(10). Se reconocen citoquimlcamente con la tincion del dcido peryddico de
Schiff (PAS).

Promegacariocito

El tamaio de este tipo celular oscila entre los (4 a 30p de didmetro. El
citoplasma contiene grdnulos azuréfilos visibles, aparecen primero en la reglon
perinuciear o en el aparato de Golgi y postetiormente en ei resto del
cltoplasma; el ndcleo es lobulado, y los nucleolos son adn visibles (10,12).

En esta etapa empieza a desarrollarse en el citoplasma un sistema
membranoso de demarcacién, que se forma por invaginaciones de la
membrana plasmética, de este modo se separan dreas pequenas del
citoplasma que flnalmente se convertlldn cada una en plaquetas (10),
Cltoquimicamente es positivo a la tinclén de PAS.

Megacarlocito granular

El tamaio osclla entre los 16 a 56p de didmetro, el nimero de los granulos y
¢l sistema membranoso de demarcacton aumenta. El nicleo es multilobular y
los nucleolos desaparecen. La cantidad del cltoplasma aumenta de forma

notable,
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Los megacariocitos producen de siete a ocho pro-plaquetas que
posteriormente se transformardn en plaquetas; el niceo permanece en
médula dsea y se plensa que degenera y es eliminado por el sistema de
macrdlagos (10). Se reconoce por la tincidn de PAS.

Plaqueta

Tlene un didmetro de 2 a 4 es de forma redonda u oval. Con los colorantes
de Romanowsld se observan dos zonas: la zona agranular intensamente baséfila
que suele ser central y la zona periférica que es homogénea y pdilda. No se
observa el nicleo. La plaqueta tiene una vida medla de nueve dfas y medio

(10,12). Es posltivo a la tincién de PAS.

i.1.4.2.1. Fisiologia
Las plaquetas realizan la vigilancia pasiva del revestimlento endotellal de los

vasos sangufneos debldos a una fisura o ruptura. Cuando las células endoteliales se
separan estas plaquetas se adhleren a las fibras de colagena expuestas al
subendotelio y evitan que la sangre escape. En caso de una leslén en la que hay
ruptura real del revestimiento endotellal, las plaquetas reaccionan formando un
agregado, conocido como tapdn plaquetario, que detiene el sangrado. Mientras
que los fosfolfpldos de las membranas endotellales llevan acabo una reaccién de
superficie que activa al fibrindgeno para la formaclén de flbrina, que slrve para

estabilizar el tapon plaquetarto Inicial y la masa entera final se flama tapon
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plaquetario secundario. Otra funcion es la de promover la separacion tisutar

después de una lesion (2,12).

1.1.4.3. Neutréfilo
Micloblasto
Es la célula mds primitiva de los estadios de maduracién del neutréfilo por lo
tanto indiferenciada, cuyo tamafio oscila entre los 15 a 20p de didmetro; el
nicleo es grande en relacidon al citoplasma, los nucleolos son visibles y
contlenen protefnas ribosomales, la cromatina es laxa, el citoplasma es
azurofilo (15).
Promielocito
La célula presenta un tamaio de 15 a 20u de didmetro, el nicleo es grande
con algunos nucleolos; el citoplasma presenta grdnulos conocldos como
granulos primarios (granulos azurdfilos o granulos grandes), los cuales miden
unos 500nm de didmetro, algunos de ellos estan conectados por pequefios
filamentos, la membrana de estos grinulos es fosfolipidica y contiene enzimas
como FAC, MPO, hidrolasa dcida, lisozimas y mucopolisacaridos que
contlenen sulfatos, que los hacen posltivos a las tinclones citoquimicas
respectivas.
Mielocito
La célula tiene un tamano que varla entre los 12 a 18p de didmetro, el nicleo

disminuye en cuanto a tamano, presenta una muesca central, la cromatina por
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lo tanto se condensa, los nucleolos desaparecen por completo; el citoplasma
cesa la produccion de los granulos primarios, mientras que orlgina los granulos
secundarios (granuios especificos o granulos pequeiios), cuyo tamano es de
200nm de diametro, ia membrana de ios grdnulos secundarios también es
fosfollpidica, Citoquimicamente son positivos a las tinciones de FAL, Sudan B,
FAC y MPO.

Metamielocito

£l tamano de la célula oscila entre los 10 a 15n de dldmetro, el nicleo
presenta una depresion central mucho mayor, la cromatlna es compacta, los
nucleolos ya no son apreclables; el citoplasma contiene una mayor cantidad
de grinuios secundarios, 10s grdnulos primarios ya no aumentan en nimero.
Citoquimicamente se puede distingulr este estadio de maduraclén por medio
de la FAL, asi como de la MPO,

Granuloclto en banda

Ef tamano varla de 9 a 15u de didmetro, el nicleo tiene una depreslon central
que cast llega a un cuarto del puente cromatinico; el citoplasma se vuelve
cada vez mds azuréfilo debldo a la presencia de los granulos secundarios. En
este estadio de maduracion la célula ya se puede encontrar en sangre
periférica. Citoquimicamente la intensidad positiva hacia TAL y a MPO es

mayor.
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Granulocito segmentado o Polimorfo Nuclear

Presenta un tamano de 8 a 15 de didmetro, el nicleo es segmentado puede
tener dos o mds lébulos, los cuales estan conectados por un filamento nuclear
delgado, la cromatina por lo tanto esta condensada; el citoplasma es azurdfilo
debido a que los granulos secundarios que son mds abundantes que los
primarios. Cltoquimicamente, se aumenta la intensidad positiva hacia FAL. y

MPO.

1.1.4.3.1. Fisiologfa
El neutréfilo protege al organismo de Infecciones (actia migrando a €l sitio

de infeccion por medio de factores quimiotacticos o por quimiotoxinas las cuales
son generadas por la Interaccidn de anticuerpos con antigenos); los neutrdfilos
ingleren a los microorganismos por medio de seudopodos {fagosoma), los granulos
citoplasmadticos descargan su contenido en el fagosoma {degranulacién) y de esta

forma destruye a los microorganismos.

1.1.4.3.2. Bloquimica
FI citoplasma de los neutrdfilos contiene glucégeno y agentes antioxidantes

que permiten destrulr a fos microorganismos,
Los grdnulos cltoplasméticos son de tres tipos:
a) Ef granulo primario que es similar a los lisosomas el cual decrece conforme

avanza la maduracléon celular, contlene protefnas microbidticas como la
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peroxidasa la cual cataliza la oxidacion de las estructuras celulares de los
microorganismos, proteinas cationicas que son de defensa contra invasores
nocivos, asi como enzimas que catalizan reacciones degradativas que
incluyen la hidralisis de proteinas, dcidos nucléicos, carbohidratos, lipidos,
esterasas y elastasas (10,12).
b) Los granulos secundarlos son de secrecidn, destruyen a los
microorganismos y ayudan en los sitios de inflamacién (12).
¢) Los granulos terclarios a pesar que se desconoce su origen se sabe que son
tamblén de secrecion (16).
La superficle de fa membrana es fosfalipidica por lo que facilita la entrada y
sallda de clertas sustancias. El ndcleo presenta todas las formas de RNA que
necesita para la sintesls y que va decreciendo confarme va madurando la ¢élula, en

camblo el DNA no tendrd cambio alguno (10).

1.1.4.3.3. Produccién y Distribucién
Los neutrdfllos se producen de la siguiente forma:

En médula Gsea se dan dos divisiones mitdticas, en fa primera divisidn, la
célula es capaz de sintetizar DNA y dar {os tres primeros estadfos de maduracidn
este proceso dura de tres a sels dias aproximadamente. La segunda divisién es la
post-mitética que corresponde a los tres estadios paosteriores de maduraclén y
dura de cinco a slete dias para después ser liberado a la sangre periférica. En sangie

periférica el neutrdfilo permanece unas sels a dlez horas para después continuar
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hacla tejido. Posteriormente en el tejido los neutréfilos duran de uno a dos dias mds,
para después ser degradados.
finalmente los sitios en donde se puede locallzar a los neutrdfilos son

pulmon, tracto intestinal, higado, bazo y superficle de la mucosa nasal.

1.1.4.4. Eosindfilo

Como se observa en la Figura 2 el eosindfilo presenta los mlsmos estadios
de maduraclén que el neutrdfilo, por lo tanto solo se comentara sobre el ditimo
estadio de maduraclén,

La célula tiene un tamaiio que osclia entre los 12 a {7y de didmetro; el
nicleo es bllobulado. El citoplasma presenta tun solo tipo de granulo, visto en
mlcroscopia electrénlca son de forma ovoide, con un centro opaco o cristalino el
cual esta rodeado por una densa matriz formada por arginlna, que es insoluble a
pH fislolégico; ademds se encuentran otras proteinas catidnicas como son la MPO,
FAC, arll-sulfatasa, glucoronidasa, catepsinas. Y tamblén se encuentran los
fosfolipidos; por lo que cltoquimicamente los eosindfllos son positlvos a la FAC,

MPO, Sudan B entre otras tinclones.

