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R 1. SUMLN 

RESUMEN 

Resultados recientes en nuestro laboratorio mostraron que las células tronco 

de médula ósea movilizadas a la sangre periférica y las de médula ósea sin 

movilizar, provenientes de pacientes con cáncer y de donadores, pueden proliferar 

y diferenciarse hacia los diferentes progenitores hematopoyéticos (11FC-G, IIFC-

GEMM y LIFB-E) al menos por un periodo de doce semanas en un medio de cultivo 

líquido sin citocinas y sin factores de estimulación del crecimiento. Sin embargo, se 

desconoce si estos progenitores son capaces de madurar a los diferentes estadios 

de cada extirpe sanguínea, lo que consideramos importante abordar en el presente 

trabajo mediante un estudio citoquímico durante la hematopoyesis en cultivo 

líquido de células tronco de pacientes con cáncer movilizadas a la sangre periférica 

con filgastrim (FEC-G). La estrategia experimental fue la siguiente: se trabajó con I 6 

personas que se clasificaron en tres grupos, A) Con diagnóstico de malignidad y 

médula ósea con hematopoyesis normal (2); B) Con diagnóstico de malignidad y 

médula ósea con hematopoyesis malignizada (12) y C) Donadores (2). Después de 

recibir una dosis fija de FEC-G de 600 mg/24 H, durante seis días continuos para 

movilizar sus células mononucleares, estas se recolectaron durante tres días 

seguidos a partir del quinto de la aplicación del FEC-G. Se tomó una alícuota (0.5- I 

ml) de cada producto de leucoféresis y después se obtuvo el concentrado 

leucocitario (CL). Los cultivos fueron iniciados en cajas de 40 x 12 mm, con 

inóculos de 5 x 104  células/m1 de los diferentes CL. Se cultivaron en u-MEM, 

 

	~411•111111•Mi 	 

  

  

2 



It I. 5 II M II N 

suplementado con SEC (20 %) y fitohemaglutinina (2 %). Los cultivos se realizaron 

por triplicado y se Incubaron a 37°C en 5 % CO2  por diferentes periodos, por lo 

menos doce semanas, uno de ellos hasta veintidos semanas. Cada tercer día, las 

células fueron contadas y examinadas para a) % viabilidad; b) aspecto morfológico; 

c) tinciones citoquímicas diferenciales (MPO, FAL, FAC y azul de Prusia). 

De la primera semana y hasta la doceava semana de cultivo se observó, para 

los dos pacientes 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, MPO: 3.5-30%, 0.1-32%, 0.2-

9%, 1.1-67%, 1.3-65%, 4.6-64%, 1.5-65%, 5. I -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 11, MPO: 85-0%, 0.1-65%, 0.5-56% y 0.3-5%, FAL: 0%, 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 resultados obtenidos sugieren que las células cultivadas, generaron sus 

propios factores de estimulación de crecimiento y de ésta forma proporcionaron el 

microambiente adecuado para que las células tronco proliferaran y se diferenciaran 

hacia progenitores hernatopoyéticos, en los cuales finalmente se dió la maduración 

a los diferentes estadios de las células sanguíneas, que pudieron ser fácilmente 

detectados por las tinciones citoquímicas empleadas. 
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INTRODUCCIÓN 

I. INTRODUCCION 

1.1 GENERALIDADES  

1.1 . 1 . SANGRE 

La sangre es un fluido que contiene elementos formes: eritrocitos, leucocitos 

y plaquetas contenidos en el plasma. El origen de las células sanguíneas es a partir 

de las células endoteliales del saco Melina y de la membrana alantoldea. La 

formación de la sangre en el embrión empieza hasta la quinta semana de gestación 

y ocurre primero en el mesenquima embrionario sobre todo en el hígado, después 

en el bazo y finalmente en la médula ósea y en los ganglios linfáticos. 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 siete litros en promedio en un adulto clínicamente sano, esto 

es alrededor del 8% de su peso corporal. 

I. I . I . I . Componentes celulares y funcionamiento de la sangre 

Los eritrocitos o glóbulos rojos son células que contienen una proteína 

llamada hemoglobina, cuya función más Importante es el transporte del oxígeno y 

del bióxido de carbono. Los leucocitos o glóbulos blancos participan generalmente 

en la defensa celular y humoral del organismo contra sustancias extrañas. También 

son capaces de efectuar movimientos ameboideos que les ayudan a circular por los 

vasos sanguíneos y poder penetrar en el tejido conectivo (diapedesis). Las 

4 
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plaquetas o trombocitos producen la tromboplastina la cual es importante para el 

mecanismo de la coagulación. El plasma es un líquido que transporta las células 

sanguíneas así como los materiales nutritivos provenientes del aparato digestivo, 

bazo e hígado entre otros y las sustancias de desecho producidas en los tejidos (2). 

I.1.1 .2. Ontogenia hematopoyética 

Durante la gestación, la formación de las células sanguíneas empieza con la 

célula tronco que es un derivado del mesodermo, los precursores hematopoyéticos 

se pueden detectar en la sangre fetal desde la quinta semana. Inicialmente las células 

hematopoyéticas son producidas por el saco vitelino embrionario; para la sexta 

semana, la hematopoyesis continúa ahora también en el hígado embrionario. Para la 

doceava semana en el bazo fetal comienza a contribuir a la hematopoyesis y en 

médula ósea empieza a ser activa a partir de la dieciseisava semana (Figura 1). 

Mientras que en los ganglios linfáticos y en el timo se da la producción de los 

linfocitos a partir de la dieciseisava semana de gestación (7-10). 

5 
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Figura I . Desarrollo ontogenético de la hematopoyesis. 

1.1.2. Hematopoyesis 

1.1.2.1. Definición 

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

sanguíneas a partir de la proliferación y diferenciación de la célula tronco 

hematopoyética y la maduración de las extirpes producidas: eritroide, mieloide, 

linfolde y megacarlocítica. 

6 
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1,1.2.2. Célula tronco hematopoyética 

La célula tronco también es conocida corno: stern cell, célula tallo, célula 

totipotencial, célula pluripotencial y célula madre, Las propiedades que caracterizan 

a la célula tronco (3) son: 

• No está terminalmente diferenciada; es decir, no se encuentra en la etapa 

final de un camino de diferenciación. 

• Al dividirse su progenie puede ser de dos tipos: células que continúan a lo 

largo del camino de diferenciación hasta alcanzar el estado terminal, o bien 

células con las mismas características de la célula tronco 

(autoperpetuación). 

La célula tronco da una célula hija que conserva las características de la 

célula madre y otra célula que dará origen a las cuatro extirpes mencionadas 

anteriormente. De acuerdo a su microambiente hematopoyético y a la interacción de 

las interleucinas y los factores de estimulacIón de crecimiento (Apéndices 1 y II) se 

producirán las extirpes erltroide, mlelolde, linfolde o megacarlocftica. Figura 2. 

7 
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Fig. 2 Origen de las células sanguíneas a partir de la célula tronco hematopoyética 
(El diagrama fue cortesía de Sandoz &SherIng-Plough) 

1.1.2.3. Unidad formadora de colonia 

Mayani y Lansdorp (4) mostraron que las células tronco derivadas de la 

médula ósea adulta o de cordón umbilical pueden separarse en diferentes 

subpoblaciones de acuerdo a la expresión del antígeno CD45RA (isoforma del 

antígeno común de los leucocitos) y del antígeno CD71 (receptor de transferrina). De 

esta forma, las células tronco que expresan altos niveles de CD45RA y bajos niveles 

8 
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de CD7 I darán origen a los progenitores mieloides (UFC-G), mientras que las células 

tronco que expresan bajos niveles de CD45IZA y altos niveles de CD7 I darán origen a 

los progenitores eritroides (UFC-E). En contraste las células tronco que expresan bajos 

niveles de CD4 SRA y de CD7 I darán origen a los progenitores mixtos (1.IFC-GEMM). 

Por lo que las unidades formadoras de colonias (LIFC), son células que se 

originan de la diferenciación de la célula tronco. Cabe resaltar la amplia 

participación de la interleuclna 3 durante la diferenciación hacia la línea mieloide y 

la línea eritroide. 

Existen dos tipos de progenitores eritroides: la UFB-E y UFC-E, estos 

representan estadios secuenciales de la maduración eritroide. Las células 

formadoras de "bursas" eritroides (UFB-E), se les denomina así por su característica 

de crecer in vitro formando agrupaciones de varias colonias. La célula formadora de 

colonia eritroide (UFC-E) es el progenitor maduro, probablemente el precursor 

inmediato del proeritroblasto. Produce colonias de tamaño pequeño que están 

constituidas por células que contienen hemoglobina, la eritropoyetina actúa 

estimulando la división celular de los progenitores eritroides y su posterior 

maduración a proerltroblasto. 

La unidad formadora de megacariocitos (UFC-Meg) requiere la presencia de 

dos factores de crecimiento: La trombopoyetina y el factor de estimulación del 

crecimiento megacariocítico. Este último, probablemente estimula la proliferación y el 

inicio de la maduración megacariocítica, mientras que la trombopoyetina actúa a nivel 

de endoreduplicación y la posterior maduración del megacariocito. 
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Las características mas importantes de la 11K-GEMM (5,6) son: el tamaño de 

la célula que oscila entre los 25 a 3011 de diámetro, el núcleo ocupa el 75% del área 

celular, los nucleolos son visibles y el citoplasma presenta afinidad tintoreai basofílica. 

Esta unidad de colonias mixta contribuye a la producción de los granulocitos, 

eritorcitos, monocitos y macrófagos (Apéndice 1). 

En la diferenciación hacia la línea lInfolde intervienen las interleucinas I y 6, 

dependiendo si la maduración va hacia linfocito B o T respectivamente. 

1.1.3. Médula ósea 

1.1.3.1. Localización de la médula ósea y sitios de su hematopoyesis 

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

• La médula amarilla la cual contiene células adiposas, osteoblastos y 

osteoclastos. 

• La médula roja que contiene las células hematopoyéticas. 

Al nacer y hasta los cuatro años de vida en promedio la médula ósea casi en 

su totalidad es roja y solo una porción es médula amarilla, después de los cuatro 

años de edad la médula roja se forma en las porciones proximales de los huesos 

largos y de los huesos planos (cráneo, vértebras, tórax, hombros y pelvis), el resto 

del espacio medular esta ocupado por médula amarilla (I I). 

En promedio a los veinticinco años de edad la hematopoyesis esta limitada a 

la médula ósea de cráneo, costillas, esternón, omóplatos, clavículas, vértebras, 

pelvis y la mitad superior de la cresta ilíaca, así como extremos proximales de los 
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huesos largos (10), para este tiempo la médula ósea representa 2 a 2.5% del peso 

corporal de un adulto clínicamente sano (1 I). Después de los setenta años de 

edad, la celularidad de la médula ósea decrece cerca del 30% en las zonas 

mencionadas anteriormente (12). 

