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1.0 INTRODUCCION.

Conocer la composicion del cuerpo humano resulta de gran utilidad al momento
del diagndstico de las diferentes enfermedades. La sangre es un tejido como la piel o la
superficie del estbmago, sblo que tiene la caracteristica peculiar de ser liquido. Tiene,
como los demas tejidos, un conjunto de células, agua y gran cantidad de sustancias
disueltas en diferentes proporciones.

El hecho de que sea tan facil de obtener y que la pérdida de las pequefias
cantidades requeridas para hacer los analisis se reponga automaticamente, hacen de
ella un fluido corporal préctico para su andlisis.>*

El volumen total de sangre en un adulto es de 5 a 6 L o de 7 a 8% del peso
corporal; siendo el 55% la porcion liquida llamada plasma de la cual aproximadamente
el 90% es agua y el 10% se compone de proteinas (albumina, globulinas y fibrinbgeno),
carbohidratos, vitaminas, hormonas, enzimas, lipidos y sales y el 45% restante de la
sangre se compone de los elementos celulares: eritroides, plaguetarios y leucocitarios.
Estos elementos celulares tienen funciones especificas, importantes para el buen
funcionamiento del organismo y en algunos casos vitales, es por eso que es importante
su estudio.***®

El andlisis del tejido sanguineo puede realizarse de diversas formas. En el
presente trabajo se informa sobre el estudio microscépico de la sangre, abarcando las
extensiones sanguineas tefidas (frotis sanguineo) con el objetivo de ayudar a quien lo
consulte a identificar y diferenciar la morfologia normal de las células presentes,
permitiendo conocer su distribucion; ademés esta considerada la observacion de estas
en la camara de Neubauer para ayudar a la correcta cuantificacion de las mismas. Las
fotomicrografias presentadas de frotis sanguineos fueron obtenidas de sangre periférica
de personas sanas y procesadas con la tincion de Wright o con la tincién supravital

usando el azul de cresil brillante.



2.0 OBJETIVO GENERAL.

Generar y digitalizar fotomicrografias de eritrocitos, leucocitos y plaquetas, a

partir de muestras sanguineas normales, evaluadas en el hemocitometro y en los frotis
sanguineos tefidos; permitiendo caracterizar las tres estirpes celulares, con el fin de

ofrecer un apoyo en el estudio de estas.

Objetivos Particulares.

-Realizar extensiones de sangre periférica de personas sanas, tefiirlas y conservarlas

para su uso cotidiano en el estudio de células sanguineas normales.
-Describir el uso del microscopio de campo claro para el reconocimiento de células.

-Describir la relacion entre la composicion quimica de los eritrocitos, leucocitos y
plaquetas con sus caracteristicas tintoreales y morfologicas, correlacionandolas a su

vez con su funcionalidad.

-ldentificar y fotografiar la morfologia de las plaquetas, las subpoblaciones de leucocitos
sanguineos y de la estirpe eritroide, en base a las tinciones correspondientes con fines

de diferenciacion.

-ldentificar y fotografiar la morfologia de las tres poblaciones celulares, en muestras

sanguineas evaluadas en el hemocitometro.

-Digitalizar las imagenes obtenidas de células sanguineas mas frecuentemente

observadas en un analisis microscopico, conservando sus caracteristicas morfoldgicas.

-Seleccionar y presentar las imagenes digitalizadas que sean mas representativas de la

morfologia caracteristica de las diferentes células de la sangre.



3.0 GENERALIDADES.

3.1 FAMILIA ERITROIDE.
3.1.1 RETICULOCITOS.

Generalidades de los reticulocitos.

El reticulocito normal es una célula que deriva del eritroblasto ortocromatico, el
nucleo pequefio y denso de este, presumiblemente incapaz de trascripcion génica es
exocitado para ser ingerido por macrofagos medulares; con anterioridad a la expulsion
nuclear, el eritroblasto presenta un aumento en los movimientos ondulantes, y el nucleo
se expele mediante varias contracciones dinamicas alrededor de la parte media de la
célula; los beneficios evolucionarios de esta enucleacion son: a) descarga de peso
muerto con acentuada reduccion de trabajo a la bomba del corazén, b) transformacion
de una célula rigida esferoidal en un disco bicéncavo capaz de soportar intensas
deformaciones reversibles en sus constantes pasos por la microcirculacion.

El nucleo independiente se ha demostrado que retiene una delgada corona de
hemoglobina (Hb), que se aprecia por el microscopio electronico y también por técnicas
histoquimicas.'#16%

Antes de salir a sangre periférica, los reticulocitos permanecen de 2 a 3 dias en
la médula 6sea (MO), siendo liberados posteriormente a circulacién, por medio de
movimientos ameboides a través de la pared de los sinusoides medulares, se cree que
todo esto regulado por la eritropoyetina (EPO). Una vez en sangre, la maduracion de
los reticulocitos se completa en aproximadamente 24-48 horas. #1631

Estos eritrocitos jovenes representan de 0.5 a 1.5% de la poblacion eritroide
circulante; con un valor absoluto entre 20 — 120 x 10°%/L, en casos de anemia el recuento
puede corregirse si no se realiza un recuento absoluto, calculando el conteo de
reticulocitos corregido (CRC), que se obtiene multiplicando el porcentaje de reticulocitos
por el hematocrito del paciente y dividiendo entre el hematocrito normal.

% reticulocitos X Hematocrito del paciente

= CRC
Hematocrito normal



El recuento del numero de reticulocitos en sangre periférica es un dato muy util
para establecer la efectividad global de la eritropoyesis y para determinar el origen
central o periférico de una anemia, asi como para valorar el caracter regenerativo de los
sindromes anémicos. Asi pues, se cuentan cifras altas de reticulocitos en los primeros
dias de la vida o después de pérdida de sangre (hemorragia). El valor relativo (%) de
reticulocitos esta referido a una cifra normal de hematies. La maduracion del reticulocito
por pérdida de la sustancia reticular baséfila da origen al eritrocito maduro intensamente

acidofilo.>1423

Fig.3-1. Tres reticulocitos tefiidos con azul de cresil brillante. Se observa la red azul que
los distingue del resto de los eritrocitos. (1000X, Tincién supravital).

Caracteristicas estructurales de los reticulocitos.

Cuando se tifien, estos corpusculos llamados reticulocitos presentan un color
azulado a causa de la basofilia difusa y clara del acido ribonucleico llamada a menudo
policromatofilia, pero la cantidad de ribosomas en el reticulocito es tan pequefia que con
las tinciones de Romanowsky predomina la eosinofilia (color naranja) por la presencia
de hemoglobina. Ciertos colorantes como el azul de cresil brillante, o nuevo azul de
metileno, precipitan el RNA, dando origen a una delicada red de material basoéfilo que
aparece bien coloreada en azul distribuida en filamentos reticulares, (Figura 3-1) lo cual
le da el nombre de reticulocito.* %!

Los reticulocitos miden de 8 a 10pym de diametro, son de mayor tamafno que los

eritrocitos maduros normales.'®



Composicion quimica de los reticulocitos.

Aun en MO, antes de salir a circulacién los reticulocitos poseen abundantes
ribosomas y aun contienen &cido ribonucleico mensajero (RNAm) suficiente para
algunos dias de actividad sintética principalmente de hemoglobina, equivalente al 20%
restante de la contenida en el eritrocito maduro, Los reticulocitos poseen junto a un alto
contenido de Hb, mitocondrias, centriolo y vestigios de las vesiculas de Golgi. Las
cadenas proteinicas de la Hb representan un 95% de proteina celular en los
reticulocitos, siendo predominante la HbA (a2p2) aunque células precursoras en adultos
siguen produciendo pequefas cantidades de HbA; (a202) y de HbF (awzy2).

Los receptores de la EPO disminuyen hasta que desaparecen totalmente con la

maduracion a eritrocito. %"

3.1.2 ERITROCITOS.

Generalidades de los eritrocitos.

Uno de los primeros descubrimientos hematoldgicos realizados a través de el
microscopio fue el hallazgo de Swammerdam, publicado en 1682, de que el intestino
del piojo estaba irrigado por “un liquido que contenia corpusculos®.