1.1.4.4.4. Fislologfa
Fagocita y destruye a los microorganismos por medio de las enzimas que

estdn presentes en los granulos citoplasmadticos, el proceso de destruccion es

similar al de los neutréfilos.
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1.1.4.4.2, Produccidn y Distribucidon
Se producen en médula dsea mediante dos divisiones, la primera dura

aproximadamente nueve dias y la segunda se lleva en dos dias. Posteriormente se
distribuyen a sangre periférica, en donde se ha observado que duran solo unas horas
(de una a ocho horas) y después vialan hacla tejldo. En tefido duran unos dias mds,
para después ser destruidos. Se pueden encontrar principalmente en piel, pulmon,

tracto Intestinal, en mucosa nasal o en canales linfdticos (10).

1.1.4.5. Basofilo
Presenta el mismo origen de los eosindfllos y los neutréfilos como se
observa en la Figura 2, por lo tanto solo se comentara sobre el tltimo estadio de

maduracidn.

El tamano del basofilo osclla entre los 5 a 7j de didmetro, el nicleo es
bilobulado por lo que la cromatina esta condensada, el citoplasma contiene
grdnulos ricos en histamina; mds grandes en comparacion con los otros tipos de
granulos de la extirpe granulocitica, la distribucién en el citoplasma es irregular.

Cltoquimicamente son reconocidas por la tinclén de PAS y la de MI'O.

1.1.4.5.1. Fisiologia
Los basdfilos actGan como mediadores ante una respuesta inflamatoria, en

especial a fa hipersensibilidad, esto es debido a los granulos que liberan la

histamina. Posteriormente se transforman en mastocitos.
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1.1.4.5.2. Produccidn y Distribucion
La vida media de los basdfilos en la médula dsea es corta ya que dura dos

dias y medio, mientras que en la sangre periférica es de siete dias y en tejido unos
dias mads.

Cuando el baséfilo se localiza en el tefido se conoce como ¢élula mastoidea

cuyo sitio de maduracion es en tejido conectivo, son células redondas o elongadas
cuyo tamario varia entre los 6 a {2p de dldmetro, el nticleo no esta segmentado
por o que la cromatina esta moderadamente condensada. El citoplasma va a

presentar filamentos y depdsitos de glucdgeno, asi como lipidos.

1.1.4.6. Monoclto

Monoblasto

Mide unas 20 de didmetro, el ndcleo suele ser ovolde o redondo, presenta
una pequena depresion, la cromatina es laxa y se observan varios nucleolos.
Cltoquimicamente es positivo a la esterasa y a MPO(10).

Promonocito

Presenta un tamano de 14 a 18p de didmetro, el nicleo presenta una
depresién profunda, la cromatina por lo tanto es condensada, el cltoplasma
presenta dos tipos de granulos, una poblacion que contiene las enzimas FAC,
aril-sulfatasa y MPO, estos granulos son andlogos a los lisosomas primarios,
los cuales se parecen a los primarios de los neutrdfilos por microscopla
electronica, Una segunda poblacion de granulos diferentes a los primarios y

secundarios de los neutréfilos cuyo contenido enzimético no se conoce (14).
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Monocito

Son células de tamano entre 12 a 151 de didimetro, el nicleo ocupa la mitad
del drea celular y generalmente es excéntrico, la cromatina se condensa; el
citoplasma contlene granulos primarlos y secundarios. Citoquimicamente son
positivos a PAS, al Sudan B, a esterasa, a MPO.

Macréfago

Esta célula reside en el tejido y presenta un tamano de 25 a 50p de didmetro,
el nucleo es excéntrico el cual presenta una pequena depresion, suele tener

uno o mds nucleolos, el citoplasma tlega presentar muescas en las oriltas.

1.1.4.6.1, Flsiologia
Esta célula forma parte del sistema fagocitico-mononuclear cuyas funciones

son varladas, como la fagocitosis y digestion de los mlcroorganismos, secrecion de
medladores quimicos y reguladores de repuestas inflamatorlas, interaccion con

antigenos y linfocitos en la generacién de respuestas inmunes.

1.1.4.7. Linfoclto
Linfoblasto
Tlene un didmetro de 10 a 20y, el ndcleo contiene cromatina fina; son visibles
uno o dos nucleolos, la membrana nuclear es densa, el citoplasma es
agranular, no posee MPO, lipldos, ni esterasa, pero presenta FAC y glucogeno.

Los linfobiastos con potencial para ser células T contienen esterasa del dcido
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a-naftil, en tanto que los linfoblastos que pueden originar las células B
contienen cantidades pequefias de inmunoglobulinas que son detectables por
medio de técnicas de inmunofluorescencia (FITC y rodamina).

Prolinfocito

Es muy dificll distinguir en médula 6sea, mide entre 8 a 10u de didmetro, la
cromatina es densa y el citoplasma es agranular (10).

Linfocito

Estas células poseen dos tamanos distintas, las células pequenas o linfocitos T
miden entre 7 a 10pt de dldmetro, el nicleo mide 8, la cromatina esta
condensada y presentan muy poco citoplasma, Las células grandes o linfocitos
B llegan a medir entre 11 a 16y de didmetro y el nicleo mide aproximadamente
unas 10 p, en cuanto a las demds caracteristicas son similares a los linfoblastos
y prolinfocitos.

Citoquimicamente los linfocitos T se puede detectar por medio de la tincién
de PAS, esterasa no especiflca neutra y dcida, B-glucoronidasa, N-acetil-f3-
glucosamina y fa FAC, mientras que los linfocitos B solo se tifie con esterasa.
Célula lasmdtica

Presenta un tamano de 9 a 20u de didmetro, su forma es oval, el nicleo es
excéntrico y en ocaslones llega a presentar 16bulos, 1a cromatina es compacta,
En condiciones normales estas células no circulan en la sangre periférica, sino

que se localizan en los nddulos linfaticos, tejido conectivo o capllares
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arteriales y son derivados de los linfocitos B. Citoquimicamente es positiva a la

tincién de PAS y a }-glucoronidasa,

1.1.4.7.1. Fisiologia

Los linfocitos ?onstitﬁyen los componentes esenciales del sistema inmune.
Los linfocitos T participan en la citotoxicidad, la hipersensibilidad y la produccién de
lInfocinas, asi como la produccion de anticuerpos y el funcionamlento de otras
células T. Los linfocitos B sintetizan inmunoglobulinas, usualmente bajo el contiol

de las células T reguladoras y se diferencian a células plasmaticas (12).

(.1.4.7.2. Produccidn y Distribucidn
Los linfocltos se originan en médula dsea (linfocito B) y en la corteza del

timo (linfocito T), tas células producidas en estos drganos emigran a areas
lInfopoyéticas secundarlas donde la linfopoyesis continda. Ef G5 al 85% de los
linfocitos son de larga vida con periodos intermit6ticos de meses a 5 afos, esto se
debe a que los linfocltos se quedan en la fase Gq del clejo celular, el otro 15 a 35%

de los linfocltos son de vida corta y viven de horas hasta 5 dias.
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L2.1. Transplante de Médula Osea
1.2.1.1. Definicién
El Transplante se define como la sustltucion de un tejido u érgano daiado por

otro en condiciones funcionales optimas y sobre todo histocompatiblemente similar

(alogénico) o igual (autélogo e Isogénico).

1.2.1.2. Historla del tansplante

Se tlene referencia de las transfusiones sanguineas desde el siglo XVIl. En
1667 Lower Inyectd sangre de un cordero a un hombre; en ese mismo aino Denls
realiza igualmente transfusion sanguinea de cordero a un hombre.

En 1828 James Bundell realizé transfusiones de sangre a pacientes con
hemorragla puerperal; en 1875 se tenia reglstrado por lo menos 347 transfusiones
de sangre humana.

Para 1900 Landsteiner descubrid los antigenos del grupo sanguineo
eritrocltario y el desarroilo de antlcoagulantes no tdxicos de modo que ia sangre
puede ser almacenada y usada en transfusiones indlrectas (12,17,18). A partir de
este afo se empezod a tener mayor auge las transfuslones sanguineas.

Desde 1992 en el Instituto Naclonal de Cancerologfa (INCan) se realizan
transplantes de médula dsea en todas sus modalidades. En 1993 el INCan realizé
mds de cincuenta autotransplantes de células mononucleares movllizadas a la

sangre perlférica (CMMSP) y recolectadas mediante féresls de flujo continuo (19).
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Estos autotransplantes se realizaron tanto en pacientes con tumores sdlidos como

en pacientes leucémicos.

1.2.1.3. Tipos de transplantes

Transplante autélogo.- Tanto el donador como el receptor es la
misima personay es compatible al 100%.

Transplante isogénico o singénico - El receptor y el donader son
gemelos univitelinos u homocigotos, es decir, no existe entre ellos
ninguna diferencia genética, ni Inmunoldgica (6).

Transplante alogénlco o heterdlogo.- El donador y el receptor
poseen una notable similitud inmunoléglca, pero no son gemelos
univitelinos sino hablitualmente son hermanos que comparten un

mismo sistema HLA (9,12,17).