1.1.3.2. Componentes celulares de la médula ósea 

Se encuentran varias extirpes celulares en la médula ósea entre las cuales 

están las células rojas o serie roja conocida como eritrocitos y células blancas o 

serie blanca (neutrófilos, eosinófilos, basófilos, monocitos y linfocitos), así como los 

megacariocitos, osteoblastos, osteoclastos y las células adiposas. 

1.1.4. Desarrollo hematopoyético 

1.1.4.1. Eritrocito 

Dentro de la unidad formadora de colonia eritrocftica (LIFC-E) se encuentra 

las Islas erltroblástIcas las cuales están formadas por uno o dos centros de 

macrófagos y alrededor de ellos van a madurar los eritrocitos (12), pasando por los 

siguientes estadios: 

Proerltroblasto 

Es el más primitivo de los estadios de maduración del eritrocito, mide de 20 a 

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

área total de la célula, la cromatina es laxa y se distribuye en cúmulos, 

presenta uno o varios nucleolos. El citoplasma contiene ferritina, que es 
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detectable cuando se utiliza la tinclón del azul de Prusia (AP); cuando se llega 

a teñir con fosfatasa ácida (FAC) indica una naturaleza lisosomal, esta FAC es 

diferente a la de los granulocitos; si se tiñe con mieioperoxldasa (MPO) indica la 

presencia de hemoglobina ya que la densidad citoplasmática será difusa (12). 

Eritroblasto basófilo  

Son células mas pequeñas que los proeritroblastos, miden de 16 a 18it de 

diámetro, el núcleo ocupa el 75% del área celular, la cromatina es laxa y se 

aglutina en la proximidad de la membrana nuclear, los nucleolos desaparecen, 

en el citoplasma se da la síntesis de hemoglobina. Este estadio de maduración 

es detectabie por medio de la tinclón del AP. 

Eritroblasto pollcromatófIlo 

Su tamaño oscila de los 12 a 15j.t de diámetro, el núcleo ocupa el 25% dei 

área celular, la cromatina esta definida en cúmulos y semeja una red. El 

citoplasma se vuelve más acIdófilo debido a la síntesis de hemoglobina, es 

positivo a la tinclón del AP. 

Eritroblasto ortocromático  

Mide de 10 a 15tt de diámetro, el núcleo es excéntrico, ocupa un 25% del 

área celular debido a su fragmentación; la cromatina se condensa; el 

citoplasma contiene más hemoglobina. Es positivo a la tinción AP. 

ReticulocIto 

El tamaño es de 8 a IN de diámetro, primero se da la enucleación. El 

citoplasma contiene el RNA residual y mitocondrias; después se dispersan los 
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filamentos Intermedios y los microtúbulos se van a las orillas. Se tiñe con Al'. 

Constituyen el 1% de los glóbulos rojos circulantes, la maduración la adquiere 

en sangre periférica después de que sale al torrente sanguíneo. 

Eritrocito 

Mide de 7 a 8.54 de diámetro, su forma es bicóncava, carece de núcleo, por 

lo que no es capaz de sintetizar proteínas y lípidos; presenta un alto 

contenido de hemoglobina. La membrana eritrocitarla es un complejo 

bifosfolipidico que esta compuesto de carbohidratos, lípidos y proteínas lo 

que le da flexibilidad a la célula. Se reconoce con la tinción del Al' (10,12). 

1.1.4.1.1. Bioquímica 

El eritocito presenta una vida media de 100 a 120 días en sangre periférica, 

durante ese intervalo de tiempo se ha visto que existe una disminución en el 

contenido de enzimas glicolíticas, ATP, lípidos y proteínas. 

La destrucción del eritrocito se produce en el sistema fagocitico-

mononuclear del bazo, hígado y médula ósea; ya destruido el eritrocito, la globina 

es hidrolizada y utilizada en la síntesis de aminoácidos, el hierro liberado es 

fagocitado y transportado por la transferrIna a las células eritroldes primarias en 

donde se realiza una nueva síntesis de hemoglobina (12). 
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I.  I.4.1.2. Ontogenia y tipos de hemoglobina 

El proceso de maduración del eritrocito es en el saco vitelino, cuyos 

eritroblastos son remplazados para el segundo mes de gestación por eritocitos 

derivados de la eritropoyesis hepática. Entre el tercero al séptimo mes de gestación 

la producción de los eritrocitos se da en el bazo: y a partir del quinto mes los 

eritrocitos se pueden ya reconocer en la región central de la médula ósea. Al 

momento del nacimiento cesa la producción de eritrocitos en la fase hepática y la 

médula ósea será la única productora de eritrocitos (12). 

Durante la secuencia de aparición del eritrocito en los diferentes órganos se 

da una variedad de hemoglobinas (8). La primera globina producida se le conoce 

como Gower 1 (13,14) que esta en el estado embrionario y es de tipo a. Cuando se 

detecta en el saco vitelino es de tipo Gower II y la hemoglobina será de tipo y y o, y 

se van a localizar en hígado, bazo y médula ósea, para la onceava semana de 

gestación empieza aparecer la hemoglobina tipo 11 que estará presente en el estado 

adulto del individuo (8). 

1.1.4.2. Plaqueta 

Las principales características diferenciales de los estadios de maduración de 

esta célula son: la morfología nuclear, el aspecto del citoplasma y los cambios 

relativos en tamaño. 
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Mevacarioblasto  

Presenta un tamaño de 6 a 2411 de diámetro, con una secuencia de 

maduración diferente a otras células medulares, ya que la maduración nuclear 

se adelanta y termina antes de que empiece la maduración del citoplasma 

(10). Se reconocen citoquimIcamente con la Unción del ácido peryódico de 

Schiff (MS). 

Promegacarlocito  

El tamaño de este tipo celular oscila entre los 14 a 30n de diámetro. El 

citoplasma contiene gránulos azurófilos visibles, aparecen primero en la región 

perinuclear o en el aparato de Golgi y posteriormente en el resto del 

citoplasma; el núcleo es lobulado, y los nucleolos son aún visibles (10,12). 

En esta etapa empieza a desarrollarse en el citoplasma un sistema 

membranoso de demarcación, que se forma por invaginaclones de la 

membrana plasmática, de este modo se separan áreas pequeñas del 

citoplasma que finalmente se convertirán cada una en plaquetas (10), 

Cltoqulmlcamente es positivo a la tinclón de MS. 

Megacarloclto granular 

El tamaño oscila entre los 16 a 56n de diámetro, el número de los gránulos y 

el sistema membranoso de demarcación aumenta. El núcleo es multilobular y 

los nucleolos desaparecen. La cantidad del citoplasma aumenta de forma 

notable, 
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Los megacariocitos producen de siete a ocho pro-plaquetas que 

posteriormente se transformarán en plaquetas; el núcleo permanece en 

médula ósea y se piensa que degenera y es eliminado por el sistema de 

macrófagos (10). Se reconoce por la tinción de MS. 

Plaqueta  

Tiene un diámetro de 2 a 4p es de forma redonda u oval. Con los colorantes 

de Romanowski se observan dos zonas; la zona agranular Intensamente basófila 

que suele ser central y la zona periférica que es homogénea y pálida. No se 

observa el núcleo. La plaqueta tiene una vida media de nueve días y medio 

(10,12). Es positivo a la tinción de MS. 

1.1.4.2.1. Fisiología  

Las plaquetas realizan la vigilancia pasiva del revestimiento endotellal de los 

vasos sanguíneos debidos a una fisura o ruptura. Cuando las células endoteliales se 

separan estas plaquetas se adhieren a las fibras de colagena expuestas al 

subendotello y evitan que la sangre escape. En caso de una lesión en la que hay 

ruptura real del revestimiento endotellal, las plaquetas reaccionan formando un 

agregado, conocido como tapón plaquetario, que detiene el sangrado. Mientras 

que los fosfolfpidos de las membranas endotellales llevan acabo una reacción de 

superficie que activa al fibrinógeno para la formación de fibrina, que sirve para 

estabilizar el tapón plaquetario inicial y la masa entera final se llama tapón 
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plaquetario secundario. Otra función es la de promover la separación tisular 

después de una lesión (2,12). 

1.1.4.3. Neutrófilo 

MIcloblasto 

Es la célula más primitiva de los estadios de maduración del neutrófilo por lo 

tanto indiferenciada, cuyo tamaño oscila entre los 15 a 2011 de diámetro; el 

núcleo es grande en relación al citoplasma, los nucleolos son visibles y 

contienen proteínas ribosomales, la cromatina es laxa, el citoplasma es 

azurófllo (15). 

PromlelocIto 

La célula presenta un tamaño de 15 a 2.011 de diámetro, el núcleo es grande 

con algunos nucleolos; el citoplasma presenta gránulos conocidos como 

gránulos primarios (gránulos azurófilos o gránulos grandes), los cuales miden 

unos 500nm de diámetro, algunos de ellos están conectados por pequeños 

filamentos, la membrana de estos gránulos es fosfolipídica y contiene enzimas 

como FAC, MPO, hidrolasa ácida, ilsozimas y mucopollsacaridos que 

contienen sulfatos, que los hacen positivos a las tinciones citoquímicas 

respectivas. 

Mielocito  

La célula tiene un tamaño que varia entre los I2 a 18p de diámetro, el núcleo 

disminuye en cuanto a tamaño, presenta una muesca central, la cromatina por 
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lo tanto se condensa, los nucleolos desaparecen por completo; el citoplasma 

cesa la producción de los gránulos primarios, mientras que origina los gránulos 

secundarios (gránulos específicos o gránulos pequeños), cuyo tamaño es de 

200nm de diámetro, la membrana de los gránulos secundarios también es 

fosfolipiclica, Citoquimicamente son positivos a las tinciones de FAL, Sudan B, 

FAC y MPO. 

Metarnielocito 

El tamaño de la célula oscila entre los 10 a I 5p de diámetro, el núcleo 

presenta una depresión central mucho mayor, la cromatina es compacta, los 

nucleolos ya no son apreciables; el citoplasma contiene una mayor cantidad 

de gránulos secundarios, los gránulos primarios ya no aumentan en número. 

Citoquimicamente se puede distinguir este estadio de maduración por medio 

de la FAL, así como de la MPO. 