Antonio Van Leeuwenhoek fue el primero en reconocer al eritrocito también
llamado hematie o glébulo rojo (GR) como el corpusculo “que confiere a la sangre su
color rojo” y asi lo refirié en una carta dirigida a la Royal Society de Londres en
1674. Valoro el diametro de estos corpusculos rojos como la millonésima parte de un
grano de arena, o sea, cerca de unas 10y, asombrosamente igual a su verdadera
dimensién. Leeuwenhoek, en sus dibujos los representa como discos bicéncavos con
capacidad de ondulacion y aglutinacion.

En 1868, Neumann publica sus hallazgos de que los glébulos rojos se originan
en la médula 6sea a partir de células nucleadas. Ehrlich inicia el campo de la
histoquimica en 1877 con la introduccién de las tinciones con anilina, aplicandolas a las
extensiones sanguineas secas.

Con esto comienza el estudio de la morfologia de las células de la sangre y

permite la diferenciacion de las células sin color de la médula 6sea.



A comienzos del siglo XX, empieza el apogeo de la hematologia morfoldgica. Los
estudios de Ehrlich, Hayem; Naegeli y Jolly comienzan a perfilar las relaciones entre las
alteraciones especificas de la morfologia eritrocitaria y las anemias: hemolitica y
perniciosa.’’

El nombre eritrocito deriva del griego erythros que significa "rojo" y kytos que
quiere decir "hueco", actualmente traducido como "célula".*®

El eritron o eritrona es el conjunto de todos los eritrocitos que circulan en sangre
periférica y de todos los precursores del GR. La homeostasis de esta unidad funcional
depende del equilibrio entre lo que se forma en la eritropoyesis y lo que se destruye con
la hemodlisis fisioldgica, en el tejido.'*?

En condiciones normales la produccion de eritrocitos constituye una cantidad
constante, los eritrocitos viven en el ser humano 120 dias, a este tiempo las enzimas
estan a nivel critico, el rendimiento de los ciclos metabdlicos generadores de energia es
insuficiente y el eritrocito es digerido por los macrofagos, principalmente en el bazo.

Un eritrocito viejo pierde la capacidad de deformarse y no puede pasar por el
capilar del bazo, el cual actua como filtro. Se trata de una secuencia de actividades
iniciadas por la disminucion de la generacion de adenosin trifosfato (ATP) por parte de
la via no glucolitica, no oxidativa. Las cantidades menores de colesterol y fosfolipidos
producen la pérdida de la permeabilidad selectiva, con aumento de Na* y pérdida de K~
que a su vez produce una disminucion gradual
de la relacién entre superficie y volumen. En términos morfolégicos el disco eritrocitario
se hace esferoidal. La membrana acumula IgG en su superficie, que le impide continuar
su funcién y todas las actividades metabdlicas se interrumpen en forma gradual.

Este hecho determina la necesidad de un reemplazo inmediato para impedir que
se modifique el volumen de eritrocitos circulantes. Alrededor de 20ml de eritrocitos
desaparecen por dia de la circulacién y, por tanto, idéntica cantidad debe ser producida
por el organismo en el mismo lapso.” %3723
El proceso de eritropoyesis en el ser humano demora entre 5 y 6 dias, y ocurre

en la médula ésea del esterndn, de los huesos largos y de las costillas.



La formacion de eritrocitos es controlada por la EPO, esta es una hormona que
estimula la proliferacién y diferenciacién de células progenitoras, hecho que determina
la aparicion de eritrocitos circulantes.?”’

La concentracién normal de eritrocitos en la sangre es de 4.0 a 5.4 x 10"?/L en

mujeres y de 4.6 a 6.0 x 10"?/L en el hombre.

Caracteristicas estructurales de los eritrocitos.

Los eritrocitos son células anucleadas, de forma redondeada u oval, con una
depresion o zona mas clara en el centro, se dice que tienen forma de disco biconcavo
(Figura 3-2), esto les permite tener mas superficie que volumen y es lo que les da la
propiedad de deformabilidad y facilita el intercambio de gases, pasan por los capilares,

que llegan a ser de 2um (los mas pequefios).

Fig.3-2. Eritrocitos de sangre periférica, se observa la zona de palidez central
caracteristica en ellos. (1000X).

Son células en extremo plegables, capaces de cambiar de forma al pasar
apretadamente a través de la microcirculacion. El citoplasma eritrocitico contiene a la
hemoglobina, la cual proporciona a la célula su color rojo caracteristico, gracias a su
riqueza en esta, los eritrocitos son acidofilos, tifiéndose por la eosina de las soluciones
tipo Romanowsky y observandose de color rosado.'*?

En cuanto a su estructura, el eritrocito consta de una membrana, Hb y enzimas.
La membrana tiene caracteristicas bien definidas en su exterior, en tanto que en su
interior, el citoesqueleto llamado esqueleto de membrana eritrocitaria, esta constituido

por una red de proteinas que va tapizando la membrana plasmatica y por dentro esta el



citosol que contiene la solucion de Hb que representa casi el 33% del peso de la célula
y una baja concentracion de enzimas y otros componentes que intervienen en un
nimero limitado de reacciones metabdlicas."”'® De frente, tiene un diametro de 6.5-
8.5um, visto de perfil tiene un grosor de aproximadamente 2.6um cerca de su borde y

0.8um en el centro y cada uno contiene aproximadamente 29 pg de hemoglobina.”'?

Composicion quimica de los eritrocitos.

Membrana eritrocitaria.

La membrana es responsable de la caracteristica forma discoide del glébulo rojo
y contribuye a mantener su deformabilidad y elasticidad. Regula también su volumen de
acuerdo a la permeabilidad, tiene modelo de mosaico fluido y esta constituida por
alrededor de un 52% de proteinas, un 40% de lipidos y 8% de carbohidratos.®

Los eritrocitos tienen en su superficie de membrana cara externa diferentes
carbohidratos especificos que contienen los determinantes antigénicos (antigenos de
superficie), que son glicoproteinas y que han permitido subdividir a éstos en distintos
sistemas, llamados ABH, MN, S, P, Rh, li, etc., los que determinan los diferentes grupos
sanguineos. Estas moléculas son hereditarias y cumplen con las leyes mendelianas en
la distribucion del caracter hereditario.'®®

Por otro lado los lipidos son responsables de la permeabilidad pasiva a los
cationes y de la flexibilidad mecanica en gran parte, estos se disponen en doble capa,
en la que se hallan total o parcialmente sumergidas diversas proteinas, llamadas
proteinas integrales, y la superficie interna esta recubierta por una estructura fibrilar de
proteinas periféricas, llamadas esqueleto. La interaccion entre proteinas integrales,
proteinas del esqueleto y lipidos condiciona la forma eritrocitaria, caracterizada por un
exceso de superficie (sup.) en relacion al volumen (vol.), y como ya se mencion¢ la
relacion sup./vol. es decisiva para garantizar la deformabilidad eritrocitaria.?%"?

Los lipidos, son principalmente fosfolipidos y colesterol y en menor proporcion,
acidos grasos libres y glucolipidos. La disposicion en doble capa de estos ocasiona que
los grupos polares quedan al exterior y los apolares al interior unidos entre si. Esta
estructura es fluida por el caracter insaturable de los acidos grasos que forman parte de

los fosfolipidos.?®



La nomenclatura mas aceptada para designar a las proteinas de membrana de
los GR es aquella que sigue un orden numérico de acuerdo a su ubicacién en estudios
de electroforesis sobre gel de poliacrilamida (PAGE) previo tratamiento con
dodecilsulfato sodico (SDS) el cual homogeniza la carga eléctrica de las proteinas vy
hace que estas se separen en funcion de su peso molecular (PM). Las proteinas se

dividen en dos grupos generales: integrales y periféricas.'®?®

Proteinas integrales.