1.2.2, Cultivo celular
1.2.2.1. Definicion
Es reproducir en seres vivos (in vivo) o en medios adecuados (in vitro) la
capacidad que poseen las células de proliferar y también, en clertos casos, de
diferenciarse. Tratando de conservar en lo posible las caracteristicas morfoldgicas y

géneticas de la(s) célula(s) Inlcladora(s).
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1.2.2.2. Cultivo IN VITRO

Cultlvo primarlo.- Es colocar en una caja de vidrio o pldstico una célula o
un fragmento de tefido sobre un sustrato sélido en una interfase liquido-
gas a temperatura constante. Realizando cambios del medio liquldo a
intervalos periadicos pero sin alterar el crecimiento de las células sobre el
sustrato solido. Tlene la caracteristica principal de no ser inmortal,

Cultivo secundarlo.- Se deriva de los cultivos primarios, se le denomina
tamblén primera resiembra y consiste en tomar una o varias células del
cultivo primario y crecerlas en condiclones similares a las que se
encontraba iniclaimente. El medio de los cultivos puede ser solido o
semisélido  con una interfase  solido-gas o  sélido-liquido-gas
respectivamente. Una de sus aplicaciones es la propagacion de una linea
celular,

Linea celular.- Su princlpal caracterfstica es la inmortalidad y es el

producto de reslembras suceslvas de una clona de células (20).

1.2.2.3, Cultlvo de células hematopoyéticas

El estudio de la granulopoyesis /n vitro se Inicio en 1966 cuando
simultdineamente Bradley y Metcalf en Australla, Plutznik y Sacks en Israel (21)
ponen en marcha el cultivo /n vitro de las células hematopoyéticas de ratén, En
{970 Pike y Roblnson adoptan dicha metodologia para el cultivo de células

hematopoyéticas humanas (22).
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£l cultivo hematopoyético es un procesamiento /in vitro de una fase inicial de
separacion celular de la muestra de médula dsea o de sangre y su posterior
suspencion de las células en un medio de cultivo que suele ser semisdlido, ya sea
en agar, metiicelulosa o plasima coaguiado. Estas sustancias proporcionan el
soporte adecuado para el crecimiento celular y evitan que las células que crecen
formen agrupaciones y emigren del soporte, quedando las células hematopoyéticas
y su progenie retenidas en una zona de agrupamiento en la que puede ser
detectadas en forma de colonias cuando se observan al microscoplo invertido.

Dexter et a/ demastraron que los linfocitos, granulocitos y erltrocitos de
médula 6sea pueden propagarse en cultivos liquidos, en la cual se formarén
monocapas que le servirdn de matriz a las células sangufneas (23,24).

Coulombel (25) y Gordon (26) demostraron que las células mononucleares
de médula 9sea humana puede adherirse durante un perlodo de incubacién de dos
horas, asi como favorecer los precursores estromales para que pueda mantenerse
la hematopoyesls por un periodo de cultivo a largo plazo. Ademds que las UFC-GM
estan directamente relacionadas con el nimero de células mononucleares usadas
en el cultive y van disminuyendo conforme pasen los dias en cultivo,

Marché-Cova et al (27-29) demostraron que las células tronco de CMMSP y
fas de médula dsea, provenientes de pacientes con cancer y de donadores, pueden
proliferar y diferenclarse hacla los diferentes progenitores hematopoyéticos (UFC-G,
UFC-GEMM y UFB-E) al menos por un periodo de doce semanas en un medio de

cultivo liquido sin citocinas y sin factores de estimulacién del crecimiento. Estos
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experimentos también dejaron entrever la posibifidad de que durante dicho tiempo
de cultivo se realice la maduracién de las diferentes extirpes sanguineas. De esto

(ltimo, se deriva el objetivo del presente trabajo.
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I1, OBJETIVO E HIPOTESIS

1.1, OBJLTIVO
Detectar mediante tinciones citoquimicas especificas los  estadios de
maduracién de las extirpes sanguineas durante la hematopoyests en cultivo liquido de

células tronco movilizadas a la sangre periférica.

11.2, HIPOTESIS
St en los cultivas liquidos hay proliferaclon y diferenclacién durante la
hematopoyesls de células tronco movilizadas a la sangie periférica, entonces se
puede ver la maduracion de dichas cétulas por medio de tinciones citoquimicas

especificas.
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[if. MATERIALES Y METODOS

111, SELECCION DE MUESTRAS

Se trabajd con 16 personas cuyas caracteristicas clinicas y hematoldgicas mds
importantes se resumen en la Tabla 1. Las personas se clasificaron en tres grupos:
A} Con diagnostico de malignidad y médula dsea con hematopoyesis normal.
B) Con diagndstico de malignidad y méduia dsea con hematopoyesis
malignizada.

C) Donadores.

111.2, OBTENCION DE MUESTRAS

Las personas de los grupos A y B, excepto el caso 3 (Tabla t) recibleron una
dosis fija de FEC-G de 600pg/24 H, durante 6 dias continuos para movilizar sus
células mononucleares a la sangre periférica, estas células se recolectaron durante
tres dfas seguldos a partir del quinto dfa de la aplicacién del FEC-G, mediante
féresls de flujo continuo. Los productos de leucoféresis 6 CMMSP {muestras) fueron
preporclonados por el Departamento de Hematologfa del INCan,

En el grupo C se utillzaron dos unidades de sangre las cuales fueron

proporcionadas por el Banco de Sangre del INCan.
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I.3. CONCENTRADO LEUCOCITARIO (30,31)

Se tomé una alicuota de 0.5 ml de cada una de las diferentes muestras, se
colocd en tubo de Wintrobe y se centrifugd a 3,000 rpm. por 15 minutos a
temperatura  ambiente  (centrifuga  clinica  BECKMAN).  Obteniéndose  asf el
concentrado leucocitario de cada muestra.

En cada concentrado leucoditarlo se determind viabilidad celular por excluslon
del azul Tripano (0.4%) en dos alicuotas de 10 pl cada una, el nimero de células y la

cuenta diferencial por autoanalizador en una alicuota de 100 .

111.4. CULTIVO DE CMMSP (27-29)

Se sembraron 50,000 células/ml en cajas de petri (NUNC) de 4 x 12Zmm, con
«-MEM, fitohemaglutinina (2%) y suero fetal de carnero {SFC) (20%), todos los
cultivos se realizaron por triplicado, Los cultivos se mantuvieron a 37°C en atmésfera
de CO, al 5% y cada tercer dia se retiré una caja de cultivo para su procesamlento

citoquimico.

111.5. PROCESAMIENTO DE LAS CELULAS EN CULTIVO PARA LAS TINCIONES

CITOQUIMICAS

Se retird el sobrenadante de las cajas, se vertié en tubos Eppendorff de 2 ml.
Se centrifugd en una microfuga (BECKMAN) a 15,000 rpm por ocho segundos,
obteniendo asl una pastilla. Se elimind el medlo de cultivo y la pastilla se

resuspendié en PBS, para posteriormente volver a centrifugar el mismo tiempo, se
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realizaron tres lavados mas con PBS, centrifugando entre cada lavado y finalmente la
pastilla se resuspendié en agua bidestilada.
Posteriormente se realizaron frotis de gota, los cuales conslstieron en poner
6 gotas por portaobjetos de cada una de las muestras (gotas de 10pl), se revisaron
al microscopio invertldo (Olympus), y se dejaron secar a temperatura ambiente.
Ya reallzados los frotls de gota se rotularon y se guardaron para realizar
posteriormente la tinclon de Wrigth y las tinciones citoquimicas correspondientes;
¢ Mieloperoxidasa
¢ Fosfatasa Alcalina Leucocltaria
» Fosfatasa Aclda

o Azul de Prusia

111.6. TINCION DE WRIGTH (32)

Fundamento

Uno de los colorantes de Romanowsky mds ampllamente utilizado es el
empleado en fa tincion de Wright. La propiedad mds notable es fa de lograr sutlles
diferencias de tonos y tincién diferencial de las estructuras celulares en base a la
comblnacién de un colorante &cldo (eosina) y otro bésico (azul de metileno).

Los grupos dcidos de las estructuras celulares son afines at azul de metileno,
mientras que los basicos a la eosina. Por consiguiente las diferencias de tincion
observadas son producto del grado de acidez o basicidad de dichas estructuras a

pH fisiolégico; asi como del tliempao de tincion.
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Técnlca
La téenica original aparece en ef Apéndice Tl
1. Poner los frotis en forma horizontal y cubrir con el colorante de Wright por

intervalo de diez minutos.

N

. Pasado este tlempo se e anade el amortiguador de fosfatos de pH 7.2 por
un periodo de quince minutos, en ese momento se ferima una pelicula de
Drillo metalico.

3. Se Lavan los frotis con suflciente agua corriente.

4. Se dejan secar los frotls para después ser montados con balsamo de

Canada.

Interpretacion
¢ Nicieos de leucocitos: Violeta rojizo.
» Grdnulos eosindfllos: Rojo brillante hasta rojo pardusco.
o Granulos baséfilos: violeta oscuro.
¢ Granulos de neutrofilos; violeta claro.
¢ Citoplasma de linfocitos: azul.
o Cltoplasma de monocitos: azul grisaceo.