Granulocito en banda 

El tamaño varia de 9 a 15i1 de diámetro, el núcleo tiene una depresión central 

que casi llega a un cuarto del puente cromatfnico; el citoplasma se vuelve 

cada vez más azurófilo debido a la presencia de los gránulos secundarios. En 

este estadio de maduración la célula ya se puede encontrar en sangre 

periférica, Citoquimicamente la Intensidad positiva hacia FAL y a MPO es 

mayor. 
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Granulocito segmentado o Polimorfo Nuclear 

Presenta un tamaño de 8 a I5µ de diámetro, el núcleo es segmentado puede 

tener dos o más lóbulos, los cuales están conectados por un filamento nuclear 

delgado, la cromatina por lo tanto esta condensada; el citoplasma es azurófilo 

debido a que los gránulos secundarios que son más abundantes que los 

primarios. Citoquimicamente, se aumenta la intensidad positiva hacia FAL y 

MPO. 

1.1.4.3.1. Fisiología 

El neutrófilo protege al organismo de infecciones (actúa migrando a él sitio 

de infección por medio de factores quimiotácticos o por quimiotoxinas las cuales 

son generadas por la Interacción de anticuerpos con antígenos); los neutrófilos 

ingieren a los microorganismos por medio de seudopodos (fagosoma), los gránulos 

citoplasmáticos descargan su contenido en el fagosoma (degranulación) y de esta 

forma destruye a los microorganismos. 

1.1.4.3.2. Bioquímica 

El citoplasma de los neutrófilos contiene glucógeno y agentes antioxidantes 

que permiten destruir a los microorganismos, 

Los gránulos citoplasmáticos son de tres tipos: 

a) El gránulo primario que es similar a los ilsosomas el cual decrece conforme 

avanza la maduración celular, contiene proteínas microbióticas como la 
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peroxídasa la cual cataliza la oxidación de las estructuras celulares de los 

microorganismos, proteínas catiónicas que son de defensa contra invasores 

nocivos, así como enzimas que catalizan reacciones degradativas que 

Incluyen la hidrólisis de proteínas, ácidos nucleicos, carbohidratos, lipidos, 

esterases y elastasas (10,12). 

b) Los gránulos secundarlos son de secreción, destruyen a los 

microorganismos y ayudan en los sitios de inflamación (12). 

c) Los gránulos terciarios a pesar que se desconoce su origen se sabe que son 

también de secreción (16). 

La superficie de la membrana es fosfolipldica por lo que facilita la entrada y 

salida de ciertas sustancias. El núcleo presenta todas las formas de RNA que 

necesita para la síntesis y que va decreciendo conforme va madurando la célula, en 

cambio el DNA no tendrá cambio alguno (10). 

1.1.4,3.3. Producción y Distribución  

Los neutrófilos se producen de la siguiente forma: 

En médula ósea se dan dos divisiones mitóticas, en la primera división, la 

célula es capaz de sintetizar DNA y dar los tres primeros estadios de maduración 

este proceso dura de tres a seis días aproximadamente. La segunda división es la 

post-mitótica que corresponde a los tres estadios posteriores de maduración y 

dura de cinco a siete días para después ser liberado a la sangre periférica. En sangre 

periférica el neutróflio permanece unas seis a diez horas para después continuar 
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hacia tejido. Posteriormente en el tejido los neutrófilos duran de uno a dos días más, 

para después ser degradados. 

Finalmente los sitios en donde se puede localizar a los neutrófilos son 

pulmón, tracto intestinal, hígado, bazo y superficie de la mucosa nasal. 

1.1.4.4. Eosinóflio 

Como se observa en la Figura 2 el eosinófilo presenta los mismos estadios 

de maduración que el neutrófilo, por lo tanto solo se comentara sobre el último 

estadio de maduración. 

La célula tiene un tamaño que oscila entre los 12 a I7µ de diámetro; el 

núcleo es bilobulado. El citoplasma presenta un solo tipo de gránulo, visto en 

microscopio electrónica son de forma ovoide, con un centro opaco o cristalino el 

cual esta rodeado por una densa matriz formada por arginina, que es insoluble a 

pH fisiológico; además se encuentran otras proteínas catiónicas como son la MPO, 

FAC, arel-sulfatasa, glucoronidasa, catepsinas. Y también se encuentran los 

fosfolípIdos; por lo que citoquImicamente los eosInófilos son positivos a la FAC, 

MPO, Sudan B entre otras Unciones. 

I. 1 .4.4. I . Fisiología  

Fagocito y destruye a los microorganismos por medio de las enzimas que 

están presentes en los gránulos citoplasmáticos, el proceso de destrucción es 

similar al de los neutrófilos. 
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Producción y Distribución 

Se producen en médula ósea mediante dos divisiones, la primera dura 

aproximadamente nueve días y la segunda se lleva en dos días. Posteriormente se 

distribuyen a sangre periférica, en donde se ha observado que duran solo unas horas 

(de una a ocho horas) y después viajan hacia tejido. En tejido duran unos días más, 

para después ser destruidos. Se pueden encontrar principalmente en piel, pulmón, 

tracto intestinal, en mucosa nasal o en canales linfáticos (10). 

1. 1 .4.5. Basófilo 

Presenta el mismo origen de los eosinófilos y los neutrófilos como se 

observa en la Figura 2, por lo tanto solo se comentara sobre el último estadio de 

maduración. 

El tamaño del basófilo oscila entre los 5 a 7It de diámetro, el núcleo es 

bilobulado por lo que la cromatina esta condensada, el citoplasma contiene 

gránulos ricos en histamina; más grandes en comparación con los otros tipos de 

gránulos de la extirpe granulocítica, la distribución en el citoplasma es irregular. 

Citoquimicamente son reconocidos por la tinción de PAS y la de MPO. 

1,I.4.5,I.Fisiología 

Los basófilos actúan como mediadores ante una respuesta inflamatoria, en 

especial a la hipersensibilidad, esto es debido a los gránulos que liberan la 

histamina. Posteriormente se transforman en mastocltos. 
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1.1.4.5.2. Producción y  Distribución 

La vida media de los basófilos en la médula ósea es corta ya que dura dos 

días y medio, mientras que en la sangre periférica es de siete días y en tejido unos 

días más. 

Cuando el basófilo se localiza en el tejido se conoce como célula mastoidea 

cuyo sitio de maduración es en tejido conectivo, son células redondas o domadas 

cuyo tamaño varia entre los 6 a 14 de diámetro, el núcleo no esta segmentado 

por lo que la cromatina esta moderadamente condensada. El citoplasma va a 

presentar filamentos y depósitos de glucógeno, así como lípicios. 

1.1.4.6. Monocito 

Monoblasto 

Mide unas 20t de diámetro, el núcleo suele ser ovoide o redondo, presenta 

una pequeña depresión, la cromatina es laxa y se observan varios nucleolos. 

Citoquimicamente es positivo a la esterasa y a MPO(10). 

Promonoclto 

Presenta un tamaño de 14 a 18¡t de diámetro, el núcleo presenta una 

depresión profunda, la cromatina por lo tanto es condensada, el citoplasma 

presenta dos tipos de gránulos, una población que contiene las enzimas FAC, 

aria-sulfatasa y MPO, estos gránulos son análogos a los lisosomas primarios, 

los cuales se parecen a los primarios de los neutrófilos por microscopia 

electrónica. Una segunda población de gránulos diferentes a los primarios y 

secundarios de los neutrófilos cuyo contenido enzimático no se conoce (14). 
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Monocito  

Son células de tamaño entre 12 a 1511 de diámetro, el núcleo ocupa la mitad 

del área celular y generalmente es excéntrico, la cromatina se condensa; el 

citoplasma contiene gránulos primarios y secundarios. Citoquimicamente son 

positivos a PAS, al Sudan 13, a esterasa, a MPO. 

Macrófago  

Esta célula reside en el tejido y presenta un tamaño de 25 a 5011 de diámetro, 

el núcleo es excéntrico el cual presenta una pequeña depresión, suele tener 

uno o más nucleolos, el citoplasma llega presentar muescas en las orillas. 

1.1.4.6.1. Fisiología  

Esta célula forma parte del sistema fagocítico•mononuclear cuyas funciones 

son variadas, corno la fagocitosis y digestión de los microorganismos, secreción de 

mediadores químicos y reguladores de repuestas inflamatorias, interacción con 

antígenos y linfocitos en la generación de respuestas inmunes. 

1.1.4.7. Linfocito 

Linfoblasto  

Tiene un diámetro de 10 a 20p, el núcleo contiene cromatina fina; son visibles 

uno o dos nucleolos, la membrana nuclear es densa, el citoplasma es 

agranular, no posee MPO, lípidos, ni esterasa, pero presenta FAC y glucógeno. 

Los linfoblastos con potencial para ser células T contienen esterasa del ácido 
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u-naftil, en tanto que los linfoblastos que pueden originar las células B 

contienen cantidades pequeñas de inmunoglobulinas que son detectables por 

medio de técnicas de inmunofluorescencia (FITC y rodamina), 

Prolinfocito 

Es muy difícil distinguir en médula ósea, mide entre 8 a 10p de diámetro, la 

cromatina es densa y el citoplasma es agranular (10). 

Linfocito  

Estas células poseen dos tamaños distintos, las células pequeñas o linfocitos T 

miden entre 7 a 10p de diámetro, el núcleo mide 8p, la cromatina esta 

condensada y presentan muy poco citoplasma. Las células grandes o linfocitos 

B llegan a medir entre I 1 a 16p de diámetro y el núcleo mide aproximadamente 

unas 10 p, en cuanto a las demás características son similares a los linfoblastos 

y prolinfocitos. 

Citoquimicamente los linfocitos T se puede detectar por medio de la tinción 

de PAS, esterasa no específica neutra y ácida, P-glucoronidasa, N-acet1143-

glucosamlna y la FAC, mientras que los linfocitos 13 solo se tiñe con esterasa. 

Célula nlasmática 

Presenta un tamaño de 9 a 20p de diámetro, su forma es oval, el núcleo es 

excéntrico y en ocasiones llega a presentar lóbulos, la cromatina es compacta. 

En condiciones normales estas células no circulan en la sangre periférica, sino 

que se localizan en los nódulos linfáticos, tejido conectivo o capilares 
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arteriales y son derivados de los linfocitos B. Citoquimicamente es positiva a la 

tinción de PAS y a 13-glucoronidasa. 

1.1.4.7.1. Fisiolocría 

Los linfocitos constituyen los componentes esenciales del sistema inmune. 