Forman parte estructural de la doble capa lipidica, fuertemente unidas por
interacciones hidrofébicas, hallandose total o parcialmente incluidas en el espesor de la
bicapa con dominios funcionales y estructurales dentro y a ambos lados de esta, de
forma que muchas pueden desplazarse a lo largo y ancho de ella, confiriéndole gran
fluidez, la presencia de carbohidratos en estas le confieren una fuerte carga negativa a
la superficie celular, que reduce la interaccion entre hematies o con otras células.’>?>2®

Estas proteinas son:

Banda 3 o canal anionico; es un intercambiador de aniones, es la proteina
integral mas abundante, constituye del 25 al 30% de las proteinas totales de
membrana, posee elevado PM (95 kDa) y esta codificada por un gen situado en el
cromosoma 17.

Tiene 3 dominios: el hidrofilico citoplasmatico, que interactia con ankirina,
proteina 4.1, proteina 4.2, Hb y enzimas glicoliticas; el hidrofébico transmembranal que
forma el transportador de aniones y el dominio acidico terminal de funcion desconocida.
Cuenta con un fragmento oligosacarido que es responsable de la antigenicidad del
grupo sanguineo li; Las funciones de esta proteina, son:

-contribuir al intercambio de iones CI"' y HCO3" entre el interior y el exterior del hematie.
-contribuir a fijar el esqueleto a la bicapa lipidica.'®?’

Glicoforinas; son ricas en acido sialico, las de mayor importancia son cuatro (A,
B, C y D), constituyen el 2% de las proteinas de membrana y tienen 3 dominios: uno
citoplasmatico, uno hidrofébico que forma doble hélice a través de la membrana y uno
extracelular fuertemente glicosilado.

Los fragmentos glicosidicos de éstas proteinas quedan expuestas a la superficie

externa y expresan diversos grupos sanguineos, la glicoforina A el grupo MN, la



glicoforina B el grupo Ss y las glicoforinas D y C expresan el grupo Gerbich, la C
ademas desempenfa un papel importante en la unién del esqueleto a la bicapa lipidica a

través de la unién con la proteina 4.1.62%28

Proteinas periféricas.

Localizadas sobre la superficie interna de la bicapa lipidica y pueden ser
liberadas por manipulacion de la fuerza idnica u otras sustancias capaces de alterar
proteinas, forman el citoesqueleto, son muy diversas y su funcién es conocida. La
técnica de PAGE-SDS, permite identificarlas y cuantificarlas facilmente, las proteinas
periféricas son:

Espectrina (bandas 1y2); es la mas abundante del citoesqueleto, representa
cerca del 27% de la masa total del citoesqueleto, resulta de la unién de 2 dimeros,
formados cada uno de ellos por una cadena o y una cadena . La alfa es codificada en
el cromosoma 1y la beta en el cromosoma 14. Establece interacciones funcionales con
otras proteinas del esqueleto, en especial con la actina, la proteina 4.1 y la ankirina, de
forma que cada 6 unidades de espectrina se unen a un oligébmero de actina, formando
una red de estructura hexagonal Cada unidn espectrina-actina se estabiliza por la
formacion de un complejo ternario con la proteina 4.1."%:2728

Actina (banda 5); representa 5% de la proporcion total de proteinas, esta se une
a la espectrina y contribuye a estabilizar la union entre sus dos unidades, solo que este
efecto es relativamente débil y requiere la presencia de otras proteinas especialmente
la proteina 4.1.

Sinapsina (proteina 4.1); posee estructura globular, esta constituida por dos
fosfoproteinas de diferente PM, contribuye a la estabilidad de la unidén entre la
espectrina y la actina y al anclaje del esqueleto a la bicapa lipidica con la glicoforina C y
la banda 3, a esta union contribuyen también la proteina 4.9 y la tropomiosina.

Ankirina o proteina 2.1; constituye un importante punto de anclaje del esqueleto a
la bicapa lipidica, especialmente a la banda 3 y a la cadena [3 de espectrina.

Dematina (proteina 4.9); representa el 1% del total de las proteinas en el
eritrocito proteina que junto con la espectrina, la actina y la proteina 4.1 forman el

citoesqueleto, se sugiere que tiene un papel importante en la maduracién celular.



Palidina (proteina 4.2); representa aproximadamente el 4% de las proteinas del
eritrocito, pertenece igual que el factor Xlll de la coagulaciéon, a la familia de las
transglutaminasas y existe bajo diferentes isoformas, una de las cuales es especifica
para las plaquetas. Se considera que esta proteina estabiliza la asociacién espectrina-
actina-ankirina con la banda 3, contribuye a su oligomerizacion y, probablemente
también, a su funcion transportadora de aniones. También puede proteger al
citoesqueleto de envejecimiento prematuro por unién al calcio y otros cofactores que
normalmente activan las transglutaminasas eritrocitarias.

Aducina (banda 2.9); es una fosfoproteina ligante de calmodulina participa en la
interaccion entre espectrina y actina, compuesta por heterodimeros a y B.

Tropomiosina (banda 7); representa menos del 1% del total de las proteinas, las
posibles funciones incluyen estabilizaciéon de los filamentos cortos de actina y la
especificidad de las interacciones de los protofilamentos de actina con espectrina.

La relacion funcional de las proteinas del esqueleto entre si y con la doble capa
lipidica, se ha establecido a partir del modelo que considera 2 tipos de interacciones:
Horizontales, son paralelas al plano de la membrana y mantienen la estabilidad global
del esqueleto, y son de dos tipos: unién entre dimeros de espectrina (sp-sp) para formar
oligbmeros de cuatro cadenas, y uniones entre 3 espectrina y actina, estabilizadas a su
vez por las proteinas 4.1 y 4.9 (sp-4.1-4.9-actina). Un defecto en estas interacciones
produce la pérdida de la elasticidad de la membrana y por efecto de la fuerza
circulatoria el eritrocito sufre un alargamiento irreversible de su estructura: eliptocitosis
hereditaria y piropoiquilocitosis hereditaria.

Verticales, son perpendiculares al plano de la membrana, unen el citoesqueleto a la
bicapa lipidica (membrana) y también son de dos tipos: B espectrina y banda 3
estabilizada por ankirina y proteina 4.2 (sp-ank-4.2-3) y unién entre proteina 4.1,
glicoforina C, banda 3 (4.1-glicoforina-3). Un defecto en estas interacciones resulta en
la desestabilizacién de la membrana con vesiculacion y perdida del material lipidico a
consecuencia de ello, disminuye la relacion sup./ vol. y el eritrocito se hace esférico lo
que conduce a esferocitosis hereditaria y ovalocitosis hereditaria.?”%3

Las proteinas periféricas no pertenecientes al esqueleto estan constituidas por

un elevado numero de enzimas entre las que destacan las proteincinasas, que



intervienen en la fosforilacion de la espectrina y de la proteina 4.1, hidrolasas y otras
enzimas orientadas hacia el exterior de la superficie eritrocitaria. Son de gran interés las
enzimas relacionadas con el transporte idnico entre ellas las ATPasas como la Bomba
Na, K, ATPasa que regula el intercambio de Na*, K" y CI" entre ambos lados de la

membrana, y es de gran importancia en la regulaciéon del volumen eritrocitario.

Enzimas del eritrocito.
Vienen con el eritrocito, a partir de su sintesis, cuando este tenia nucleo
(eritroblasto), ya poseia las enzimas. Las enzimas que nos interesan son las que estan

involucradas en el metabolismo energético del eritrocito.?

METABOLISMO DEL ERITROCITO.

La maduracién eritroblastica implica la desaparicion de practicamente todas las
vias presentes en cualquier otra célula. El eritrocito maduro es incapaz de sintetizar
lipidos o proteinas y obtener energia a través del ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa. Su unica fuente energética es la glucdlisis anaerobia, cuyo rendimiento neto
es de 2 ATP (adenosin trifosfato) por cada molécula de glucosa oxidada. Esta fuente
energética es suficiente para que desarrolle funciones que permiten su supervivencia
en circulacion.

El eritrocito presenta 4 vias metabdlicas:

-glucdlisis anaerobia (via de Embden-Meyerhof).

-metabolismo oxido-reductor (ciclo de la hexosa monofosfato o via de pentosas fosfato).
-metabolismo nucleotidico

-sistema diaforasico.?"?%%

Glucdlisis anaerobia.