« Eritrocitos: rosa pdlido.
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i11.7. TINCIONES CITOQUIMICAS

111.7.1, Micloperoxldasa (33)
fundamento

La mieloperoxidasa es una enzima a base de porfirina de hierro, que se
focaliza en los granulos primarios de las células mieloides y de los monocitos,
formando parte del sistema oxigeno dependiente antimicrobial.

La peroxidasa cataliza la reduccion del agua oxigenada por ia bencidina dando
lugar a un complejo colorido que va del azul hasta el café en el sitio de reaccion
(granulos primarios).

Técnica
La téenica original se describe en el Apéndice 1V.
t. introducir los frotis en {a mezcla de incubacldn durante dos minutos.
2. Lavar con agua corriente y secar a temperatura amblente.
3. Contrastar con safranina al 0.5% por un minuto.
4. Lavar con agua corriente y montar con bdlsamo de Canadd.
Interpretaclon
¢ Grénulos de los neutréfilos (en cualquier estado de desarrollo). azul Intenso.
o Grénulos de los eosindfilos: café o verde a negro.
¢ Granulos de los basofllos: azul intenso a negro.
¢ Granulos de los monocitos: azul pdlido.
o Cltoplasma y ntcleo de los granulocitos y monocitos: rojo palido.

« Linfocitos, eritrocitos, plaquetas y blastos son negativos: tojo palido.
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I1L7.2. Fosfatasa Alcalina Leucocitaria (34,35)
fundamento

La Fosfatasa Alcalina Leucocitaria es una técnica citoquimica para 1a
determinacion de leucemia Mieloide Cronica (LMC) y de otras enfermedades de
tipo mielo-proliferativa, especialmente la Mielofibrosis, la Policitemia Vera y otros
procesos inflamatorios.

La enzima que se localiza en los grdnulos secundarios, se expone al sustraco
(fosfato naltol) en presencia de una sal de diazonio a pH alcaline de 9.5. El sustrato
se hidroliza por la enzima, eliminando un fosfato y axil-naftol-amida, que se une
inmediatamente con la sal de diazonio, formando un colorante azo-insoluble de
color marrén.

Técnica
La técnica origlnal se describe en el Apéndice IV,
i. Introduclr los frotls en la mezcla de incubacion recién preparada, por treinta
minutos.
2. -Lavar con agua bidestilada por diez segundos y secar al aire,
3. -Contratefir con azul de Comasiee por un minuto.
4, -Lavar con agua corriente y secar al aire
5, -Montar con Aquatex (Merck) y observar al microscopio de campo claro.
Interpretacion
La tincion aparece solamente en et citoplasma de algunas formas en banda y

de granulocitos segimentados.
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-«

Grdnulos secundarios: rosa palido a rojo brillante.

« Citoplasma: rojo.

¢ Nicleo: azul-negro.

o Todas las demas formas hematopoyéticas incluyendo las plaquetas no se

tinen.

111.7.3, Fosfatasa Acida (36,37)

Fundamento

La actividad enzimdtica de la fosfatasa dcida se ha detectado en los
linfocitos; con patrones variables de tincién. Cuando se incuba con el 4cido naftol-
AS-Bl-fosférico se detecta la actividad enzimdtica especificamente en las células T
linfoblasticas y en células plasmaociticas. También, ia FAC de células neopldsicas de
pacientes leucémicos se puede inhibir con el dcido tartdrico.

Esta enzima cataliza la hidrolisls de esteres fosféricos en un medio dcido. A
paitir del naftol-AS-Bl-fosfato se libera el naftol-AS-Bl y una sal de diazonio, para
dar un azo-colorante pardo-rojizo que se precipita en la células.

Técnic

La técnica original se describe en el Apéndlice IV.
1. Introducir los frotls en la mezcla de Incubacién por tres horas y guardar en
oscuridad.
2. Lavar con agua bidestilada durante veinte segundos.

3. Contratenir con azut de Comisare por un minuto.
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4. -Lavar con agua corriente.
5. Secar al afre y montar con Aquatex (Merck), observar al microscopio.
[nter wretacion
La reaccion citoquimica de la losfatasa dcida ha sido especialmente adl en el
estudio de fas células T linfoides tanto normales como leucémicas y el color de las

células positivas es de color pardo rojizo.

11.7.4. Arul de Prusia (38,39)
Fundamento

Los granulos siderdticos son granulos de hierro, que pueden ser de ferritina
y/a hemosiderina dependiendo de las condiciones en que se encuentre la célula. En
condiciones normales, se locallzan depdsitos en el citoplasma de los eritrablastos y
eritracitos de médula dsea cuya sintesis de hemoglablna se estd llevando acabo,
por lo que estas células reciben el nombre de sideroblastos y sideracitos
respectivamente,

El hlerro de los granulos sideréticos al combinarse con el ferracianuro de
potasio en medio ligeramente acldo, forma un precipitado azul intenso de
ferracianurae férrico.

Téenlca
I. Fijar los frotis con metanaol por diez minutos.
2. Lavar con agua deslonlzada y dejar secar.

3. Adlcionar la mezcla de Incubactan por un petfado de treinta minutos,
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4. Lavar durante cuatro minutos con agua corriente.
5. Contrastar con safranina por un minuto.
6. Lavar con agua corriente y dejar secar al aire.
Interpretacion
¢ Grdnulos siderdticos debido a la ferritina: azul claro a verde claro
+ Granulos debido a la hemosiderina: azul intenso a negro.

« Todos los granulos siderdticos: rofo pdlido.
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IV RESULTADOS Y DISCUSION

Grupo A
Tanto el caso | que corresponde al Linfoma No-Hodgkin's; asi como el caso

Z que pertenece a Carcinoma Testicular se mantuvieron en cultivo por un periodo
de doce semanas, ambos casos presentaron un comportamlento muy semejante en
cuanto & desarrollo de las células hematopoyéticas, A continuacion se describe

cada uno de los casos y sus tinciones correspondientes:

Caso (
Tinclon de Wright

Se observé en el dia cero de cultivo un 1 1% de monocitos, el cual fue
aumentando notablemente hacla la primera semana con un 35%, mientras que para
la cuarta semana de cultivo se observd un 39% de estas células, disminuyendo a un
20% para la octava semana y al final dej cuitivo se obtuvo un 10% de monocitos.

También se Identificaron mieloblastos pero no al inlclo del cultivo sino al cabo
de la primera semana en un {8%, que posteriormente aumentd a 20% en la cuarta
semana y de ahi en adelante no se volvieron a observar,

Esto nos indica que los mieloblastos, comenzaron a madurar hacla el sigulente
estadlo de maduracién de la extirpe.

Al igual que con los mleloblastos no se obtuvo en el dia cero de cuitivo

promielocitos, sino hasta la primera semana de cultivo en un 2%, para la cuarta
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semana se incrementd a un (8%, en la octava semana de cultivo aument6 a un 60% y
finalimente disminuyé en la doceava semana de cultivo hasta un 15%.

Lo que hace pensar que las células promielociticas estaban madurando hacia
su siguiente estadio.

También se encontraron mielocitos y metamielocitos los cuales aparecieron en
la cuarta semana de cultivo en un 10%, aumentando a un 20% para la octava semana,
y al final de la doceava semana de cultivo se presentd un 75%.

Lo anterior corroboia que las c¢élulas  estaban  madurando  hacia
polimorfonuclear. Por lo que st se hublera suplementado el cultivo con factores de
estimulaclén para dicha extirpe tal vez se hubieran desarrollado los dos dltimos
estadios de maduracion de los granulocitos (Tabla 2 y Figura 3).

Por lo que se puede concluir que al inicio del cultivo se tenia células
indiferenciadas, las cuales fueron diferencidindose y madurando hacla la serie
granulocitica conforme transcurrio et iempa de cultivo, lo que se corrabord con las
tinciones de MPO y FAL, que a continuacién se explican.

Tincién de MPO

En la primera semana de cultiva se observé un 0.8% de células positivas, el
cual fue aumentando constantemente, asi en la segunda semana de cultivo se¢
obtuvo un 5%, en la cuarta semana 16%; en [a sexta semana un 29%, en la octava
semana de cultivo un 50%, en la décima semana un 60% y finalmente para ia
doceava semana de cultivo se observd un 72% de células positivas (Tabla 3,

Figuras 4 y 9A).
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Los datos obtenidos en esta tincion muestran que las células sembradas en
el cultivo eran inmaduras, fueron diferencidndose y madurando conforme avanzaba
el tlempo, ya que presentan un alto porcentaje de positividad a la tinclén en las
Ultimas semanas de cuitivo.

Tincién de FAL

En la primera semana de cultivo la tincidn fue negativa, en la segunda semana
de cultivo presentd 1% de células positivas, para la cuarta semana de cultivo se tenia
un 10 % de células positivas y en la sexta semana se tuvo un 13%, mientras que en la
octava semana de cultivo presentd un 17% de células positivas, en cambio para la
dédma semana el porcentaje disminuyd al 10% y en la doceava semana se tenfa sélo
un 3% (Yabla 3 y Figura 4).