Los linfocitos T participan en la citotoxiciciad, la hipersensibilidad y la producción de 

linfocinas, así como la producción de anticuerpos y el funcionamiento de otras 

células T. Los linfocitos 13 sintetizan inmunoglobulinas, usualmente bajo el control 

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

1.1.4.7.2. Producción y Distribución 

Los linfocitos se originan en médula ósea (linfocito B) y en la corteza del 

timo (linfocito T), las células producidas en estos órganos emigran a áreas 

linfopoyéticas secundarlas donde la linfopoyesis continúa. El 65 al 85% de los 

linfocitos son de larga vida con periodos intermitóticos de meses a 5 años, esto se 

debe a que los linfocitos se quedan en la fase Go  del ciclo celular, el otro 15 a 35% 

de los linfocitos son de vida corta y viven de horas hasta 5 días. 
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1.2. ANTECEDENTES 

1.2.1. Transplante de Médula Osca 

1.2.1. I . Definición 

El Transplante se define como la sustitución de un tejido u órgano dañado por 

otro en condiciones funcionales optimas y sobre todo histocompatiblemente similar 

(alogénico) o igual (autólogo e Isogénico). 

1.2.1.2. Historia del transplante 

Se tiene referencia de las transfusiones sanguíneas desde el siglo XVII. En 

1667 Lower inyectó sangre de un cordero a un hombre; en ese mismo año Denis 

realiza igualmente transfusión sanguínea de cordero a un hombre. 

En 1828 James Buntlell realizó transfusiones de sangre a pacientes con 

hemorragia puerperal; en 1875 se tenla registrado por lo menos 347 transfusiones 

de sangre humana. 

Para 1900 Landsteiner descubrió los antígenos del grupo sanguíneo 

eritrocltario y el desarrollo de anticoagulantes no tóxicos de modo que la sangre 

puede ser almacenada y usada en transfusiones indirectas (12,17,18). A partir de 

este año se empezó a tener mayor auge las transfusiones sanguíneas. 

Desde 1992 en el Instituto Nacional de Cancerología (INCan) se realizan 

transplantes de médula ósea en todas sus modalidades. En 1993 el INCan realizó 

más de cincuenta autotransplantes de células mononucleares movilizadas a la 

sangre periférica (CMMSP) y recolectadas mediante féresis de flujo continuo (19). 
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Estos autotranspiantes se realizaron tanto en pacientes con tumores sólidos como 

en pacientes leucémicos. 

1.2.1.3. Tipos de transplantes 

Transplante autólogo.- Tanto el donador como el receptor es la 

misma persona y es compatible al 100%. 

Transplante isogénIco o singénico - El receptor y el donador son 

gemelos univitelinos u homocigotos, es decir, no existe entre ellos 

ninguna diferencia genética, ni inmunológica (6). 

Transplante alogénIco o lieterólogo.- El donador y el receptor 

poseen una notable similitud inmunológica, pero no son gemelos 

univitelinos sino habitualmente son hermanos que comparten un 

mismo sistema HLA (9,12,17). 

1.2.2. Cultivo celular 

1,2.2.1. Definición 

Es reproducir en seres vivos (in vivo) o en medios adecuados (in vitro) la 

capacidad que poseen las células de proliferar y también, en ciertos casos, de 

diferenciarse. Tratando de conservar en lo posible las características morfológicas y 

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

Cultivo primario.- Es colocar en una caja de vidrio o plástico una célula o 

un fragmento de tejido sobre un sustrato sólido en una interfase líquido-

gas a temperatura constante. Realizando cambios del medio líquido a 

intervalos periódicos pero sin alterar el crecimiento de las células sobre el 

sustrato sólido. Tiene la característica principal de no ser inmortal. 

Cultivo secundario.- Se deriva de los cultivos primarios, se le denomina 

también primera resiembra y consiste en tomar una o varias células del 

cultivo primario y crecerlas en condiciones similares a las que se 

encontraba inicialmente. El medio de los cultivos puede ser sólido o 

semisólido con una interfase sólido-gas o sólido-líquido-gas 

respectivamente. Una de sus aplicaciones es la propagación de una línea 

celular. 

Línea celular.- Su principal característica es la inmortalidad y es el 

producto de resiembras sucesivas de una clona de células (20). 

1.2.2.3. Cultivo de células hematopoyéticas 

El estudio de la granulopoyesis In vitro se inicio en 1966 cuando 

simultáneamente Bradley y Metcalf en Australia, Plutznlic y Sacks en Israel (21) 

ponen en marcha el cultivo In vitro de las células hematopoyéticas de ratón. En 

1970 Me y Robinson adoptan dicha metodología para el cultivo de células 

hematopoyéticas humanas (U). 

29 



INTRODUCCIÓN 

El cultivo hematopoyético es un procesamiento in vitro de una fase inicial de 

separación celular de la muestra de médula ósea o de sangre y su posterior 

suspenclón de las células en un medio de cultivo que suele ser semisólido, ya sea 

en agar, metilcelulosa o plasma coagulado. 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 microscopio invertido. 

Dexter et al demostraron que los linfocitos, granulocitos y eritrocitos de 

médula ósea pueden propagarse en cultivos líquidos, en la cual se formarán 

monocapas que le servirán de matriz a las células sanguíneas (23,24). 

Coulombel (25) y Gordon (26) demostraron que las células mononucleares 

de médula ósea humana puede adherirse durante un periodo de incubación de dos 

horas, así como favorecer los precursores estromales para que pueda mantenerse 

la hematopoyesis por un periodo de cultivo a largo plazo. Además que las UFC-GM 

están directamente relacionadas con el número de células mononucleares usadas 

en el cultivo y van disminuyendo conforme pasen los días en cultivo. 

Marché-Coya et (27-29) demostraron que las células tronco de CMMSP y 

las de médula ósea, provenientes de pacientes con cáncer y de donadores, pueden 

proliferar y diferenciarse hacia los diferentes progenitores hematopoyéticos (UFC-G, 

UFC-GEMM y UFB-E) al menos por un periodo de doce semanas en un medio de 

cultivo líquido sin citocinas y sin factores de estimulación del crecimiento. Estos 
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experimentos también dejaron entrever la posibilidad de que durante dicho tiempo 

de cultivo se realice la maduración de las diferentes extirpes sanguíneas. De esto 

último, se deriva el objetivo del presente trabajo. 

•••••11.1*111=11111~1,1••=1.1... 

 

31 



OHErivo E Iiiróitsis 

II. OBJETIVO E HIPOTESIS 

11.1. OBJETIVO 

Detectar mediante tinciones citoquímicas específicas los estadios de 

maduración de las extirpes sanguíneas durante la hematopoyesis en cultivo líquido de 

células tronco movilizadas a la sangre periférica. 

11.2. IIIPOTESIS  

SI en los cultivos líquidos hay proliferación y diferenciación durante la 

hematopoyesis de células tronco movilizadas a la sangre periférica, entonces se 

puede ver la maduración de dichas células por medio de tinciones citoquímicas 

específicas. 
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III. MATERIALES Y METODOS 

111.1. SELECCIÓN  DE MUESTRAS 

Se trabajó con 16 personas cuyas características clínicas y hematológicas más 

Importantes se resumen en la Tabla I. Las personas se clasificaron en tres grupos: 

A) Con diagnóstico de malignidad y médula ósea con hematopoyesis normal. 

B) Con diagnóstico de malignidad y médula ósea con hematopoyesis 

malignizada. 

C) Donadores. 

111.2. OBTENCIÓN  DE MUESTRAS  

Las personas de los grupos A y B, excepto el caso 3 (Tabla 1) recibieron una 

dosis fija de FEC-G de 60011/24 H, durante 6 días continuos para movilizar sus 

células mononucleares a la sangre periférica, estas células se recolectaron durante 

tres días seguidos a partir del quinto día de la aplicación del FEC-G, mediante 

féresis de flujo continuo. Los productos de leucoféresis ó CMMSP (muestras) fueron 

proporcionados por el Departamento de Hematología del INCan. 

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

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

Se tomó una alícuota de 0.5 mi de cada una de las diferentes muestras, se 

colocó en tubo de Wintrobe y se centrifugó a 3,000 rpm. por 15 minutos a 

temperatura ambiente (centrifuga clínica BECKMAN). Obteniéndose así el 

concentrado leucocitario de cada muestra. 

En cada concentrado leucocitarlo se determinó viabilidad celular por exclusión 

del azul Tripano (0.4%) en dos alícuotas de I 0 ¡ti cada una, el número de células y la 

cuenta diferencial por autoanalizador en una alícuota de 100 pl. 

111.4. CULTIVO DE CMMSP (27.29) 

Se sembraron 50,000 células/ml en cajas de petri (NUNC) de 4 x I2mm, con 

ct-MEM, fitohemaglutinina (2%) y suero fetal de carnero ISFC..j (20%), todos los 

cultivos se realizaron por triplicado. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en atmósfera 

de CO2  al 5% y cada tercer día se retiró una caja de cultivo para su procesamiento 

citoquímico. 

111.5. PROCESAMIENTO DE LAS CÉLULAS EN CULTIVO PARA LAS TINCIONES 

CITOQUIM1CAS 

Se retiró el sobrenadante de las cajas, se vertió en tubos Eppendorff de 2 ml. 

Se centrifugó en una microfuga (BECKMAN) a 15,000 rpm por ocho segundos, 

obteniendo así una pastilla. Se eliminó el medio de cultivo y la pastilla se 

resuspendió en PBS, para posteriormente volver a centrifugar el mismo tiempo, se 
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realizaron tres lavados más con PBS, centrifugando entre cada lavado y finalmente la 

pastilla se resuspendió en agua bldestilada. 

Posteriormente se realizaron frotis de gota, los cuales consistieron en poner 

6 gotas por portaobjetos de cada una de las muestras (gotas de 10p1), se revisaron 

al microscopio invertido (Olympus), y se dejaron secar a temperatura ambiente. 

Ya realizados los frotis de gota se rotularon y se guardaron para realizar 

posteriormente la unción de Wrigth y las Unciones citoquímicas correspondientes: 

• Mieloperoxidasa 

• Fosfatasa Alcalina Leucocitaria 

• Fosfatasa Acida 

• Azul de Prusia 

111.6. TINCION  DE WRIGTH  (32) 

Fundamento  

Uno de los colorantes de Romanowsky más ampliamente utilizado es el 

empleado en la Unción de Wright. La propiedad más notable es la de lograr sutiles 

diferencias de tonos y Unción diferencial de las estructuras celulares en base a la 

combinación de un colorante ácido (eosina) y otro básico (azul de metileno). 

Los grupos ácidos de las estructuras celulares son afines al azul de metileno, 

mientras que los básicos a la eosina. Por consiguiente las diferencias de Unción 

observadas son producto del grado de acidez o basicidad de dichas estructuras a 

pH fisiológico; así como del tiempo de Unción. 
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Técnica  

La técnica original aparece en el Apéndice III. 

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

intervalo de diez minutos. 

2. Pasado este tiempo se le añade el amortiguador de fosfatos de phi 7.2 por 

un periodo de quince minutos, en ese momento se forma una película de 

brillo metálico. 