La glucosa que difunde hacia el interior del eritrocito, es oxidada a piruvato
mediante un proceso de glicdlisis sin consumo de O, (anaerobio), en un proceso que
consta de 3 etapas:

La primera fase del catabolismo de la glucosa comprende la fosforilacion, la
isomerizacion y la difosforilacién de la glucosa para producir fructosa 1,6-difosfato, esto

sirve como sustrato de la fragmentacion por parte de la aldolasa para el producto final



de | fase 1: Gliceraldehido-3-fosfato (G3P) y dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) con
consumo de 2 ATP.

La segunda fase convierte el G3P en 3-fosfoglicerato (3-PG). Durante el primer
paso de la reaccion, el G3P se fosforila con un fosfato de alta energia y se oxida a 1,3-
difosfoglicerato (1,3-DPG) mediante la accién de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (G-3PDH), esta reaccion se acopla a la reduccion de NAD* a NADH,
que esta disponible como factor esencial para la reduccion de la metahemoglobina a
hemoglobina. El 1,3-DPG puede desfosforilarse por accion de la fosfogliceratocinasa
(PGK), para generar ATP, o puede derivarse a la via de Rapaport-Luebering.

La tercera fase incluye la conversion de 3-PG a piruvato y lactato con la
generacion de ATP.

La glucdlisis anaerobia posee 3 enzimas que al catalizar reacciones irreversibles
constituyen etapas limitantes (cualquier falla produce anemia hemolitica).Estas son:
-hexocinasa (HK) que transforma glucosa en glucosa-6-fosfato (G6P)

-fosfofructocinasa (PFK) que transforma fructosa-6-fosfato (F6P) en fructosa-1,6-
difosfato (F1,6 DP)
-piruvatocinasa (PK) que transforma el fosfoenolpiruvato (PEP) en piruvato.?>2®

Una derivacion importante de la glucolisis anaerobia es el ciclo de Rapaport-
Luebering, que transforma el 1,3 DPG en 2,3 difosfoglicerato (2,3 DPG). Este ultimo
mediante fosforilacion se transforma en 3-fosfoglicerato y con ello cierra el ciclo. Ambas
reacciones son catalizadas por una misma enzima, con doble funcion: mutasa y
fosfatasa. Aunque la importancia de este ciclo deriva de la funcién regulatoria del 2,3
DPG sobre la funcion hemoglobinica, es probable que este metabolito constituya un
reservorio energético frente a una disminucion de pH intraeritrocitario que disminuye la
actividad glucolitica.

Otra reaccion importante de la glucdlisis anaerobia es catalizada por la enzima
G-3PDH, ya que mantiene el nicotinamida-adenin-dinucleétido (NADH) en estado
reducido imprescindible para mantener al Hierro (Fe) reducido en la Hb; a través de la

reaccion catalizada por NADH diaforasa.?'?®



Ciclo de la hexosa monofosfato (Via de las pentosas).

Una via alternativa a la glucdlisis anaerobia es el ciclo de la hexosa monofosfato
(via de las pentosas), que en condiciones deriva entre 5-10% del catabolismo de la
glucosa, sin embargo, cuando el nivel de glutation reducido GSH en los hematies cae
por un brusco aumento de la oxidacidn intracelular, la actividad de esta derivacién se
incrementa notablemente.?’

El principal factor limitante es el cociente (NADP* /NADPH) nicotinamida-adenin-
dinucledtido-fosfato oxidado/ nicotinamida-adenin-dinucleétido-fosfato reducido y la
enzima glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6P-DH), que precisa del cofactor NADP,
pero que a la vez es intensamente inhibida por NADPH.

En el desarrollo de su funcion, el eritrocito suele encontrarse sometido a
agresiones oxidantes y el NADPH es, por si mismo insuficiente para amortiguarlas. La
célula dispone de un compuesto, el glutation (GS), que en estado reducido (GSH)
realiza esta funcion.

El GS es un tripéptido sintetizado por 2 enzimas que precisan consumo de ATP.
Bajo forma reducida y mediante una reaccion catalizada por la glutation peroxidasa,
elimina el exceso de peroxido.

El nivel de GSH generalmente elevado, se mantiene gracias a NADPH (de la via
de las pentosas) y a la actividad de la glutation reductasa.

El poder reductor del eritrocito reside en su capacidad de regenerar NADPH,
necesario a su vez, para mantener el nivel de GSH.

El déficit congénito de G6P-DH porta una gran disminucién del poder reductor
eritrocitario. Dado que el glutation no difunde a través de la membrana eritrocitaria, su
concentracion se mantiene gracias a un sistema en el que intervienen 2 enzimas: delta-
glutamilcisteina sintetasa y glutation sintetasa.

Este sistema metabdlico consume energia (ATP) procedente de la glucdlisis
anaerobia.

Metabolismo nucleotidico.

Junto a las enzimas glucoliticas, el eritrocito dispone de otras enzimas que

también contribuyen al mantenimiento del ATP, y que actuan sobre la llamada mezcla

de nucledtidos adenilicos (adenosin trifosfato (ATP) y en mucho menor



proporcion adenosin difosfato (ADP) y adenosin monofosfato (AMP)). Entre ellos se
destacan la adenilatocinasa (AK), la ATPasa, la adenosindiaminasa (ADA) y la
pirimidina-5-nucleotidasa. AK y ATPasa contribuyen a reciclar el ADP a partir de ATP
generado en la glucolisis. La ADA transforma adenosina en inosina y contribuye a su
eliminacion o reciclaje. La pirimidina 5 nucleotidasa interviene en la degradacién del
RNA.

Sistema de diaforasas.

El mantenimiento de la funcion respiratoria de la Hb, requiere que el Fe heminico
se encuentre en estado reducido. A ello contribuye la enzima diaforasa o
metaHbreductasa (citocromo bs reductasa). El eritrocito normal posee 2 sistemas
diaforasicos: el principal y el secundario.

En el principal interviene la citocromo bs reductasa, que utiliza el NADH
(glucdlisis) y en el secundario otra metahemoglobin-reductasa que utiliza el NADPH (via
de pentosas fosfato).

La citocromo bs reductasa esta presente en gran numero de células del
organismo y cataliza la transferencia de electrones desde el NADH al citocromo bs, que
los cede directamente al Fe heminico, manteniendo su estado reducido.

La diaforasa que usa NADPH como sustrato, carece de aceptor fisiologico de

electrones, por lo que permanece inactiva en condiciones normales.?

Hemoglobina.

Es el componente eritrocitario mas abundante y su funcion principal es fijar
reversiblemente el oxigeno molecular O, para transportarlo desde los pulmones a los
tejidos. Es una proteina con peso molecular de 68 kDa. Cada molécula de Hb esta
formada por 4 subunidades proteicas (globina), con un grupo hemo cada una de ellas,
las subunidades proteicas, al unirse entre si, forman una estructura en la que se
disponen unas cavidades donde se alojan los grupos hemo. En su regién central, las
cuatro cadenas delimitan un espacio para el 2,3 DPG, metabolito imprescindible para su
funcion.?1%2
Segun la naturaleza de las cadenas globinas, se tienen 3 tipos de Hb:

Fetal = a2 Y2, HbA1 = o2 Bz Yy HbA2 =0 02



Los adultos normales poseen predominantemente HbA; en un 96% y un
porcentaje mucho mas pequefio (3%) de HbA, conservando <1% de Hb Fetal (tabla
3.1) hay dos formas moleculares de Hb Fetal porque las cadenas gamma pueden tener
en el residuo 136, alanina o glicina, se identifican como Agamma o Ggamma. Durante
el desarrollo embrionario hay otras formas moleculares que son mas sensibles a las
bajas concentraciones de Oz: Hb Gowerl = (, + €2, Hb Gowerll = oy + €2, Hb Portland =
0+ y2.2’23

Las globinas tienen la cadena alfa (o) constituida por 141 aminoacidos (141 aa) y

la cadena beta (B) por 146 aa, esas son las estructuras primarias.

ETAPA CADENA GLOBINA HEMOGLOBINA

Intrauterina. Embriogénesis temprana G2 : & :E gower I:

(producto de eritroblastos del saco vitelino) 02 ™ & ower
O+, Hb Portland

Comienza en la embriogénesis temprana,

alcanza su maximo a la mitad de la gestacion Fetal

declina con rapidez precisamente antes del %272

nacimiento.