Esto Indica que a partir de la segunda semana de cultivo se obtuvieron
mielocitos y metamielocitos, conforme avanzo el tiempo las demds células iban
madurando hacia estos estadios, pero en la octava semana de cultivo estas céltlas
maduras fueron entrando en un proceso apoptético, por tal motivo al final del cultivo

se observé un bajo porcentaje de ¢élulas posltivas a la tincldn,

Caso 2
Tincién de Wright
Al reallzar esta tincidn se pudo observar que en el dia cero de cultivo se tuvo

un 35% de monocitos, los cuales fueron disminuyendo en la primera semana a un
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25%, en la cuarta semana a un 5%, aumentando ligeramente a un 20% en fa octava
semana y finalmente se observé un 10% de estas células en la doceava semana.

Los micloblastos fueron apareciendo a partir de la primera semana de cultivo
en un 7%, mientras que en la cuarta semana de cultivo se tenia un 15% vy ya no se
observaron en las semanas subsecuentes, Por la que los mieloblastos contihuaron a
los siguientes estadios de maduracion.

Con respecto a los promielocitos se pudo obseivar que estos se presentaron a
partir de la cuarta semana de cultivo en un 10%, aumentando notablermente para la
octava semana a un 45% y finalmente disminuyeron a un 9%, para el final del cultivo.

Esto hace pensar que los promielocitos fueron diferenclandose hacia los
siguientes estadios de madtiracion de los granulocitos.

Los mielocitos y metamielocitos aparecieron en [a cuarta semana en un 7%,
aumentando a un 19% en la octava semana y notablemente en ia doceava semana
alcanzaron un 75% (Tabla 2 y Figura 3).

Finalmente, se observé también a partlr del primer mes de culivo la
presencia  de megacarioblastos  (Figura 7A) que fueron madurando a
promegacariocitos en el transcurso del segundo mes (Figura 7B), hasta madurar a
megacariocitos granulares al flnal de la doceava semana de cultivo (Figura 7C).
Tinclén de MPO

Presento un patron muy simblar al caso anterlor, en la primera semana de
cultivo fue negativa, en la segunda semana se obtuvo un 5% de células positivas, en

fa cuarta semana se Incrementd a un 10%; para la sexta semana se presenté un
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20% de células positivas, en la octava semana un 42%, en la décima semana un
54% y finaimente en la Gltima semana de cultivo se presentd un 68% de células
positivas a MPO (Tabla 3 y Figura 4).

Estos datos nos confirman que realmente las células cultivadas de este caso
fueron maduraron hacia las etapas finales de la serie granulocitica.

Tincién de FAL

Fue negativa en la primera semana de cuitivo, en la segunda semana se
observo un 8% de células positivas, en la cuarta semana de cultivo se incrementd
notablemente a un 37% de céluias positivas el cual fue disminuyendo gradualmente
a un 33% en la sexta semana de cultivo, y en ia octava semana a un 3%.
Nuevamente hacia la décima semana de cultivo hubo un incrementd paulatino de
células positivas del 7%, hasta que flnalmente en la doceava semana se observo un
17% de células positivas para FAL (Tabla 3 y Flgura 4).

El aumento de células positivas se puede deber a su diferenciacion y
maduracldn hacia las etapas linales de la serie granuiocitica, la disminucién
conforme pasa el tiempo puede ser por su periodo de vida de las células que es
corto, El hecho que vuelva aumentar el porcentaje de células positivas en la
doceava semana tal vez se deba a que aidn habfa células inmaduras a la mitad del

tiempo transcurrido del cultivo.
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Grupo B

En este grupo se trabajo con doce casos, siete de los cuales se mantuvieron
por un pertodo de doce semanas en cultivo, otros cuatro duraron dieclseis semanas
y un caso veintidos semanas. En lo que respecta a la tincidn de Wright solo se
incluyeron el caso 14 que corresponde a LMA-M, y el promedio de los ocho casos
de LMC (casos 4,5,7.9-13), debido a que presentaron un patrdn muy similar entre
ellos (Tabla 2 y Figura 3). Respecto a las tinclones citoquimicas se trabajaron por
separado todos los casos debido a que se tenian diferencias entre ellos y por tal

motivo no se pudo realizar un promedio.

LMC (8 casos)
Tincién de Wright

En el dia de cultivo se inicid con un 2% de monudltos, este porcentaje se
mantuvo constante durante todo el tiempo de cultivo.

Los micloblastos se presentaron en un 5% al inicio del cultivo,
posterlormente aumentaron a un 40% en {a primera semana de cuitivo, v
disminuyeron notablemente en ia cuarta semana a un 7%, en {a octava sermana de
cultivo 2%, por ditimo aumentaron a un 15% hacia el final del cultivo.

Con respecto a los promleiocitos al inicio dej cultivo se observaron en un
60%, disminuyendo notablemente en fa primera semana a un 10%, posterionmente

se incrementaron de nuevo en la cuarta semana de cultivo a un 37%,
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manteniéndose este porcentaje hasta la octava semana y al final del cultivo se
incrementaron hasta un 85%.

Estos resultados sugieren que en fa primera semana de cultivo se tuvo un
decremento debido a que las células presentaron un proceso de adaptacién al
medio de cultivo y posteriormente éstas células lograron su proceso de
maduracion.

Los mielocitos y metamielocitos se presentaron en un 35% al inicio del
cultivo, en la primera semana de cultivo se observaron en un 45%, manteniéndose
casl constante hacia la cuarta semana de cultivo, posteriormenie aumentaron en un
60% para la octava semana de cultivo y en la doceava semana ya no se observaron
(Tabla 2 y Figura 3).

El comportamiento presentado por las células después de la octava semana
tal vez se debid a que entiaron en un proceso de apoptosis, ya que éstas células
tienen una vida media de aproximadamente 7 dias, [o que Indica que la maduracion
que se dio durante el tiempo de cultivo fue a causa de las demds células que

estaban en un proceso de diferenciacién.

Caso 3
TIncién de MPO
En este caso se abtuvo un 85% de células positivas desde la primera semana

de cultivo el cual fue decreciendo a un 60% en la cuarta semana y de ahf en
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adelante no se volvid a obseivar células positivas durante el tiempo de cultivo
(Tabla 4, Figuras 5, 9B y 9C}.
Tincién de FAL

Durante todo el tiempo que durd el cultivo no se observaron células positivas
ala tincion (Tabla 4 y Figura 5).

Recordemos que la tincion de MPO es positiva en la extirpe mieloide desde el
estadio de promielocito vy Ia tincidn de FAL es posliiva a partir de los miclocitos, Esto
sugiere que ias células cultivadas no eran de extirpe mieloide puesto que no se
obtuvo positiva la tincion de FAL. Por lo tanto, es muy posible que en este caso no se
cultivaron céiulas hematopoyéticas sino ofro tipo de células que también son
positivas a la tincién de MPO'(40). Debido a que se encontraron células positivas

desde el principio y hasta la cuarta semana de cuiilvo.

Caso 4
Tincion de MPO

En la primera semana de cultivo se tenia un 3,5% de células positivas a la
thncidn, el cual fue aumentando considerablernente hacia la cuarta semana a un
10%, después en la octava semana de cultivo se observaron un 35% de células
posltivas, disrninuyendo al 30% en la doceava semana (Tabla 4 y Flgura 5),
Tincion de FAL

En la primera semana de cultivo se presentd un 0.5% de células positivas a la

tincidn, el cual fue aumentando en la cuarta semana a un 5.3% y postetioimente a
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un 15% en la octava semana y finalmente disminuyd nuevamente a un 5% en la

doceava semana de cultivo (Tabla 4 y Figura §).

Caso 5
Tincion de MPO

Se observd en la primera semana de cultivo un 0.1% de células positivas,
aumenté a un 5% para la cuarta semana, en la octava semana ya se tenfa un 35%
de células positivas a la tincion y se mantuvo hasta la doceava semana (Tabla 4 y
Figura 5).
Tincidn de FAL

Durante ta printera semana de cultivo las células fueron negativas a FAL, en la
cuarta semana se observd un 0.5%, aumentando notablemente para la octava
semana de cultivo a un 27%, manteniéndose asi hasta la doceava semana de cultivo

(Tabla 4 y Figura 5).

Caso 7
Tincién de MPO

En la primera semana de cultivo se obtuvo un 0.2% de células positivas, en la
cuarta semana aumentd a 15%, manteniéndose constante en la octava semana y
posteriormente disminuyd a un (0% en la doceava semana y se mantuvo asi hasta

la dieciseisava semana de cultivo (Tabla 4 y Figura 5).
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Tincion de FAL

En este caso, en la primera semana de cultivo se observd un 0.1% de células
positivas, en la cuarta semana de cultivo aumenté a 10%, posteriormente disminuyd
en la octava semana a 8%, manteniéndose asi en la doceava semana y finalmente en

la dieciseisava semana de cultivo se observd un 4.5% de célutas positivas (Tabla 4 y

Figura 3).