3. Se Lavan los frotis con suficiente agua corriente. 

4. Se dejan secar los frotis para después ser montados con bálsamo de 

Canadá. 

Interpretación 

• Núcleos de leucocitos: Violeta rojizo. 

• Gránulos eosinófIlos: Rojo brillante hasta rojo pardusco. 

• Gránulos basófilos: violeta oscuro. 

• Gránulos de neutrófilos: violeta claro. 

• Citoplasma de linfocitos: azul. 

• Citoplasma de monocitos: azul grisáceo. 

• EritrocItos: rosa pálido. 
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111.7. TINCIONES CITOQUIMICAS  

111.7.1. Mieloperoxldasa (33) 

Fundamento 

La mieloperoxiciasa es una enzima a base de porfirina de hierro, que se 

localiza en los gránulos primarios de las células mieloides y de los monocitos, 

formando parte del sistema oxígeno dependiente antimicrobial. 

La peroxidasa cataliza la reducción del agua oxigenada por la bencidina dando 

lugar a un complejo colorido que va del azul hasta el café en el sitio de reacción 

(gránulos primarios). 

Técnica 

La técnica original se describe en el Apéndice IV. 

1. Introducir los frotis en la mezcla de incubación durante dos minutos. 

2. Lavar con agua corriente y secar a temperatura ambiente. 

3. Contrastar con safranina al 0.5% por un minuto. 

4. Lavar con agua corriente y montar con bálsamo de Canadá. 

Interpretación 

• Gránulos de los neutrófilos (en cualquier estado de desarrollo) azul Intenso. 

• Gránulos de los eosinófilos: café o verde a negro. 

• Gránulos de los basófilos: azul intenso a negro. 

• Gránulos de los monocitos: azul pálido. 

• Citoplasma y núcleo de los granulocitos y monocitos: rojo pálido. 

• Linfocitos, eritrocitos, plaquetas y blastos son negativos: rojo pálido. 
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111.7.2. Fosfatasa Alcalina Leucocitaria (34,35) 

Fundamento 

La Fosfatasa Alcalina Leucocitaria es una técnica citoquímica para la 

determinación de Leucemia Mieloide Crónica (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 gránulos secundarios, se expone al sustrato 

(fosfato naftol) en presencia de una sal de diazonio a 	alcalino 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 marrón. 

Técnica 

La técnica original se describe en el Apéndice IV. 

. Introducir los frotis en la mezcla de incubación recién preparada, por treinta 

minutos. 

2. -Lavar con agua bidestilada por diez segundos y secar al aire, 

3. -Contrateñir 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. 

Interpretación  

La tinción aparece solamente en el citoplasma de algunas formas en banda y 

de granulocitos segmentados. 

•••••••01 
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• Gránulos secundarios: rosa pálido a rojo brillante. 

• Citoplasma: rojo. 

• Núcleo: azul-negro. 

• Todas las demás formas hematopoyéticas incluyendo las plaquetas no se 

tiñen. 

111.7.3. Fosfatasa Acida (36,37) 

Fundamento 

La actividad enzimática de la fosfatasa ácida se ha detectado en los 

linfocitos; con patrones variables de tinción. Cuando se incuba con el ácido naftol-

AS-BI-fosfórico se detecta la actividad enzimática especificamente en las células T 

linfoblásticas y en células plasmocíticas. También, la FAC de células neoplásicas de 

pacientes leucémicos se puede inhibir con el ácido tartárico. 

Esta enzima cataliza la hidrólisis de esteres fosfóricos en un medio ácido. A 

partir del naftol-AS-BI-fosfato se libera el naftol-AS-BI y una sal de diazonio, para 

dar un azo-colorante pardo-rojizo que se precipita en la células. 

Técnica 

La técnica original se describe en el Apéndice IV. 

1. Introducir los frotis en la mezcla de Incubación por tres horas y guardar en 

oscuridad. 

2. Lavar con agua bidestilada durante veinte segundos. 

3. Contrateñir con azul de Comisare por un minuto. 
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4. -Lavar con agua corriente. 

5. Secar al aire y montar con Aquatex (Merck), observar al microscopio. 

interpretación 

La reacción citoquímica de la fostatasa ácida ha sido especialmente útil en el 

estudio de las células T linfoides tanto normales como leucémicas y el color de las 

células positivas es de color pardo rojizo. 

111.7,4. Azul de Prusia (3839) 

Fundamento 

Los gránulos sideróticos son gránulos de hierro, que pueden ser de ferritina 

y/o hemosiderina dependiendo de las condiciones en que se encuentre la célula. En 

condiciones normales, se localizan depósitos en el citoplasma de los eritrohlastos y 

eritrocitos de médula ósea cuya síntesis de hemoglobina se está llevando acabo, 

por lo que estas células reciben el nombre de sideroblastos y siderocitos 

respectivamente. 

El hierro de los gránulos sideróticos al combinarse con el ferrocianuro de 

potasio en medio ligeramente ácido, forma un precipitado azul intenso de 

ferrocianuro férrico. 

Técnica 

I . Fijar los frotis con metano) por diez minutos. 

2. Lavar con agua desionizada y dejar secar. 

3. Adicionar la mezcla de incubación por un período de treinta minutos, 

40 



MAIERIALLS r MÉ101)0S 

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. 

Interpretación  

• Gránulos sideróticos debido a la ferritina: azul claro a verde claro 

• Gránulos debido a la hemosiderina: azul intenso a negro. 

• Todos los gránulos sideróticos: rojo pálido. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

Grupo A 

Tanto el caso I que corresponde al Linfoma No-l-lociskin's; así como el caso 

2 que pertenece a Carcinoma Testicular se mantuvieron en cultivo por un periodo 

de doce semanas, ambos casos presentaron un comportamiento muy semejante en 

cuanto al desarrollo de las células hematopoyéticas. A continuación se describe 

cada uno de los casos y sus Unciones correspondientes: 

Caso 

Unción de Wright 

Se observó en el día cero de cultivo un 11% de monocitos, el cual fue 

aumentando notablemente hacia la primera semana con un 35%, mientras que para 

la cuarta semana de cultivo se observó un 39% de estas células, disminuyendo a un 

20% para la octava semana y al final del cultivo se obtuvo un 10% de monocitos. 

También se identificaron mieloblastos pero no al inicio del cultivo sino al cabo 

de la primera semana en un 18%, que posteriormente aumentó a 20% en la cuarta 

semana y de ahí en adelante no se volvieron a observar, 

Esto nos indica que los mieloblastos, comenzaron a madurar hacia el siguiente 

estadio de maduración de la extirpe. 

Al igual que con los mleloblastos no se obtuvo en el día cero de cultivo 

promielocitos, sino hasta la primera semana de cultivo en un Z%, para la cuarta 
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semana se incrementó a un 18%, en la octava semana de cultivo aumentó a un 60% y 

finalmente disminuyó en la doceava semana de cultivo hasta un 15%. 

Lo que hace pensar que las células promielocíticas estaban madurando hacia 

su siguiente estadio. 

También se encontraron mielocitos y metamlelocitos tos cuales aparecieron en 

la cuarta semana de cultivo en un I0%, aumentando a un 20% para la octava semana, 

y al final de la doceava semana de cultivo se presentó un 75%. 

Lo anterior corrobora que las células estaban madurando hacia 

polimorfonuclear. Por lo que si se hubiera suplementado el cultivo con factores de 

estimulación para dicha extirpe tal vez se hubieran desarrollado los dos últimos 

estadios de maduración de los granulocitos (Tabla 2 y Figura 3). 

l'or lo que se puede concluir que al Inicio del cultivo se tenía células 

indiferenciadas, las cuales fueron diferenciándose y madurando hacia la serie 

granulocítica conforme transcurrió el tiempo de cultivo, lo que se corroboró con las 

Unciones de MPO y FAL, que a continuación se explican. 

Tinción de MPO 

En la primera semana de cultivo se observó un 0.8% de células positivas, el 

cual fue aumentando constantemente, así en la segunda semana de cultivo se 

obtuvo un 5%, en la cuarta semana I6%; en la sexta semana un 29%, en la octava 

semana de cultivo un 50%, en la declina semana un 60% y finalmente para la 

doceava semana de cultivo se observó un 72% de células positivas (Tabla 3, 

Figuras 4 y 9A). 
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Los datos obtenidos en esta tinción muestran que las células sembradas en 

el cultivo eran inmaduras, fueron diferenciándose y madurando conforme avanzaba 

el tiempo, ya que presentan un alto porcentaje de positividad a la (Inclán en las 

últimas semanas de cultivo. 

TInción de FAL 

En la primera semana de cultivo la tinción fue negativa, en la segunda semana 

de cultivo presentó I% de células positivas, para la cuarta semana de cultivo se tenía 

un 10 % de células positivas y en la sexta semana se tuvo un 13%, mientras que en la 

octava semana de cultivo presentó un 17% de células positivas, en cambio para la 

décima semana el porcentaje disminuyó al 10% y en la doceava semana se tenía sólo 

un 3% (Tabla 3 y Figura 4). 

Esto indica que a partir de la segunda semana de cultivo se obtuvieron 

mielocitos y metamielocltos, conforme avanzó el tiempo las demás células iban 

madurando hacia estos estadios, pero en la octava semana de cultivo estas células 

maduras fueron entrando en un proceso apoptótico, por tal motivo al final del cultivo 

se observó un bajo porcentaje de células positivas a la tinción. 

Caso 

Tinclón de Wright 

Al realizar esta tinción se pudo observar que en el día 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 I5%, aumentando ligeramente a un 20% en la octava 

semana y finalmente se observó un 10% de estas células en la doceava semana. 

Los mieloblastos fueron apareciendo a partir de la primera semana de cultivo 

en un 7%, mientras que en la cuarta semana de cultivo se tenía un 1 5% y ya no se 

observaron en las semanas subsecuentes. Por lo que los mieloblastos continuaron a 

los siguientes estadios de maduración. 

Con respecto a los promielocitos se pudo observar que estos se presentaron a 

partir de la cuarta semana de cultivo en un 10%, aumentando notablemente 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 diferenciándose hacia los 

siguientes estadios de maduración de los granulocitos. 

Los mielocitos y metamielocitos aparecieron en la cuarta semana en un 7%, 

aumentando a un 19% en la octava semana y notablemente en la doceava semana 

alcanzaron un 75% (Tabla 2 y Figura 3). 

Finalmente, se observó también a partir del primer mes de cultivo la 

presencia de megacarioblastos (Figura 7A) que fueron madurando a 

promegacarlocitos en el transcurso del segundo mes (Figura 7B), hasta madurar a 

megacariocitos granulares al final de la doceava semana de cultivo (Figura 7C). 