. Q2 V2 F 60 — 90%

Nacimiento otz Po A 10 — 40%
o2 Y2 Fetal <1%

Adulto (a partir de los 6 meses de edad) oz B2 HbA; 96%
oo &y HbA, 3%

Tabla 3.1 Hemoglobinas normales en diferentes etapas de la vida del ser humano.?%#

La union de los aa va a configurar determinada estructura espacial para todas las
cadenas que es una alfa hélice, o sea la estructura secundaria. Es tubular y lo
suficientemente rigida, pero hay partes de la cadena que tienen una estructura al azar,
y es en esos puntos donde la cadena se puede plegar, dando una configuracion
globular, formando la estructura terciaria. Esto hace que los grupos apolares queden
incluidos en el interior de la molécula, y los polares en la superficie, confiriendo
solubilidad. Proximo a la superficie de esta estructura terciaria queda un espacio donde
se aloja el grupo hemo. Las 4 cadenas de globina junto a los grupos hemo forman la
estructura cuaternaria, de conformacion globular, que permite la interaccion entre
cadenas diferentes y dificulta la de cadenas homdlogas, es decir alfa-beta si y alfa-alfa

o beta-beta no.



Al constituir esa estructura, queda en el centro una cavidad donde se aloja el 2,3
DPG. El grupo hemo es un tetrapirrol de protoporfirina IX, y tiene un atomo de Fe en
estado reducido, que ocupa la posicion central.

La unién del Fe?* (reducido) a la protoporfirina IX, se establece gracias a que los
orbitales electrénicos mas periféricos del Fe quedan disponibles, y puede formar cinco o
seis enlaces llamados de coordinacion dependiendo de la unién del oxigeno (u otro
ligando) a la Hb; 4 de estos enlaces unen el Fe a cada grupo pirrélico y el 5° lo une con
el nitrégeno del imidazol de una histidina llamada histidina proximal, el 6° lo une al

oxigeno molecular que ademas esta unido a una histidina distal.?

Funciones de los eritrocitos.

La mision del GR es proteger y transportar la Hb para que esta pueda realizar su
funcion respiratoria. Para ello, tanto el nucleo como las estructuras citoplasmaticas han
sido reemplazadas por una solucién altamente concentrada de Hb, en la que también
se encuentran diversas enzimas, imprescindibles para mantener un reducido
metabolismo celular. Al no tener nucleo, esta célula no puede replicarse ni sintetizar
proteinas.?

La funcion de la Hb es esencialmente respiratoria, transporta el O, de los
pulmones y puede transportar el CO, desde los tejidos a los pulmones. Cada molécula
de Hb puede fijar 4 moléculas de O..

Hay dos formas de Hb principalmente, de acuerdo a su funcion:

Oxihemoglobina (oxiHb) predomina en sangre arterial, es la hemoglobina que fija
0., uniéndose este al Fe** y la Desoxihemoglobina (desoxiHb) que predomina en
sangre venosa y no tiene oxigeno. Cuando la sangre esta expuesta a diversas drogas y
a los agentes oxidantes in vitro o in vivo, el hierro ferroso (Fe?*) de la molécula de
hemoglobina es convertido en hierro férrico (Fe*") formando metahemoglobina, pero
gracias al sistema enzimatico de los eritrocitos NADH-metahemoglobina reductasa, se
convierte de nuevo a la metahemoglobina en hemoglobina.

También existe; Carboxihemoglobina (carboxiHb) que estd unida al CO y la

Carbaminohemoglobina (carbaminoHb) que esta unida a COa..



El predominio, ya sea de oxiHb o de desoxiHb depende de la presién parcial de
O, del medio, de la temperatura, del pH y de la concentracion de 2,3 DPG.

El 2,3-DPG y el H" compiten con el O, para fijar la hemoglobina desoxigenada
disminuyendo la afinidad de la hemoglobina para el O, al cambiar las posiciones de las

4 cadenas peptidicas.”'%"®

3.2 FAMILIA DE LOS LEUCOCITOS.

Generalidades de los leucocitos.

Los leucocitos o glébulos blancos, incoloros en la sangre y menos abundantes,
pasaron inadvertidos hasta la aparicién de mejores lentes en los microscopios. William
Hewson observo por primera vez los leucocitos en sangre en el siglo XVIII, pens6 que
procedian de células nucleadas en la linfa y que finalmente surgian del bazo como
eritrocitos. En el siglo XIX se intensifico mas el interés en ellos con estudios sobre
inflamacion e infeccion microbiana. La relacion de pus en areas de inflamacién con los
leucocitos de la sangre la propuso William Addison en 1843, el reconocio el parecido de
las células nucleadas que se encontraban en exudados de los granos y forunculos con
las células nucleadas de la sangre periférica.'>*

Varios afios después, Augustus Waller observé la migraciéon de leucocitos entre
células epiteliales adyacentes en las paredes de los capilares en una preparacion fija de
lengua de rana, hiperextendida. Julius Cohnheim confirmé el hallazgo; encontré que
corpusculos sanguineos de tejido corneal tefiidos vitalmente e implantados en ranas se
podian encontrar mas adelante en el saco linfatico subcutaneo; esto demostré que las
células sanguineas podian abandonar los vasos sanguineos y penetrar en los tejidos.

Mas tarde, Metchnikov propuso la naturaleza defensiva de la inflamacion y
formacion de pus al observar la presencia de células sanguineas nucleadas que
rodeaban una espina de una larva de estrella de mar introducida por debajo de la piel.

Asi como hubo grandes descubrimientos sobre hematies en el apogeo de la
hematologia iniciando con Ehrlich y sus tinciones aplicadas a las extensiones
sanguineas secas, también los leucocitos se pudieron distinguir en estas preparaciones
de acuerdo a sus caracteristicas nucleares y citoplasmaticas. Las categorias de los

leucocitos de Ehrlich manifiestan naturaleza descriptiva: acidofilos, basdfilos,



neutrofilos, linfocitos, mononucleares grandes y mononucleares grandes con muescas
en el nucleo. Ehrlich comprendi6 ademas que algunos trastornos patoldgicos
especificos van acompafiados de variaciones en el numero de leucocitos. En la
actualidad se acepta que la funcién defensiva de estas células incluye dos
acontecimientos separados pero interrelacionados: la fagocitosis y el desarrollo
subsecuente de la respuesta inmunitaria.’

Los gldébulos blancos son corpusculos esféricos con nucleo, incoloros cuando se
hallan en suspensién en la sangre; se clasifican de acuerdo a la morfologia nuclear en
dos grupos: los polimorfonucleares (PMN) también Illamados granulocitos y los
mononucleares (MN). Su nombre tuvo origen en la delgada capa de sedimento blanco
que se forma sobre el sedimento rojo, al dejar reposar sangre por algunas horas en un
tubo. Muchos de los leucocitos se diferencian con el empleo de marcadores celulares
que recibieron un cédigo alfa-numérico por ejemplo CD1, donde CD significa grupo de
designacion o diferenciacion (Cluster Designation).

Algunos tienen prolongaciones en su membrana llamadas seuddpodos que les
facilita moverse libremente, desplazandose de una parte a otra de los vasos
sanguineos.

Los granulocitos tienen un nucleo de forma irregular y presentan granulos
especificos en el citoplasma que al microscopio electronico, aparecen envueltos en una
membrana. De acuerdo con la afinidad tintoreal de sus granulos citoplasmaticos se
distinguen en tres tipos de células: neutréfilos, eosindfilos y basdfilos. 2142338

La transicion de una fase de desarrollo a otra en los PMN es gradual y muchas
células intermediarias son dificiles de distinguir unas de otras. En caso de duda, se
suele incluir la célula en la categoria mas madura, pues es mas probable que
pertenezca a ella.®

Los leucocitos polimorfonucleares maduros probablemente no pasen mas de 8
horas en la sangre circulante, a la que abandonan para emigrar a varios tejidos, donde
sobreviven 2 a 4 dias y mueren por apoptosis.