Caso 9
Tincion de MPO

Se observd en la primera semana de cultivo un 1.1% de células positivas,
aumentando considerablemente para la cuarta semana a 48%, continuando el
aumento en la octava semana con 55% y en la Gitima semana se obtuvo un 67% die
células positivas a la tincion (Tabla 4 y Figura 5).
Tincion de FAL

El comportamiento observado fue similar a la tincion de MPO ya cue en la
primera semana de cultivo se tuvo un 0.1%, aumentando cansiderablemente desde la
cuarta semana de cultivo con un {7.8%, posteriormente en la octava semana a un
43.5% y finalmente en fa doceava semana a un 60.8% de células pasitivas (Tabla 4 y

Figura 5).
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Caso 10
Tincion de MPO

En este caso, se presentd un 1.3% de células positivas en la primera semana
de cultivo, posteriormente en la cuarta semana un 54%, en la octava semana un 63%
manteniéndose hasta el final del cultivo (Tabla 4 y Figura 5).
Tinclén de FAL

En la primera semana se observé un 0.3% de células positivas, en la cuarta
semana un 25%, en la octava semana un 20% y finalmente en la doceava semana de

cultivo se obsevé un 29% de células positivas (Tabla 4 y figura 5).

Caso 11
Tincién de MPO

En este caso, se observd en fa primera semana de cultivo un 4.6% de células
positivas, aumentando notablemente en la cuarta semana a 57%, paia la octava
semana se mantuvo en un 60% y finalmente en la doceava semana de cultivo se
observé un 64 % de células positivas (Tabla 4 y Figura 5).
Tincién de FAL

En la primera semana de cultivo se obtuvo un 2.5% de células positivas, para la
cuarta semana un 48%, en la octava semana un 56% y finalmente en la doceava

semana un 60% (Tabla 4, Flguras 5y 10A).




RLSULTADOS ¥ DISCUSION

Caso 12
Tincion de MPO

En la primera semana de cultivo se observo un 1.5% de células positivas, en la
cuarta semana aumento considerablemente a un 35%, continuando el aumento en fa
octava semana con un 60%, en ia doceava semana un 63% y se mantuvo hasta fa
dieciseisava semana de cultivo (Tabla 4 y Figura 5).
Tincién de FAL

En fa primera semana de cuitivo se observé un 0.4% de células positivas el cual
aumenté considerablemente hacia la cuarta semana a un 15.6%, en la octava semana
se obtuvo un 35.5%, en la doceava semana un 58%, manteniéndose casi constante

hasta la Gitima semana de cultivo (Tabla 4, Figuras 5 y 10B).

Caso 13
Tincion de MPO

En la primera semana de cultivo se observé un 5.1% de células positivas, en fa
cuarta semana un 48 %, en la octava semana un 53%, en la doceava semana un 59%
y en la dieciselsava semana se obtuvo un 66% de c¢élulas positivas {Tabla 4 y Figura
5).
Tincion de FAL

En la primera semana se observé un 1.3% de células positivas, en la cuarta
semana un 22%, en la octava semana un 35%, en fa doceava semana 40% y

finalmente un 50% para fa Gitima semana de cultivo (Tabla 4, Figuras 5 y 10C).
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En todos los casos anteriores (4,5,7,9-13) se observd la proliferacién y
diferenciacion de las células hematopoyéticas, lo que se pudo constatar al ser
positivas las tinciones de MPQO vy FAL. La diferenciacion de las células muy
probablemente fue a la serfe granulocitica, ya que si se hublera diferenciado hacia la
serle monocitica la tincién de FAL hubiera sido negativa. Por otra parte, estos cultivos
adquiricron por lo menos fa maduraclon de promielocitos a miclocitos s

consideramos la secuencia de aparicion de tas dos enzimas.

Caso 0

Este caso de LMC no se incluyd dentro del promedio de los otros 8, debido a
que el patrén de cultivo presentado difirio considerablemente respecto a la
profiferacion y tiempo de cultive (veintidos semanas) de los otros casos. El
seguimiento de este caso s6lo se llevd hasta la dieciseisava semana debido a que e
diseno experimental contemplaba el nimero de cajas necesario para dichas semanas,
por lo que sélo 4 cultivos se mantuvieron hasta la semana velntidos, con el objero de
observar su aspecto morfoldgico (colonlas) y su proliferacion {(ndmero total de
células).
Tinclén de Wright

Durante la primera semana se presentaron mieloblastos (Figura 8A) que
maduraron a promielocitos al cabo de un mes (Figura 88), al final de la doceava
semana ya se observaron mielocitos (Flgura 8C) que finalmente maduraron a

metamielocitos al término de la doceava semana de cultivo (Figura 8D).

o
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Tinctén de MPO

En la primera semana de cultivo se observd un 0.1%, aumentando
considerablemente en la cuarta semana de cultiva a un 46%, en la octava semana
se observd un 50%, en la doceava semana disminuyd a un 28% y nuevamente se
Incremento en la dieclseisava semana a un 65% (Tabla 4 y Figura 5).
Tincion de FAL

El comportamiento de las células hacia esta tincion fue similar al de MPO ya
que en la primera semana de cultivo no se observaron células positivas y conforme
pasaron las semanas fue aumentando considerablemente de i 19% en la cuarta
semand, un t5% en la octava semana, en la doceava semana un 48% y en la

dieciseisava semana de cultivo un 88% de celulas positvas (Yabia 4 v Flgura §).
P §

Caso 8
Tincion de MPO

En la primera semana de cultive se observé un 0.5% de células positivas en la
cuarta semana un 45 %, en la octava semana 51% vy finalmente en la doceava
semana de cultivo un 56%. (Tabla 4 y figura 5).

Estos resultados son sugerentes de que el proceso de maduraclon de las
células fue muy répido.
Tinclén de FAL

En esta tincion no se observaron células positivas en la primera semana de

cultivo, en la cuarta semana se presentd un 5% de células positivas el cual aumentd
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en la octava semana a un 9% y finalmente en la doceava semana se observo un 2%
de células positivas (Tabla 4 y Figura 5).

Esto indica que al inicio del cultivo se tenia preferentemente células inmaduras
que fueron diferencidndose hacia la serie granulocitica y que muy probablemente
permanecieron en el estado mielocitico (Figura 5), debido a que se abservd un bajo
porcentaje de células FAL®. Recordemas que esta tincion es positiva a partir del
estadio de mlelocitos y es negativa para la seric monocitica.

SI se consideran los resultados de ambas tinciones, se puede pensar que la
tendencia de maduracion en los cultivos fue mas hacia la serie gianulocitica que a la
monacitica, no obstante que el diagndstico de este caso es de una LMA-M,

(leucemia mieloide aguda con abundantes mielocitos, promonocitos y monocitos).

Caso 14
Tiucion de Wright

En el dia de cultivo se abtuvo un 2 % de monocitos y ya no se observaron en
las semanas sigulentes.

El porcentaje encontrado de estas células es Indicativo de que eran células
maduras que tuvleron su proceso apoptotico normal y el hecho de no observarlas
durante los dfas de cultivo fue porque no se dlo diferenciacldn ni maduractén hacia
serie monocitica.

Los mieloblastos se observaron desde el momento en que se realizo el cultivo

en un 5%, fueron incrementdndose durante la primera semana a 40%, para después
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disminuir drasticamente hasta un 12% en la octava semana y desaparecer en |a
doceava semana.

Los promielacitos se observaron en gran cantidad desde el inicio del cultivo un
95%, posteriormente se observd un 35% en la primera semana, en la cuarta semana
un 40%, para la octava semana aumento a un 57% y finalmente disminuyeron a un
30% cn la doceava semana.

Los miclocitas y rmetamielocitos se presentaron en un 5% al iniclo dei cultivo
aumentando a un 25% para la piimera semana, en la cuarta semana de cultivo se
incrementaron a un 40, disminuyendo posteriormente a un 30% en la octava semana
y a 20% en la doceava semana.

En este caso se pudo constatar la congruencia entre el diagndstico dei
paciente (LMA-M,) y el comportamiento de sus CMMSP en cultivo. Puesto que se
observd desde el inicio un alto porcentaje de promielocitos, mismo que se mantuvo a
lo largo de las semanas de cultivo. Y tambien se observé que un bajo poicentaje de
estas células madurd hacia el sigulenie estadio (Tabla 2 y figura 3).

Tinclén de MPO

Ln ta primera semana de cultivo se obbive un 0.3% de células positivas, en fa
cuarta semana de cultivo un 0.9%, en la octava semana un 1.3% vy finalmente en la
doceava semana un 5% (Tabla 4 y Figura 5).

Tinclén de FAL
Durante todo el cultivo pricticamente no se observaron células positivas,

excepto en la doceava semana en la que se observad un 0.5% (Tabla 4 y Figura 5).
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Considerando los resultados de las dos tinciones se puede pensar que las
células cultivadas se diferenciaron hacia la serie granulocitica pero su maduracién se
detuvo en el estado promielocitico, esto dltimo se puede corroborar con los

resultados obtenidos en la tincidn de Wright,

Grur C

Corresponde al giupo de {os donadores el cual por presentar datos muy
semejantes se decidid realizar un promedio, por lo tanto se trabajo de la siguiente
farma:

Tincion de Wright

In el dia de cultivo se abservé un 30% de monocitos, en [a primera semana un
25%, en la cuarta semana un 20%, en la octava semana un 5% vy finalmente un 2%
para la doceava semana.

Los mieloblastos se observaron en fa primera semana de cultivo en un 7%, ¢n
la cuarta semana en un 15% y ya no se observaron estas células en las otras semanas.