Tinción de MPO 

Presento un patrón muy similar al caso anterior, en la primera semana de 

cultivo fue negativa, en la segunda semana se obtuvo un 5% de células positivas, en 

la cuarta semana se incrementó a un 10%; para la sexta semana se presentó un 
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7.0% de células positivas, en la octava semana un 42%, en la décima semana un 

54% y finalmente en la última semana de cultivo se presentó 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 granulocítica. 

Tinclán de FAL 

Fue negativa en la primera semana de cultivo, en la segunda semana se 

observó un 8% de células positivas, en la cuarta semana de cultivo se incrementó 

notablemente a un 37% de células positivas el cual fue disminuyendo gradualmente 

a un 33% en la sexta semana de cultivo, y en la octava semana a un 3%. 

Nuevamente hacia la décima semana de cultivo hubo un incrementó paulatino de 

células positivas del 7%, hasta que finalmente en la doceava semana se observó un 

17% de células positivas para FAL (Tabla 3 y Figura 4). 

El aumento de células positivas se puede deber a su diferenciación y 

maduración hacia las etapas finales de la serie granulocítica, la disminución 

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 aún había células inmaduras a la mitad del 

tiempo transcurrido del cultivo. 
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Grupo 13  

En este grupo se trabajó con doce casos, siete de los cuales se mantuvieron 

por un periodo de doce semanas en cultivo, otros cuatro duraron dieciséis semanas 

y un caso veintidos semanas. En lo que respecta a la tinción (le Wright sólo se 

incluyeron el caso 14 que corresponde a LMA-M3  y el promedio de los ocho casos 

de LMC (casos 4,5,7,9.13), debido a que presentaron un patrón muy similar entre 

ellos (Tabla 2 y Figura 3). Respecto a las Unciones citoquímicas se trabajaron por 

separado todos los casos debido a que se tenían diferencias entre ellos y por tal 

motivo no se pudo realizar un promedio. 

LMC (8 casos) 

Tinción de Wright 

En el día de cultivo se inició con un 2% de monocitos, este porcentaje se 

mantuvo constante durante todo el tiempo de cultivo. 

Los mieloblastos se presentaron en un 5% al inicio del cultivo, 

posteriormente aumentaron a un 40% en la primera semana de cultivo, y 

disminuyeron notablemente en la cuarta semana a un 17%, en la octava semana de 

cultivo 2%, por último aumentaron a un 15% hacia el final del cultivo. 

Con respecto a los promielocitos al inicio del cultivo se observaron en un 

60%, disminuyendo notablemente en la primera semana a un 10%, posteriormente 

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 la primera semana de cultivo se tuvo un 

decremento debido a que las células presentaron un proceso de adaptación al 

medio de cultivo y posteriormente éstas células lograron su proceso de 

maduración. 

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 

casi constante hacia la cuarta semana de cultivo, posteriormente 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 debió a que entraron en un proceso de apoptosis, ya que éstas células 

tienen una vida media de aproximadamente 7 días, lo que Indica que la maduración 

que se dio durante el tiempo de cultivo fue a causa de las demás células que 

estaban en un proceso de diferenciación. 

Caso 3 

Tinción de MPO 

En este caso se obtuvo un 85% de células positivas desde la primera semana 

de cultivo el cual fue decreciendo a un 60% en la cuarta semana y de ahí en 
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adelante no se volvió a observar células positivas durante el tiempo de cultivo 

(Tabla 4, Figuras 5, 9B y 9C). 

Tinción de FAL 

Durante todo el tiempo que duró el cultivo no se observaron células positivas 

a la Unción (Tabla 4 y Figura 5). 

Recordemos que la Unción de MPO es positiva en la extirpe mleloide desde el 

estadio de promielocito y la Unción de FAL es positiva a partir de los mielocitos, Esto 

sugiere que las células cultivadas no eran de extirpe mielolde puesto que no se 

obtuvo positiva la Unción de FAL. Por lo tanto, es muy posible que en este caso no se 

cultivaron células hematopoyéticas sino otro tipo de células que también son 

positivas a la Unción de MPO '(40). Debido a que se encontraron células positivas 

desde el principio y hasta la cuarta semana de cultivo. 

Caso 4 

TincIón de MPO 

En la primera semana de cultivo se tenía un 3,5% de células positivas a la 

Unción, el cual fue aumentando considerablemente hacia la cuarta semana a un 

10%, después en la octava semana de cultivo se observaron un 35% de células 

positivas, disminuyendo al 30% en la doceava semana (Tabla 4 y Figura 5). 

TInción de FAL 

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

Unción, el cual fue aumentando en la cuarta semana a un 5.3% y posteriormente a 

IMIN•11•1111•1011.1•• 	 
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un 1 5% en la octava semana y finalmente disminuyó nuevamente a un 5% en la 

doceava semana de cultivo (Tabla 4 y Figura 5). 

Caso 5 

Tinción de MPO 

Se observó en la primera semana de cultivo un 0.1% de células positivas, 

aumentó a un 5% para la cuarta semana, en la octava semana ya se tenía un 35% 

de células positivas a la Unción y se mantuvo hasta la doceava semana (Tabla 4 y 

Figura 5). 

Tinción de FAL 

Durante la primera semana de cultivo las células fueron negativas a FAL, en la 

cuarta semana se observó un 0.5%, aumentando notablemente para la octava 

semana de cultivo a un 27%, manteniéndose así hasta la doceava semana de cultivo 

(Tabla 4 y Figura 5). 

Caso 7 

Tinclón de MPO 

En la primera semana de cultivo se obtuvo un 0.2% de células positivas, en la 

cuarta semana aumentó a I5%, manteniéndose constante en la octava semana y 

posteriormente disminuyó a un 10% en la doceava semana y se mantuvo así hasta 

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

51 



RE.SULTADOS Y DISCUSIÓN 

TIncIón de FAL 

En este caso, en la primera semana de cultivo se observó un 0.1% de células 

positivas, en la cuarta semana de cultivo aumentó a 10%, posteriormente disminuyó 

en la octava semana a 8%, manteniéndose así en la doceava semana y finalmente en 

la dieciseisava semana de cultivo se observó un 4,5% de células positivas (Tabla 4 y 

Figura 5). 

Caso 9 

Unción de MPO 

Se observó 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 última semana se obtuvo un 67% de 

células positivas a la Unción (Tabla 4 y Figura 5). 

Unción de FM 

El comportamiento observado fue similar a la tinción de MPO ya que en la 

primera semana de cultivo se tuvo un 0.1%, aumentando considerablemente desde la 

cuarta semana de cultivo con un 17.8%, posteriormente en la octava semana a un 

43.5% y finalmente en la doceava semana a un 60.8% de células positivas (Tabla 4 y 

Figura 5). 
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Caso 10 

lindón de MPO 

En este caso, se presentó 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). 

lindón de FAL 

En la primera semana se observó 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 observó un 29% de células positivas (Tabla 4 y figura 5). 

Caso 11 

Tinclón de MPO 

En este caso, se observó en la primera semana de cultivo un 4.6% de células 

positivas, aumentando notablemente en la cuarta semana a 57%, para la octava 

semana se mantuvo en un 60% y finalmente en la doceava semana de cultivo se 

observó un 64 % de células positivas (Tabla 4 y Figura 5). 

lindón 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, Figuras 5 y 10A). 
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Caso 12 

Tinción de MPO 

En la primera semana de cultivo se observó un 1.5% de células positivas, en la 

cuarta semana aumentó considerablemente a un 35%, continuando el alimento en la 

octava semana con un 60%, en la doceava semana un 63% y se mantuvo hasta la 

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

Unción de FAL 

En la primera semana de cultivo se observó un 0.4% de células positivas el cual 

aumentó 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 última semana de cultivo (Tabla 4, Figuras 5 y 10B). 

Caso 13 

Tinción de MPO 

En la primera semana de cultivo se observó un 5. I% de células positivas, en la 

cuarta semana un 48 %, en la octava semana un 53%, en la doceava semana un 59% 

y en la dieciseisava semana se obtuvo un 66% de células positivas (Tabla 4 y Figura 

5). 

Tinción de FAL 

En la primera semana se observó un 1.3% de células positivas, en la cuarta 

semana un 22%, en la octava semana un 35%, en la doceava semana 40% y 

finalmente un 50% para la última semana de cultivo (Tabla 4, Figuras 5 y 10C). 
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En todos los casos anteriores (4,5,7,9-13) se observó la proliferación y 

diferenciación de las células hematopoyéticas, lo que se pudo constatar al ser 

positivas las tinciones de MPO y FAL. La diferenciación de las células muy 

probablemente fue a la serie granulocítica, ya que si se hubiera diferenciado hacia la 

serle monocitica la tinción de FAL hubiera sido negativa. Por otra parte, estos cultivos 

adquirieron por lo menos la maduración de promielocitos a mielocitos si 

consideramos la secuencia de aparición de las dos enzimas. 

Caso 6 

Este caso de LMC no se incluyó dentro del promedio de los otros 8, debido a 

que el patrón de cultivo presentado difirió considerablemente respecto a la 

proliferación y tiempo de cultivo (veintidos semanas) de los otros casos. El 

seguimiento de este caso sólo se llevó hasta la dieciseisava semana debido a que el 

diseño experimental contemplaba el número de cajas necesario para dichas semanas, 

por lo que sólo 4 cultivos se mantuvieron hasta la semana veintidos, con el objeto de 

observar su aspecto morfológico (colonias) y su proliferación (número total de 

células). 

Tinción de Wright 

Durante la primera semana se presentaron mieloblastos (Figura 8A) que 

maduraron a promielocitos al cabo de un mes (Figura 8B), al final de la doceava 

semana ya se observaron mielocitos (Figura 8C) que finalmente maduraron a 

metamielocitos al término de la doceava semana de cultivo (Figura 81)). 
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lindón de MPO 

En la primera semana de cultivo se observó un 0.1%, aumentando 

considerablemente en la cuarta semana de cultivo a un 46%, en la octava semana 

se observó un 50%, en la doceava semana disminuyó a un 28% y nuevamente se 

incrementó en la dieciseisava semana a un 65% (Tabla 4 y Figura 5). 

lindón de [AL 

El comportamiento de las células hacia esta tinción 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 un 19% en la cuarta 

semana, un 15% en la octava semana, en la doceava semana un 48% y en la 

dieciseisava semana de cultivo un 88% de celulas positivas ("rabia 4 y Figura 5). 

Caso 8 

TlTción de MPO 

En la primera semana de cultivo se observó un 0.5% de células positivas en la 

cuarta semana un 45 %, en la octava semana 51% y finalmente en la doceava 

semana de cultivo un 56%. (Tabla 4 y Figura 5). 