Los mononucleares tienen el nucleo de forma mas regular comparados con los

polimorfonucleares y el citoplasma no posee granulaciones especificas, pudiendo sin



embargo presentar granulos azurdfilos inespecificos, presentes también en otros tipos
celulares; hay dos tipos de células mononucleares: los linfocitos y los monocitos.

El linfocito maduro adopta normalmente dos formas en la sangre periférica
linfocito pequefio y linfocito grande (menos numeroso) y estan en una concentracion de
18 a 42%, mientras para el monocito es de 2 a 11 por cada 100 leucocitos.'*'*

El recuento total de leucocitos en la sangre periférica es alto al nacer, de 9 a 30
X 10%L. Durante los primeros dias logran verse unas cuantas células granulociticas
inmaduras (mielocitos y metamielocitos); sin embargo, después no hay leucocitos
inmaduros en la sangre periférica, excepto en caso de enfermedad. En una semana, el
recuento de leucocitos disminuye a un valor entre 5 a 21X10%/L
se produce una declinacién gradual hasta los 8 afios de edad, momento en el cual la
concentracion de leucocitos es de 4.5 a 11.5 X10%/L."*%

Las funciones de los leucocitos se efectuan en el espacio extravascular, es por
ello que la sangre sélo sirve como medio para que los leucocitos puedan ir al sitio
donde se hace necesaria su participacion.

Constantemente los leucocitos salen de los capilares (diapédesis) pasando entre
las células endoteliales para penetrar en el tejido conjuntivo.

Sin embargo cuando los tejidos son invadidos por microorganismos, los
leucocitos son atraidos por quimiotaxis, es decir, por sustancias originadas en los
tejidos, en el plasma sanguineo y por los agentes infecciosos que provocan en los
leucocitos una respuesta migratoria, dirigiéendose hacia los puntos donde existe mayor
concentracion de agentes quimiotacticos.

Clasificacion de leucocitos de acuerdo a su funcion:
-Fagocitosis

-neutrofilos.

-monocitos.

-eosindfilos (también participan en infecciones parasitarias).

-Reacciones alérgicas, hipersensibilidad e inflamacién

-eosinofilos.

-basdfilos.



-Respuesta inmunitaria
-linfocitos T (inmunidad mediada por células).
-linfocitos B (inmunidad humoral).

-monocitos (produccién de citocinas).™*2

3.2.1 POLIMORFONUCLEARES.
3.2.1.1 NEUTROFILOS.

Generalidades de los neutrofilos.

El neutréfilo pasa por seis etapas morfologicamente identificables en el proceso

de maduracién desde la célula progenitora unipotencial hasta el neutréfilo segmentado
funcional: 1)mieloblasto, 2)promielocito, 3)mielocito, 4)metamielocito, 5)neutréfilo en
banda y 6)neutrdéfilo segmentado.
Las etapas de estos que se ven normalmente en sangre periférica son: neutréfilo en
banda y neutrofilo segmentado. La concentracion normal de los primeros es de 0 a 5%
(0 a 0.575 x 10%L), mientras que el segundo es el leucocito polimorfonuclear mas
abundante en la sangre periférica del adulto, encontrandose de 50 a 70% (2.25 a 8.05
X10%L). Al nacer la concentracion de neutréfilos es de cerca de 60%; este nivel
desciende a 30% hacia los 4 a 6 meses de edad, después de los 4 afios de vida la
concentracion aumenta de manera gradual hasta los valores de adultos los cuales se
alcanzan a los 6 afios de edad.

El neutrdfilo promedio permanece en circulacion de 6-8h, antes de entrar en
diapédesis, aunque algunos mueren por envejecimiento; transcurrido este tiempo
ingresa a tejido y permanece 2 a 3 dias, para posteriormente ser eliminado por
sudoracion, excreciones (salival, gastrica) y por el sistema de fagocitos normales del
tejido.

Si se produce infeccion, el estadio en sangre periférica es mas corto y pasan

mas rapidamente a tejido.>'* 152

Caracteristicas estructurales de los neutrofilos.

El nucleo de estos PMN esta formado por cromatina irregular densa y ya no

presenta nucléolos. La forma mas joven en sangre es la célula “en banda” o “en



cayado”, la cual se considera cuando la escotadura del nucleo es mas grande que la
mitad del diametro del nucleo redondo hipotético dando un aspecto de herradura, se
dice que tiene un nucleo en forma de C o S (Figura 3-3), y el diametro de esta célula
esta entre 9 y 15um, ligeramente menor que la etapa anterior de maduracion.

En el neutréfilo segmentado que es la forma madura, el nicleo se segmenta en
varios lébulos unidos por pequefios puentes de cromatina, estos tienen el nucleo
formado mas frecuentemente por 3 lobulos, el tamafio de esta célula oscila entre 9-
15um (Figura 3-4), al envejecer la célula, el numero de I6bulos aumenta hasta llegar a 5
l6bulos. La presencia de mas de 5 Iébulos es anormal y se clasifica como neutrofilo

hipersegmentado.* 15

2 nee

Fig.3-3. Neutrdéfilo en banda, el nicleo Fig.3-4. Neutrofilo segmentado en tres l6bulos.
presenta una muesca pronunciada. (1000X). La cromatina es mas condensada (1000X).

En el ndcleo de los neutrdfilos de personas de sexo femenino aparece
frecuentemente un pequefo apéndice mucho menor que un lébulo nuclear, con forma
de raqueta o palillo de tambor y el cual se conoce como cuerpo de Barr y logra
identificarse en 1 a 5% de los neutréfilos circulantes. Este apéndice contiene la
cromatina sexual, constituida normalmente por un cromosoma X heterocromatico.'®'%°

El abundante citoplasma aciddfilo de los neutréfilos esta cargado de
granulaciones especificas (secundarias), cuyas dimensiones (0.3-0.8um) se situan
proximas al limite de resolucion del microscopio Optico. Estas granulaciones son poco
afines a los colorantes, se tinen de color marrén con las coloraciones pandpticas

habituales, son finas y se distribuyen uniformemente.



Ademas de los granulos especificos, los neutrofilos contienen granulos azurofilos
(primarios), la distincidon se basa en la cronologia de la aparicion de cada tipo de
granulo durante la maduracion de los neutrofilos en la medula ésea, en el aspecto
histolégico de estos y en su composicion quimica, lo que determina diferencias en sus
funciones.

Los granulos azurdfilos se producen primero, dejando de sintetizarse cuando se
inicia la produccion de los granulos especificos; el numero de granulos azurdéfilos por
célula decrece durante las divisiones mitéticas, pues se distribuyen entre las células
hijas, mientras la sintesis de los granulos especificos continda y su numero aumenta

llegando a ser el tipo predominante en el neutréfilo maduro.* %28

Composicion quimica de los neutrofilos.

Los neutrdfilos contienen en su membrana receptores de superficie, los cuales
median tanto la activacién como la modulacion de la actividad fagocitica. La union de un
ligando al receptor, inicia una serie de procesos bioquimicos que intervienen en la
modificacion de moléculas efectoras, tales como citoesqueleto y proteinas contractiles
(movimiento) o el complejo enzimatico NADPH oxidasa (estallido respiratorio).16

Los neutréfilos como todos los leucocitos contienen en su membrana receptores
de adhesién dependiente de activacidon que se expresan en grado maximo cuando
estos se activan por factores estimulantes (quimioatrayentes).

De acuerdo a su estructura molecular existen tres familias de estos receptores de
adhesion que median la interaccion del neutréfilo con el resto del sistema inmunitario y
el endotelio, estas son: integrinas (B2-integrinas), selectinas y la familia del supergen de
inmunoglobulinas (lg), cada una de estas es una proteina transmembranal con 3
dominios: extracelular, transmembranal e intracelular.'

Las integrinas; interactuan con diversos ligandos, de las células endoteliales, de
glucoproteinas de la matriz extracelular, del factor del complemento C3bi, y son
necesarias para la motilidad y la migracion transendotelial normal del leucocito.