Esto indica que tal vez los mieloblastos pasaron al siguiente estadio de
maduracién.

Los promlefocitos aparecieron en la cuarta semana de cuitivo en un 2%, fueron
aumentando hacla la octava semana a un 10% y finalmente dieron un 20% para la
doceava semana.

Esto Indica que las células promiclociticas conforme pasaban los dias iban

madurando al siguiente estadio.
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Los mielocitos y metamielocitos aparecieron en la cuarta semana de cultivo en
un 5%, aumentando considerablemente hacia la octava semana a un 25% vy
finalmente a un 80% en la tltima semana de cultivo.

Este dltimo resultado corrobora que efectivamente las  células  fueron
madurando (Tabla 2 y Figura 3).

Por otra parte, realizando un estudio comparativo entre ef srupo Ay el C
respecto a la tincidn de Wrlght se puede obseivar aue presentan un comportamiento
muy similar en cuanto a la aparicidn de los diferentes estadios de maduracion en una
misma serie. Si recordamos que las personas incluldas en ambos grupos no tienen
hematopoyesis malignizada en iédula dsea es entendible porque son similares los
resultados.

Tincién de MPO

En la primera semana de cultivo se obtuvo un 0.4% de células positivas, en la
segunda semana de cultivo un 5%, en la cuarta semana de culiivo un 8%, para la
sexta semana un 29%, en la octava semana un 61%, en la décima semana un 72% y
en la doceava semana de cultivo un 86% de células positivas (Tabla 5 y Flgura 6).

Como se puede observar la maduracion de las células se produjo durante todo
el tlempo de cultivo, Por otra parte, el gran porcentaje de células positivas a la MPO
en la dltima semana de cultivo es sugerente de que puede haber maduracién hacia
los dltimos estadios de la serle granulocitica si se le adiclona a los cultivas algin

factor estimulante especifico (Apéndices Ly ).

G0
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Tincion de FAL

En la primera semana de cultivo la tincidn fue negativa, en la segunda semana
se observd un 0.1% de céiulas positivas, en la cuarta semana un 5%, en ia sexta
semana un 14%, en la octava semana un 19%, el cual se incrementd a un 61% para la
décima semana de cultivo y para la doceava semana fue dei 73% de céiulas positivas
(Tabla 5 y Flgura 6),

Tinclon de FAC

Durante las dos primeras semanas de cultivo se abseiva un 2% de <élulas
positivas, en la cuarta semana de cultivo decrecid a un 0.3% e inciuso fue negativa ia
tincion en ia sexta semana pero después se volvio a incrementar hacia la octava
semana de cultivo a 2%, el cual pauiatinamente aumenté a un 4% en fa décima
semana de cultivo y en la doceava semana se presentd un 8% de céluias positivas
(Tabla 5, Figuras 6, 10D y 10E).

Esto sugiere que en las primeras semanas del cuitivo la cantidad de linfociios
era minima y fueron murlendo lentamente; el nuevo aumento de ks células se debio
muy probablemente a fa fitohemagjutinina del medio de cultivo que las estimulé a
proliferar lo que condiciond a que estos nuevos linfocitos produjeran interleucinas
necesarias para la diferenciacion y madturacion de las otras extirpes hematopoyéticas,
fo que se corrobord por los porcentajes obtenidos en las tinclones de MPO y de FAL,
asf como por e) patrén celular observado en la tincion de Wright.

finalmente, el hecho de no haber realizado otro tipo de tinclones citoquimicas

como son la de Sudan B, esterasa o PAS, fue por una parte, porque estas tinciones
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reconocen los estadios de maduracion de las células sanguineas de forma similar a
las tinclones citoquimicas descritas anteriormente (37,41}, Y por otra, porque no fue

posible disponer de los reactivos necesarios para realizar estas tinciones.
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Figura 3. Cuenta diferencial de los casos estudiados respecto al numero de semanas en cuitivo.
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Figura 6. Porcentaje acumulado de células positivas respecto at nimero de semanas en cuitivo. de las tinciones de
MPO. FAL y FAC (Grp. C Promedio de dos donadores)
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L)
Figura 7. Maduracidn hacla extirpe megacariocitica, Caso 2. A)Megacarioblasto observado en la
cuarta semana de cultivo, B) Promegacariocito observado en fa octava semana de cultivo.
C) Megacariocito granular observado en la doceava semana de cultivo. En todos los casos
se realizé la tincion de Wrigth, aumento 1000X.
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AL, LA A § FWCTANAR B AP
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Figura 8. Maduracion hacla serle granulocitica, caso 6. A) Mieloblasto observado durante la primera
semana de cultivo. B)Promielocito (P) y Promielocito tardfo, madurando hacla el estadio de
mielocito, cuarta semana de cultivo. C) Mielocito, octava semana de cultiva D)
Metamielocito temprano, doceava semana de cultivo, En todos los casos se realizé fa
tincién de Wrigth. aumento 1000X.
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Figura 9. Tincion de la Mieloperoxidasa. A) Células MPO positiva {parte superior) y negativa (parte
inferior) del caso 1, observados durante la segunda semana de cultivo. B} Imagen en
contraste de fases de células hematopoyéticas y de neuroblastoma (flechas) del caso 3,
observadas durante la primera semana de cultivo. €) Células de neuroblastoma del caso 3

MPO' de un mes de cultivo, aumenta 1000X.
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S

Figura 10. Tinclones de las Fosfatasas Alcalina (FAL) y Acida (FAC). A) Célula FAL® (flecha) del caso
11, observadas en la primera semana de cultivo. B) Células FAL" (flechas) del caso 12,
observadas en fa cuarta semana de cultivo. C) Células FAL' (flechas) del caso 13,
observadas a los 4 meses de cultivo. D) y E) Células FAC* {flechas) de cada uno de los

donadores a los 3 meses de cultivo, aumento [000X.
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CONCLUSTONILS

V. CONCLUSIONES

Ui

El objetivo del presente trabajo se cumplio por consiguiente la hipotesis
planteada fue confirmada.

Las células tronco movilizadas a fa sangre periférica de las 16 personas
estudiadas permanecieron en cultivo por lo menos 12 semanas,

La permanencia maxima en cultivo de las CMMSP de los pacientes del Grupo A
fue de doce semanas; dei Grupo B; cinco casos de LMC, | de LMA-M,y i de
LMA-M, fue de doce semanas, | de neuroblastoma metastdsico a médula osea
y los otros tres casos de LMC fue de dieciseis semanas, | caso de LMC {Ph')
fue de veintidos semanas y para el Grupo C: fue de doce semanas.

En cuanto a la tincion de Wright el comportamiento de las CMMSP obiservado a
lo largo del cultivo para el Grupo A fue muy similar al del Grupo C. Lo que era
de esperarse si se considera c.we las personas incluidas en ambos grupos no
tenian médula dsea malignizada.

En cuanto a la tincién de Wright el comportamiento de las CMMSP observado a
lo largo del cultivo para el Grupo B fue totalmente distinto ai de los otros dos
grupos, pera muy stmilar entre los pacientes con el mismo padecimiento. LMC.
a excepcion del caso 6.

Por lo que respecta a fa tincion de Mieloperoxidasa el comportamiento de las
CMMSP observado a lo fargo del cultivo para el Grupo A fue muy similar al del

Grupo C sobre todo a partir de la sexta semana.

73



CONCLUSITONES

Por lo que respecta a la tncion de Mieloperoxidasa el comportamiento de las
CMMSP abservado a lo largo del cultivo para el Grupo B fue totalmente distinto
al de los otros dos grupos y tan sdlo fue similar durante la primera semana en
los pacientes con el mismo padecimiento, LMC, a excepcion del caso 6.

Por lo que tespecta a la dncion de Fosfatasa Alcalina Leucocitaia el
comportamiento de las CMMSP observado a lo largo del cultivo fue totalmente
distinto en los tres grupos.

Por lo que respecta a fa tincion de fosfatasa Acida Leucocitaria el
comportamiento de fas CMMSP abservado para los donadores fue primero de
franca disminuclén llegando incluso a ser negativa en la semana seis de cultivo y
posteriormente tuvo un ascenso paulatino hasta la semana doce.

Por lo que respecta a la tincidn del Azul de Prusia fue negativa en todos los
casos. sin embargo resultd Gtil para identiflcar hallazgos durante el culiivo.
especificamente; Eritrofagocitosis por macréfagos.

De las conclusiones anteriores se deriva que en todos los cultivos liquidos de fas
16 personas estudiadas se observo proliferacidn y diferenciacion de sus células
tronco hematopoyéticas y maduracldn principalmente de la extlrpe mieloide y

en especial de la serie granulocitica.