Estos resultados son sugerentes de que el proceso de maduración de las 

células fue muy rápido. 

lindón de FAL 

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

cultivo, en la cuarta semana se presentó un 5% de células positivas el cual aumentó 
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en la octava semana a un 9% y finalmente en la doceava semana se observó un 12% 

de células positivas (Tabla 4 y Figura 5). 

Esto indica que al inicio del cultivo se tenía preferentemente células inmaduras 

que fueron diferenciándose hacia la serie granulocítica y que muy probablemente 

permanecieron en el estado mielocitico (Figura 5), debido a que se observó un bajo 

porcentaje de células FAL„ . Recordemos que esta Unción es positiva a partir del 

estadio de mielocItos y es negativa para la serie monocítica. 

Si se consideran los resultados de ambas Unciones, se puede pensar que la 

tendencia de maduración en los cultivos fue más hacia la serie gianulocítica que a la 

monocítica, no obstante que el diagnóstico de este caso es de una LMA.m„ 

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

Caso 14 

TInción de Wright 

En el día de cultivo se obtuvo un 2 % de monocitos y ya no se observaron en 

las semanas siguientes. 

El porcentaje encontrado de estas células es Indicativo de que eran células 

maduras que tuvieron su proceso apoptótico normal y el hecho de no observarlas 

durante los días de cultivo fue porque no se dio diferenciación ni maduración hacia 

serle monocitIca, 

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

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

doceava semana. 

Los promielocitos se observaron en gran cantidad desde el inicio del cultivo un 

95%, posteriormente se observó un 35% en la primera semana, en la cuarta semana 

un 40%, para la octava semana aumentó a un 57% y finalmente disminuyeron a un 

30% en la doceava semana. 

Los mielocitos y metamielocitos se presentaron en un 5% al (nido del cultivo 

aumentando a un 25% para la primera 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 diagnóstico del 

paciente (LMA-M3) y el comportamiento de sus CMIVISP en cultivo. Puesto que se 

observó desde el inicio un alto porcentaje de promielocitos, mismo que se mantuvo a 

lo largo de las semanas de cultivo. Y también se observó que un bajo porcentaje de 

estas células maduró hacia el siguiente estadio (Tabla 2 y Figura 3). 

l'Inclán de MPO 

En la primera semana de cultivo se obtuvo un 0.3% de células positivas, en la 

cuarta semana de cultivo un 0.9%, en la octava semana un 1.3% y finalmente en la 

doceava semana un 5% (Tabla 4 y Figura 5). 

Tinción de FAL 

Durante todo el cultivo prácticamente no se observaron células positivas, 

excepto en la doceava semana en la que se observó 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 granulocítica pero su maduración se 

detuvo en el estado promielocítico, esto último se puede corroborar con los 

resultados obtenidos en la tinción de Wright. 

Grupo C 

Corresponde al grupo de los donadores el cual por presentar datos muy 

semejantes se decidió realizar un promedio, por lo tanto se trabajo de la siguiente 

forma: 

Tinción de Wright 

En el día de cultivo se observó un 30% de monocitos, en la primera semana un 

25%, en la cuarta semana un 20%, en la octava semana un 5% y finalmente un 2% 

para la doceava semana. 

Los mieloblastos se observaron en la primera semana de cultivo en un 7%, en 

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 

maduración. 

Los promlelocitos aparecieron en la cuarta semana de cultivo en un 2%, fueron 

aumentando hacia la octava semana a un 10% y finalmente dieron un 20% para la 

doceava semana. 

Esto Indica que las células promielocíticas conforme pasaban los días 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% y 

finalmente a un 80% en la última semana de cultivo. 

Este último resultado corrobora que efectivamente las células fueron 

madurando (Tabla 2 y Figura 3). 

Por otra parte, realizando un estudio comparativo entre el grupo A y el C 

respecto a la tinción de Wright se puede observar que presentan un comportarniento 

muy similar en cuanto a la aparición de los diferentes estadios (te maduración en una 

misma serie. Si recordamos que las personas incluidas en ambos grupos no tienen 

hematopoyesis rnalignizada en médula ósea, es entendible porque son similares los 

resultados. 

'Unción 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 cultivo 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 Figura 6). 

Como se puede observar la maduración de las células se produjo durante todo 

el tiempo de cultivo. Por otra parte, el gran porcentaje de células positivas a la MPO 

en la última semana de cultivo es sugerente de que puede haber maduración hacia 

los últimos estadios de la serie granulocitica si se le adiciona a los cultivos algún 

factor estimulante específico (Apéndices 1 y II). 
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Tinción de FAL 

En la primera semana de cultivo la tinción fue negativa, en la segunda semana 

se observó un 0.1% de células positivas, en la cuarta semana un 5%, en la sexta 

semana un 14%, en la octava semana un 19%, el cual se incrementó a un 61% para la 

décima semana de cultivo y para la doceava semana fue del 73% de células positivas 

(Tabla 5 y Figura 6). 

Tinción de FAC 

Durante las dos primeras semanas de cultivo se observó un 2% de células 

positivas, en la cuarta semana de cultivo decreció a un 0.3% e incluso fue negativa la 

Unción en la sexta semana pero después se volvió a incrementar hacia la octava 

semana de cultivo a 2%, el cual paulatinamente aumentó a un 4% en la décima 

semana de cultivo y en la doceava semana se presentó un 8% de células positivas 

(Tabla 5, Figuras 6, IOD y 10E). 

Esto sugiere que en las primeras semanas del cultivo la cantidad de linfocitos 

era mínima y fueron muriendo lentamente; el nuevo aumento de las células se debió 

muy probablemente a la fitohemaglutinina del medio de cultivo que las estimuló a 

proliferar lo que condicionó a que estos nuevos linfocitos produjeran interleucinas 

necesarias para la diferenciación y maduración de las otras extirpes hematopoyéticas, 

lo que se corroboró por los porcentajes obtenidos en las tindones de MPO y de FAL, 

asf como por el patrón celular observado en la tinción de Wright. 

Finalmente, el hecho de no haber realizado otro tipo de Unciones citoquímicas 

como son la de Sudan 13, esterasa o PAS, fue por una parte, porque estas Unciones 

61 



RISULTADOS Y DISCUSIÓN 

reconocen los estadios de maduración de las células sanguíneas de forma similar a 

las Unciones citoquímicas descritas anteriormente (37,4 1 ). Y por otra, porque no fue 

posible disponer de los reactivos necesarios para realizar estas Unciones. 
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Fisura 3. Cuenta diferencial de los casos estudiados respecto al número de semanas en cultivo. 
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Figura 4. Porcentaje acumulado de células positivas respecto al número de semanas en cultivo, de las tinciones de 
MPO y FAL (Grp. A) 
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Figura 5. Porcentaje acumulado de células positivas respecto al número de semanas en cultivo, de las rinciones de 
MPO y FAL (Grp. B) 
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Figura 5 (Conf.). Porcentaje acumulado de células positivas respecto al número de semanas en cultivo. de las tinciones 
de MPO y FAL (Grp. 13) 
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Figura 6. Porcentaje acumulado de células positivas respecto al número de semanas en cultivo, de las tinciones de 
MPO. FAL y FAC (Grp. C Promedio de dos donadores) 
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Figura 7. Maduración hacia extirpe megacarioc(tica, Caso 2. A)Megacarloblasto observado en la 
cuarta semana de cultivo, B) Promegacarlocito observado en la octava semana de cultivo, 
C) MegacarlocIto granular observado en la doceava semana de cultivo. En todos los casos 
se realizó la Unción de Wrigth, aumento 1000X, 

111111~1111111111101.1111111111111 
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Figura 8. Maduración hacia serie granulocitica, caso 6. A) Mleloblasto observado durante la primera 
semana de cultivo. 13)Promielocito (P) y Promielocito tardío, madurando hacia el estadio de 
mielocito, cuarta semana de cultivo. C) Mielocito, octava semana de cultivo D) 
Metamlelocito temprano, doceava semana de cultivo. En todos los casos se realizó la 
tinción de Wrigth. aumento 1000X. 
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Figura 9. "Bridón 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 cte neuroblastoma (flechas) del caso 3, 
observadas durante la primera semana de cultivo. C) Células de neuroblastoma del caso 3 

MPO' de un mes de cultivo, aumento 1000X. 
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Figura 10. Tinclones de las Fosfatasas Alcalina (FAL) y Acida (FAC). A) Célula FA1.4  (flecha) del caso 
II, observadas en la primera semana de cultivo. 11) Células FAL' (flechas) del caso 12, 
observadas en la cuarta semana de cultivo. C) Células FAL' (flechas) del caso 13, 
observadas a los 4 meses de cultivo. O) y E) Células FAC4  (flechas) de cada uno de los 
donadores a los 3 meses de cultivo, aumento 1000X. 
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V. CONCLUSIONES 

I. 	El objetivo del presente trabajo se cumplió por consiguiente la hipótesis 

planteada fue confirmada. 

2. Las células tronco movilizadas a la sangre periférica de las 16 personas 

estudiadas permanecieron en cultivo por lo menos I 2. semanas. 

3. La permanencia máxima en cultivo de las CMMSP de los pacientes del Grupo A 

fue de doce semanas; del Grupo B: cinco casos de LMC, 1 de LMA-M4  y I de 

LMA-M1  fue de doce semanas, I de neuroblastoma metastásico a médula ósea 

y los otros tres casos de LMC fue de dieciseis semanas, 1 caso de LMC (Ph ) 

fue de veintidos semanas y para el Grupo C: fue de doce semanas. 

4. En cuanto a la Unción de Wright el comportamiento de las CMMSP observado a 

lo largo del cultivo para el Grupo A fue muy similar al del Grupo C. Lo que era 

de esperarse si se considera que las personas incluidas en ambos grupos no 

tenían médula ósea malignizada. 

5. En cuanto a la tinción de Wright el comportamiento de las CMMSP observado a 

lo largo del cultivo para el Grupo B fue totalmente distinto al de los otros dos 

grupos, pero muy similar entre los pacientes con el mismo padecimiento, INIC, 

a excepción del caso 6. 

6. Por lo que respecta a la Unción de Mieloperoxidasa el comportamiento de las 

CMMSP observado a lo largo del cultivo para el Grupo A fue muy similar al del 

Grupo C sobre todo a partir de la sexta semana. 

79 



CONC1.t1510Nts 

7. Por lo que respecta a la tinción de Mieloperoxidasa el comportamiento de las 

CMMSP observado a lo largo del cultivo para el Grupo t3 fue totalmente distinto 

al de los otros dos grupos y tan sólo fue similar durante la primera semana en 

los pacientes con el mismo padecimiento, LMC, a excepción del caso 6. 