Son al menos tres PB,-integrinas presentes: antigeno asociado a la funcién
leucocitaria (LFA-1) (CD11,-CD18), (Mac-1) (CD11,—CD18) y gp150/95 (CD11.~CD18),

cada uno de estos receptores con wuna subunidad a (CD11, CD11y,



CD11;) enlazada en forma no covalente con una subunidad B comun (CD18), por eso
esta familia es conocida también como complejo CD11/CD18.'*1¢

LFA-1 esta implicado en interacciones célula a célula y tiene relevancia en la
adhesién de todas las células leucocitarias. Mac-1 es expresado por neutrofilos,
monocitos y linfocitos granulares grandes, se reconoce también como receptor C3
(CR3), fija complemento (C3bi), ademas de ser fundamental para la adhesion de
neutrofilos a células endoteliales activadas en el curso de las reacciones inflamatorias,
sirve como via para que los neutrofilos activados desencadenen una fagocitosis
eficiente y el impulso de la cadena respiratoria y por ultimo gp150/95, también es
expresado por neutréfilos, monocitos y macréfagos y se une también a C3bi.

La segunda familia son las selectinas llamadas asi por tener un dominio lectina;
existen también tres miembros de esta familia: L-selectina, E-selectina y P-selectina. La
primera esta presente en concentraciones altas en neutréfilos circulantes en reposo y
en el resto de los leucocitos, desempefa una funcion en la extravasacion de los
leucocitos en los sitios de lesion. Las otras dos selectinas estan en células epiteliales
(CE) activadas y los neutrdfilos contienen en la membrana los contra receptores para
ellas, la E-selectina promueve la adhesion de neutréfilos, monocitos y un subgrupo de
linfocitos T a las CE y ayudan a regular la migracion a las areas tisulares de
inflamacion. 162429

Por ultimo la familia del supergén de inmunoglobulinas, comparten un dominio
inmunoglobulina de 90 a 110 aa constituido por dos laminas (3, cada una integrada por
tres a cuatro hélices antiparalelas, estabilizadas por interacciones hidrofébicas y un
puente disulfuro entre dos cisteinas, cada una perteneciente a una de las hélices de
cada lamina. Los miembros de esta familia son: moléculas de adhesion intercelular 1,2
y 3 (ICAM-1, ICAM-2, ICAM-3), moléculas de adhesion a células vasculares (VCAM-1),
antigeno asociado a la funcion leucocitaria 2 y 3 (LFA-2, LFA-3), receptor de célula T
(RCT), CD4, CD8, complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase | y Il.

Algunos de estos receptores como el ICAM-1, el ICAM-2 o el VCAM-1 que se
encuentran en la membrana de CE tienen contra receptores en la membrana de los
leucocitos, interponen respuestas celulares y ayudan a reclutar a estos ultimos a las

areas de inflamacion. Otros receptores de esta misma familia como el LFA-2, RTC, CD4



y CD8 que se encuentran en linfocitos T y las moléculas MHC clase | y I, al entrar en
contacto con sus contra receptores, regulan la interaccion de los leucocitos con otras
células en la respuesta inmunitaria y logran aumentarla.®??

Entre los péptidos quimiotacticos, el mas estudiado es el N-formil, que es un
producto del metabolismo bacteriano, para el estudio del receptor de N-formil, se han
usado oligopéptidos sintéticos tales como formil-metionil-leucil-fenilalanina o analogos,
por eso este receptor que ademas es exclusivo de los neutréfilos también es conocido
como receptor fMLP.™

Ademas de los receptores utiles para la adhesion y migracion los neutrofilos
tienen receptores para la activacion que reconocen a los antigenos por medio de
estructuras bioquimicas diferentes pero que se caracterizan por que son especificas de
un grupo o clase entera de patdogenos y por que reconocen moléculas que son
esenciales para la supervivencia o patogenicidad de los microorganismos. Estos son de
dos tipos, los receptores endociticos que median la fagocitosis y los receptores de
sefnalizacién que participan en la induccion de la respuesta inmune e inflamatoria contra
el patdégeno, ejemplo de los primeros esta el receptor de la manosa y los receptores tipo
Toll son ejemplo de los receptores de sefalizacion.?

En cuanto a los granulos presentes en los neutrofilos, en un caso normal, este
tiene el doble de granulos especificos también llamados secundarios, que de
inespecificos llamados primarios o azurdfilos.

Los granulos azurdfilos al microscopio electronico son mayores y mas
electrodensos que los especificos. Por su alto contenido en hidrolasas acidas
especialmente la fosfatasa &cida, pueden considerarse lisosomas, segun se ha
demostrado por técnicas citoquimicas y bioquimicas contienen diversas enzimas como
son: peroxidasa (mieloperoxidasa), catepsina G, elastasa, proteinas catiénicas como la
lisozima, el agente microbicida permeabilizante, proteasas como la proteinasa 3, y
contiene mucopolisacaridos sulfatados, los cuales contribuyen al caracter azurdfilo y
determinan una fuerte metacromasia al ser tefiidos con azur A, como ya se dijo la
fosfatasa acida también esta en estos granulos pero parece que no es exclusiva de

estas estructuras.



La mieloperoxidasa se encuentra fundamentalmente en los granulos primarios
por lo que es especifica para serie granulocitica y es el mejor marcador enzimatico de
estas granulaciones.

La lisozima (proteina cationica) rica en arginina, esta presente en las
granulaciones primarias en menor cantidad que en las secundarias.

Otras hidrolasas contenidas en los granulos primarios son: B—galactosidasa, —
glucuronidasa, N-acetil-B-glucosaminidasa, arilsulfatasa, esterasa, naftilamidasa,
catepsinas B y D, B—glicerofosfatasa, enzimas generantes de cininas y factor inactivante
de C5a.4'12'16'28

Los granulos especificos neutréfilos empiezan a aparecer en el mielocito, estan
rodeados por una membrana fosfolipida que se tifie con Sudan negro B, tienen un
tamarno aproximado de 0.3-0.8um y son menos densos que los granulos inespecificos,
su composicién quimica los diferencia de estos, son negativos a la mieloperoxidasa y
contienen lisozima en proporcion superior a la de los inespecificos, contienen:
colagenasa, lactoferrina, proteinas captadoras de vitamina B12, proteasa activada por
el complemento, B.—microglobulinas, citocromo b, complejo CD11/CD18, histaminasa y
receptor fMLP, activador del plasmindgeno y receptor de C3bi.

La lactoferrina es una de las sustancias mas importantes para la accién
bactericida no olvidando que solo se encuentra en granulos secundarios, algunas
moléculas contenidas en los granulos estan dotadas de poder bactericida y otras
bacteriostatico.

Con la maduracion del neutréfilo los granulos azurdfilos aparentemente
desaparecen, pero las enzimas como la mieloperoxidasa y la fosfatasa acida se pueden
demostrar aun; lo que sucede entonces es que la azurofilia de los granulos se ha
perdido, pues durante la maduracion llegan a los granulos vesiculas con
mucopolisacaridasas que degradan a estos carbohidratos dejando visibles casi
unicamente a los granulos especificos.

También existen unas estructuras vesiculares submembranales donde se
localiza la fosfatasa alcalina granulocitaria, y ademas unos granulos terciarios que
contienen gelatinasa, con rasgos morfolégicos muy similares a los secundarios pero

algo menos densos, llamados también granulos de gelatinasa.*'*'62



Tanto los granulos primarios como los secundarios contienen, en general,
enzimas que ayudan a la digestion (degradacion de lipidos, hidratos de carbono y
proteinas), pero si se pretende realizar reacciones de reconocimiento de elementos de
serie mieloide es importante recordar que desde que se tiene un mieloblasto con
granulos primarios, dara reacciéon positiva a la mieloperoxidasa. Si es blasto linfoide
dara reaccion negativa.’

Sobre la membrana del neutréfilo también existe una oxidasa la cual produce
reduccidon enzimatica de oxigeno y da lugar a la formacion de metabolitos
microbactericidas.

El neutréfilo es una célula en fase final de diferenciacion, que realiza una sintesis
proteica muy limitada. Presenta pocos perfiles de reticulo endoplasmico rugoso,

escasos ribosomas libres, pocas mitocondrias y complejo de Golgi rudimentario.'*?2

Funciones de los neutrofilos.