APENDICTE |

APENDICE |

INTERLEUCINAS QUE INTERACTUAN DURANTE LA HEMATOPOYESIS (12)

[ INTERLEUCINA (I1) | ORIGEN | EFECTO BIOLOGICO
IL-1 Monocitos ¢ Aumenta la activacion de cels. Ty la
Macréfagos sintesis de IL-2
Células Endoteliaeles |« Factor de crecimiento
Queratinocitos hematopoyético temprano
« Sintesis de fibroblastos
iL-2 Activacion de células T |e Es el factor de crecimiento de cels.
TyB
o Incrementa la citotoxicidad de cels.
T - .-
1.-3 Actlvacion de linfocitos|e Factor de crecimiento
TyB multipotencial hematopoyético
IL-4 Activacion de células T]e Factor de crecimiento de células
y algunas  células| mastoideas
malighas ¢ Factor de activacion de cels. 7y B
I.-5 Células T ¢ Induce la diferenciacion de ccélulas
T, By los Eosindfilos
IL-6 Monacitos ¢ Induce el factor de diferenciacion
fibroblastos de cels. B
s Activa el factor de estimulacion de
colonias
{(*)IL-11 Higado, Rinén o Células T, B, UFC-GEMM,
_ |__Macréfagos. o
(*) Factor Stem Cell |No se ha identlficado |« Progenitores primitivos
Ligando C Kit

(' cita9),
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APENDICE 1

FACTORES DE ESTIMULACION DE CRECIMIENTO DURANTE LA HEMATOPOYESIS

(12)
LOCALIZACION DEL
FACTORES DE GENYEN LOS EFECTOS BIOLOGICOS
ESTIMULACION | DIFERENTES SITIOS
CELULARES
FEC-GM Cromosoma 17 o Estimula la formacion de colonias sranulociticas in
Macrofagos vitro
Células endoteliales e Actla con la [.-3, FEC-GM y FEC-M para
fibroblastos estimular  la formacion  de  megacariocitos,
granulocitos y monocitos
Estimula la peoliferacion y maduracion de células
malignas
s [stimula in vivo la produccidn de neutrdfilos
FEC-GM Cromosoma 5 o Estimulacion  de  colonias  granulociticas-
Linfocto T monaciticas in vitro
Células Endoteliales » Actia con otros lactores para estimular los
Fibroblastos megacatiocitos, células blastoideas y UFB-E in
vitro
o Actlvacion fagocitica y  citotéxica en  los
neutrdfifos maduros
o Incrementa la adhesion de las células maduras en
los neutrofilos
_ » _Inhibe la movilidad de los neutréfilos maduros
FEC-M Cromosoma 5 o Estimula la formacion de colonias de macrdfagos
Macréfagos in vitro
Células endoteliales ¢ Actia con otros factores de crechmiento en la
Fibroblastos foimacion de colonias in vitro
e Da la diferenciacion y sobrevivencia de
macrélagos in vitro
Multl-FEC Cromosoma 5 e Estimula la formacion de UFC-GEMM in vitro
Intetleucina-3 Linfocitos T e Actia con la EPO para estimular a formacion de
colonias de UFB-Ey con FEC-M
Eritropoyetina (EPO) Cromosoma 7 « Estinuda ia formacion de colonias etitroides (LFC-
Células renales E) in vitro
intessticlales o Actia con la iL-3 para estimular la formacion de
UFB-E in vitro
¢ Canlrola la erittopoyesis
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APENDICE 1l

TINCION DE WRIGHT

Preparacion de reactivos

A) Colorante de Wright
tosina-azul de metileno | . ____0.24g
Alcohol metilico absoluto . 100 ml
Mezclu el colorante con el alcohol metilico absoluto y posterlormente filtrar y

guarda en un frasco.

B) Amortiguador de fosfatos apH 7.2

Fosfato dibdsico de sodio . hi4g
Fostato monobdsico de potasio . __049g
Agua bidestilada 1000 m!

Pesar las dos sales de fosfato y disolverlas en el asua bidestilada, para después
ajustar el pH a 7.2. Se mantiene a 4 °C en frasco color dmbar hasta su uso.
Técnica

1. Fljar los frotis con alcohol metilico absoluto por un minuto.

2. Poner los frotis en forma horizontal y cubrir con el colorante de Wright por

intervalo de tres a cinco minutos.
3. Anadir el amortiguador por un perfodo de cinco a siete minutos.
4. Lavar los frotis con agua corriente.

5. Dejar secar los frotis y montar con balsamo de Canadd.
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v

APENDICE IV

TINCION DE MPPO

Reaccidn
\ nle( /\\ >~NH,
7 57N\ L o g for -
H,NK‘#\(/ N Hiee ~>Il,N=< > \;:N,rl.:((:l
‘::./ \-T:/ I |IO =z i Qi '.:'._‘_'4/
N

N aelanly ST
Bencidina i =< > >—“ NH, Difenoquinonedimina
= e

Azul de Bencidina

Preparacion de reactivas

A) Etanol al 30 %

Alcohol etifico absoluto _30mi

Agua bidestilada __ __70mi

Mezclar 30 mi de alcohol etilico absoluto y 70 ml de agua bidestilada,

B) Sulfato de zinc heptahidratado {ZnSO, » 7 H,0) 0.132 M

ZnSO; « 7 H,0 _ o .0379¢g
Agua bidestilada e _ 00wl

Pesar 105 0.379 g de ZnSO, « 7 H,0 y disolverio en 100 mi de agua bidestllada

C) Hidréxido de sodio IN

NaOH IN 40g

Agua bidestilada 100 ml

Disolver los 4 g de hidroxido de sodio IN en 100 ml de agua bidestilada

D) Mezcla de incubacidn pH 6.0 + 0.05

Alcohol etilico absoluto al 30%_ __ 100 ml

Ac. clothidrico
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AreENDICE IV

Hidrocloruro de bencidina . 03¢
InSO, «7H,0al0.132 M o 1.0ml
Acetato de sadio e e .. lDg
Perdxido de hidrogeno al 3% ___07ml
Hidraxido de sodio tN _ 15mi
Safranina O 0.lg

Los reactivos deben mezclarse en el orden listado, utilizando un agitador
magnético (Fischer Scientific). Con la adicion del Zn30, se forma un jprecipitado e
cual se disuelve con la adicion restante de los reactivos. El pH de la solucion debe
ser de 6.00 + 0.05. La solucion se filtra y se guarda en un frasco color Ambar con
tapa de plastico para evitar que los vapores oxiden la tapa: se mantiene a
temperatura ambiente.

Técnlca
1. Fijar los frotis con la solucion fijadara por un minuto,
2. Lavar con agua corriente de quince a treinta segundos.
3. Introducir los frotis en la mezcla de incubacidn durante trelnta segundos.
4, Lavar con agua corriente y secar al aire,

5. Montar coh baisamo de Canada,
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APLNDICE IV

TINCION DE FAL

Preparacian de reactivos

Se utilizé un equipo de tincion citoquimico para fosfatasa alcalina leucocitaria
{Merck), por lo que sdlo se prepard la mezcla de incubacion, la cual se realizé de
acuerdo a la técnica descrita en el equipo.

Técnlca
1. Fijar fos frotis con una solucion fijadora durante un minuto.
2. Lavar los frotis con agua corrlente diez segundos y secar a temperatura
ambiente.
3. Introducir los frotis en la mezcla de Incubacion recién preparada, por quince
minutos.
4. Lavar con agua bldestllada por diez segundos y secar al aire.

Contratenir con hemalumbre de Mayer por cinco minutos.

193]

6. Lavar con agua corrlente por dos a tres minutos y secar al aire.

7. Montar con aquatex y observar al microscopio.
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TINCION DE FAC

Preparacion de reactivos

Se utilizé un equipo de tincion para fosfatasa dcida (Merck), por lo cual solo

se procedio a realizar la mezcla de incubacion como lo indica el equipo.
Técnica

1. Fijar los frotis en solucién fijadora por un minuto.

2. Lavar con agua bidestilada un minuto.

3. Introducic los frotis en la mezcia de incubacion de dos a tres horas y

suardar en la oscuridad.
4. Lavar con agua bidestilada durante veinte sesundos.

. Contrateiir con hemalumbre de Mayer por ¢uince iminutos.

wv

6. Lavar con agua cortiente por dos a tres minutos.

7. Montar aquatex.
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APENDILICE LV

Tincion del azul de Prusia

Reaccién

afe’ 3K [Fe(cN), | Mo Fe [Fe(CN), ]y v v 12K

3
Azul de Prusia
Preparacion de reactivos

A) Solucion de dcido clorhidrico al 1%
Acido clorhidrico __ i.0ml
Aguadesionizada___ __ 100 mt
Adicionar el dcido clorhidrico al agua desionizada.

B) Solucidn de ferrroclanuro de potasio al 2%

Ferrocianuro de potasio 2.0g.

Agua desionizada 100 mi

Se pesa el ferrocianuro de potasio y se mezda con agua desionizada. Solo se
prepara el necesario ya que esta solucion es inestable.
C) Soluclon de safranina al 0.5%

Safranina O 05g

Agua desionizada 100 ml

Se pesa la safranina y se mezcla coh un poco de agua desionizada, posteriormente
se mezcla con el resto del agua desionizada, se guarda en un frasco.
D) Mezcla de incubacidon

Acido clothidrico al 1% 3 volumenes

Ferrocianuro de potasio al 2% - | volumen
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APENDICE |V

Esta mezcla de incubacion se prepara al momento de realizarse ia tincion ya

que puede oxidarse muy rapido.
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