8. Por lo que respecta a la tinción de Fosfatasa Alcalina Leucocitana el 

comportamiento de las CMMSP observado a lo largo del cultivo rue totalmente 

distinto en los tres grupos. 

9. Por lo que respecta a la tinción de Fosfatasa Acida Leucociraria el 

comportamiento de las CMMSP observado para los donadores fue primero de 

franca disminución llegando incluso a ser negativa en la semana seis de cultivo y 

posteriormente tuvo un ascenso paulatino hasta la semana doce. 

10. Por lo que respecta a la Unción del Azul de Prusia fue negativa en todos los 

casos, sin embargo resultó útil para identificar hallazgos durante el cultivo, 

específicamente: Eritrofagocitosis por macrófagos. 

I . De las conclusiones anteriores se deriva que en todos los cultivos líquidos de las 

I6 personas estudiadas se observó proliferación y diferenciación de sus células 

tronco hematopoyéticas y maduración principalmente de la extirpe mieloide y 

en especial de la serie granulocítica. 
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APENDICE I 

INTERLEUCINAS QUE INTERACTUAN DURANTE  LA HEMATOPOYESIS (I2)  

INTERLELICINA (II.) 
	

ORIGEN 
	

EfECTO BIOLOGICO 

IL- I Monocitos 
Macrófagos 
Células Endoteliaeles 
Queratinocitos 

• Aumenta la activación de cels. T y la 
síntesis de 11.-2 

• Factor 	de 	crecimiento 
hematopoyético temprano 

• Síntesis cle fibroblastos 

IL-2 

1L-3 

IL-4 

Activación de células T 

Activación de linfocitos 
T y 13 

• Es el factor de crecimiento de cels. 
T y B 

• Incrementa la citotóxicidad de cels. 
T 

• Factor 	de 	crecimiento 
multipotencial hematopoyético 

• Factor 	de 	crecimiento 	de 	células 
mastoideas 

• Factor de activación de cels. Ti/ 3 

Activación de células T 
y 	algunas 	células 
malignas 

11-5 Células T • Induce la diferenciación de células 
T, 13 y los Eosinófilos 

11-6 

(111-11 

Monocitos 
Fibroblastos 

Hígado, Riñón 

• Induce el 	factor de diferenciación 
de cels. 13 

• Activa el factor de estimulado!) de 
colonias 

• Células 	T, 	13, ^ 	LIFC-GEMM, 
Macrófagos. 

(*) Factor Stern Cell 
Ligando C Kit 

No se ha identificado • Progenitores primitivos 

( 	cita 9), 
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APENDICE II 

FACTORES DE ESTIMULACIÓN DE CRECIMIENTO DURANTE LA HEMATOPOYESIS 
{12i. 

FACTORES DE 
ESTIMULACIÓN 

LOCALIZACIÓN DEL 
GEN Y EN LOS 

DIFERENTES SITIOS 
CELULARES 

EFECTOS BIOLOGICOS 

   

FEC-CM Cromosoma 17 
Macrófagos 

Células endoteliales 
Fibroblastos 

• Estimula la formación cle colonias granulociticas in 
vitro 

• Actúa 	con 	la 	II-3, 	a:C.-CM 	y 	FEC-M 	para 
estimular 	la 	formación 	de 	megacadocitos, 
granulocitos y monocilos 

• Estimula la prolileración y maduración de células 

malignas 

• Estimula in vivo Ilunoducción de neutrófilos 

fIC-GM Cromosoma 5 

Linfocito T 
Células Endoteliales 

Fibroblastos 

• Estimulación 	de 	colonias 	granulociticas- 

monocíticas in vitro 

• Actúa 	con 	otros 	lactares 	para 	estimular 	los 
megacariocitos, 	células 	blasroideas 	y 	LIFB•E 	in 
vitro 

• Activación 	fagocuica 	y 	citotóxica 	en 	los 
neutrófilos maduros 

• Incrementa la adhesión de las células maduras en 
los neutrófilos 

• Inhibe la movilidad de los neutrófilos maduros 

FEC-M Cromosoma 5 
Macrófagos 

Células endoteliales 
Fibroblastos 

• Estimula la formación de colonias de macrófagos 
in vitro 

• Actúa con otros factores de crecimiento en la 

formación de colonias in vitro 

• Da 	la 	diferenciación 	y 	sobrevivencia 	de 
macrófattos in vitro 

Multl•FEC 
Interleuclna-3 

Cromosoma 5 
Linfocitos T 

• Estimula la formación de IIFC-GEMM in vitro 

• Actúa con la EPO para estimular la formación de 
colonias de 1113±..y con FEC-M 

Eritropoyetina (EPO) Cromosoma 7 
Células renales 

inteisticiales 

• Estimula la formación de colonias edtroides (DK-

E) in vitro 

• Actúa con la IL•3 para estimular la formación de 

DM- E in vitro 

• Controla la eritropoyesis 
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APENDICE iu 

TINCIÓN DE WRIGHT 

Preparación de reactivos 

A) Colorante de Wright 

Eosina-azul de medien() 	 0.24g 

Alcohol metílico absoluto 	 100 ml 

Mezclar el colorante con el alcohol metílico absoluto y posteriormente filtrar y 

guarda en un frasco. 

6) Amortiguador de fosfatos a pH 7,2 

Fosfato dibásico de sodio _ 1.14 g 

Fosfato monobásico de potasio 0.49 g 

Agua bidestilada 	  1000 ml 

Pesar las dos sales de fosfato y disolverlas en el agua bidestilada, para después 

ajustar el pH a 7.2. Se mantiene a 4 °C en frasco color ámbar hasta su uso. 

Técnica 

Fijar los frotis con alcohol metílico 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. Añadir el amortiguador por un período de cinco a siete minutos. 

4. Lavar los frotis con agua corriente. 

5. Dejar secar los frotis y montar con bálsamo de Canadá. 
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APENDICE IV 

UNCIÓN DE MPO 

Reacción 

  

    

IICI 

\__J 	 1110, 
Uncidla 

/7) 

I I,N 	 NI I, 

F-10 

1)ifennciulnoneclunina 	Ac. 

    

Azul 11,. Ilencklum 

Preparación de reactivos  

A) Etanol al 30 % 

Alcohol etílico absoluto 	 30 ml 

Agua bidestilada 	 70 ml 

Mezclar 30 ml de alcohol etílico absoluto y 70 ml de agua bidestilada. 

B) Sulfato de zinc heptahidratado (ZnSO4  • 7 H20) 0.132 M 

ZnSO4  • 7 H 2O   0.379 g 

Agua bidestilada 	 100 ml 

Pesar los 0.379 g de Zn50,, • 7 H20 y disolverlo en 100 ml de agua bidestilada 

C) Hidróxido de sodio IN 

NaOH IN 	 4.0g 

Agua bidestilada  	100 ml 

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

D) Mezcla de incubación pH 6.0 ± 0.05 

Alcohol etílico absoluto al 30 % 	 100 ml 
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1-lidrocloruro de bencidina 	 0.3 g 

ZnSO4  • 7 1-120 al 0.132 M  	 1.0 mi 

Acetato de sodio 	 1.0 g 

Peróxido de hidrogeno al 3% 	 0.7 ml 

Hidróxido de sodio I N 	 1.5 ml  

Safranina O   0.2 g 

Los reactivos deben mezclarse en el orden listado, utilizando un agitador 

magnético (Fischer Scientific). Con la adición del ZnSO4  se forma un precipitado el 

cual se disuelve con la adición restante de los reactivos. El pH de la solución debe 

ser de 6.00 ± 0.05. La solución se filtra y se guarda en un frasco color ámbar con 

tapa de plástico para evitar que los vapores oxiden la tapa; se mantiene a 

temperatura ambiente. 

Técnica 

1 . Fijar los frotis con la solución fijadora por un minuto. 

2. Lavar con agua corriente de quince a treinta segundos. 

3. Introducir los frotis en la mezcla de Incubación durante treinta segundos. 

4. Lavar con agua corriente y secar al aire. 

5. Montar con bálsamo de Canadá. 



A l'ÉNDIC1 	IV 

.TINCION DE FAL 

Preparación de reactivos 

Se utilizó un equipo de Unción citoquímico para fosfatasa alcalina leucocitaria 

(Merck), por lo que sólo se preparó la mezcla de incubación, la cual se realizó de 

acuerdo a la técnica descrita en el equipo. 

Técnica 

Fijar los frotis con una solución fijadora durante un minuto. 

2. Lavar los frotis con agua corriente diez segundos y secar a temperatura 

ambiente. 

3. Introducir los frotis en la mezcla de incubación recién preparada, por quince 

minutos. 

4. Lavar con agua bidestilada por diez segundos y secar al aire. 

5. Contrateñir con hemalumbre de Mayer por cinco minutos. 

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

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

Preparación de reactivos  

Se utilizó un equipo de tinción para fosfatasa ácida (Merck), por lo cual solo 

se procedió a realizar la mezcla de incubación como lo indica el equipo. 

Técnica 

I . Fijar los frotis en solución fijadora por un minuto. 

2. Lavar con agua bldestilada un minuto. 

3. Introducir los frotis en la mezcla de incubación de dos a tres horas y 

guardar en la oscuridad. 

4. lavar con agua bidestilada durante veinte segundos. 

5. Contrateñir con hemalumbre de Mayer por quince minutos. 

6. Lavar con agua corriente por dos a des minutos. 

7. Montar aquatex. 
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Tinción del azul de Prusia 

Reacción 

4le 34  -1 31( [Fe(CN) 	 Fe :I IFe(CN)(i 	, 	12K '  

Azul de Prusia 

Preparación de reactivos 

A) Solución de ácido clorhídrico al 1% 

Acido clorhídrico 

Agua desionizada 

Adicionar el ácido clorhídrico al agua desionizada. 

B) Solución de ferrroclanuro de potasio al 2% 

Ferrocianuro de potasio    2.0 g. 

Agua desionizada 	 100 ml 

Se pesa el ferrocianuro de potasio y se mezcla con agua desionizada. Solo se 

prepara el necesario ya que esta solución es inestable. 

C) Solución de safranina al 0.5% 

Safranina 0 	 0.5 g 

Agua desionizada 	100 ml 

Se pesa la safranina y se mezcla con un poco de agua desionizada, posteriormente 

se mezcla con el resto del agua desionizada, se guarda en un frasco. 

D) Mezcla de incubación 

Acido clorhídrico al 1% 	 3 volúmenes 

Ferrocianuro de potasio al 2% 	 1 volumen 

1.0 ml 

100 ml 
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Esta mezcla de incubación se prepara al momento de realizarse la rinción ya 

que puede oxidarse muy rápido. 
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