Son la segunda linea de defensa del organismo ya que abandonan el torrente
circulatorio cuando por quimiotaxis se induce su extravasacion a los tejidos donde
participan como tropas de refuerzo, son las primeras células que arriban al sitio de
infeccion, el sistema fagocitario de los neutrofilos posee muchas propiedades
ventajosas como elemento de la inmunidad innata primero son atraidos por una gran
variedad de estimulos que por lo general alertan acerca de la presencia de dafio tisular
independientemente de la causa, esto asegura que puedan responder a muchos tipos
diferentes de dafio incluyendo a aquellos a los que nunca se habian enfrentado,
ademas, debido al gran numero de neutrofilos que circulan de manera continua en el
torrente sanguineo y dado que casi todos responden al mismo grupo de factores
quimiotacticos un buen numero de estos se puede desplazar hacia el sitio de dafio sin
tardanza, mas aun por su alta efectividad para destruir ciertas bacterias y su capacidad
para digerir ciertos detritos celulares y particulas exdgenas representan un primer paso

fundamental en el proceso de curacion.'®?%2°

FAGOCITOSIS

El experimento realizado por Metchnikoff con una espina de una larva de estrella

de mar puede considerarse el punto de partida de la inmunologia celular, €l mismo



demostr6 como algunos microorganismos pueden ser atacados por las células
sanguineas y destruidos dentro de estas, llamoé fagocitosis a la ingestion de estas
bacterias por las células sanguineas, concluyendo que era el principal mecanismo de
defensa de los organismos y descubrié los dos tipos de leucocitos circulantes con esta
capacidad de fagocitar, los PMN y los monocitos (macréfagos) como leucocitos fijos con
la misma capacidad.?* La fagocitosis en los PMN puede dividirse en 5 etapas distintas y
temporalmente secuenciales: 1)movilidad (quimiotaxis), 2)reconocimiento
(opsonizacién), 3)ingestion (pinocitosis, fagocitosis), 4)desgranulacion (de peroxidasas
e hidrolasas), 5)destruccion intracelular (digestion, muerte bacteriana).

QUIMIOTAXIS

Una vez adheridos, los neutréfilos se acomodan activamente entre las células
endoteliales, salen de la vénula y se introducen en el tejido adyacente mediante un
proceso llamado migracion, viajan por medio de movimientos ameboideos, contra el
gradiente de concentracién de los factores quimiotacticos. La migracion a través del
endotelio se produce por diapédesis hasta que el neutréfilo pasa la membrana basal y
las células periendoteliales para llegar al sitio de infeccion /inflamacién.'>?°

Los neutréfilos pueden detectar y responder a gradientes de quimiotaxinas
(factores quimiotacticos) tan bajos como 1%, en sangre son esféricos y no fagocitan, se
convierten fagociticos cuando tocan un sustrato solido sobre el cual puedan emitir sus
seudopodos, el movimiento ameboide se inicia una vez detectado el gradiente
quimiotactico, con un cambio de forma esférica a una forma polarizada y elongada
moviéndose a una velocidad de 19 a 36um por minuto.

Las sustancias quimiotacticas pueden ser de origen exégeno como los productos
del metabolismo bacteriano (péptidos de formil), o pueden ser de origen endoégeno
entre los que destacan los derivados activos del complemento sérico como: las
anafilotoxinas C5a, o C3a, fragmentos de fibrina, factor activador de plaquetas (PAF) o
los producidos en el sitio de inflamacién por neutréfilos o macrofagos como el
leucotrieno By o la interleucina 8 [IL-8].'%16:2°

La migracidon se regula por mecanismos de reconocimiento de leucocito-célula
endotelial, se ha planteado que se requiere de tres acciones secuenciales: 1) adhesién

primaria de leucocitos y células endoteliales (reversible), 2) activacion de leucocito por



sefales quimioatrayentes o por contacto celular que desencadena la expresion de
receptores secundarios de adhesiéon de leucocitos (receptores dependientes de
activacion), y 3) fijacion sostenida, fuerte, del leucocito a la célula endotelial.

Los neutréfilos emplean seuddépodos para deslizarse a través de las células
endoteliales, el movimiento celular dirigido depende de ondas coherentes de ensamble
y dispersion de actina y miosina.'®®
OPSONIZACION

Una vez que llega el fagocito, debe reconocer a la sustancia extrana antes de
que se produzca fijacion y de inicio la fagocitosis. Muchos tipos de particulas,
incluyendo la mayoria de las especies bacterianas encapsuladas, no interaccionan
eficientemente con algun receptor celular y por tanto no pueden ser fagocitados
directamente; no obstante puede llevarse acabo si su superficie se encuentra cubierta
con ciertas proteinas del huésped, como anticuerpos, complemento o ambas cosas,
para que sean aceptadas por el neutrofilo, es en cierta forma, un anclaje del fagocito
sobre la sustancia extraia para poder producir una fagocitosis y digestion de mayor
efectividad.

La opsonizacion tiene lugar por que el fagocito tiene receptores de superficie
especificos para las opsoninas (receptores Fc y receptores para complemento) y
cuando estas cubren la particula blanco se favorece su fagocitosis. Dos opsoninas que
estan bien definidas son la IgG y el componente de complemento C3b.">2°

El reconocimiento del antigeno se produce por medio de 2 tipos de receptores
presentes en la membrana del fagocito:

-receptor para la fraccion cristalizable de la Ig.
-receptor para fraccién C3 activada del complemento.'®
INGESTION Y DESGRANULACION.

Es la etapa propia de incorporar la sustancia extrafia al fagocito, inicia al activar
un sistema contractil de interaccion entre las proteinas: actina y la proteina fijadora de
actina y miosina, el neutrofilo emite seuddépodos alrededor de la particula, que al
tocarse entre si se fusionan dejandola encerrada y formando asi el fagosoma, limitado
por la membrana citoplasmatica volteada hacia adentro, esto evita que la célula se

lesione asi misma al atacar microorganismos. Durante la ingestion se activa una



oxidasa fija a la membrana plasmatica, que produce reduccidén enzimatica de oxigeno y
da lugar a metabolitos microbactericidas.''®%*

Posteriormente se produce la liberacion de granulos de los fagocitos hacia el
fagosoma para fusionarse con él, disuelven su contenido en el interior de la vacuola
digestiva y forman el fagolisosoma. Esta fusién y liberacion se conoce como
desgranulacion.

Los granulos de los fagocitos contienen algunas enzimas y sustancias que
causan la muerte del microorganismo, pero el efecto directo del contenido granular es la
digestion del microorganismo ya muerto. La secrecion de los granulos secundarios
ayudan también a regular la inflamacién. Hay datos de que se realiza también cierta
desgranulacion hacia el exterior de la célula.'®
DIGESTION.

La accion litica o digestiva se da por dos mecanismos basicos:

I) Oxigeno independiente, se basa en 2 principios.

1)Cambio de pH; las sustancias liberadas desde el interior de los granulos del
fagocito producen un cambio brusco de pH. esta variacién puede deberse al contenido
de los granulos azurdfilos 0 a una bomba de iones, el pH del fagolisosoma puede ser
tan bajo como 4.0 debido a la acumulacién de &acido lactico, lo que previene el
crecimiento de la mayoria de los patdogenos. Ademas este microambiente acido
optimiza la actividad de numerosas enzimas microbicidas.

2)Por el uso de sustancias presentes dentro de los neutréfilos, numerosas
hidrolasas acidas, entre estas se encuentran: las proteasas, nucleasas, glucosidasas,
lipasas, etc. También contienen moléculas que inactivan microorganismos como las
proteinas cationicas, presentes en granulos primarios, estas dafian la permeabilidad de
la membrana celular por interaccion con sus superficies cargadas negativamente, la
lisozima que esta en granulos especificos e inespecificos, tiene la capacidad de
hidrolizar los mucopéptidos de la pared celular bacteriana, pero sirve mas en su
capacidad digestiva que microbicida, y la lactoferrina, presente en granulos
secundarios, la cual, quela al Fe presente e impide que la bacteria pueda utilizarlo,

llevando acabo su accion bacteriostatica.'®%?



[I) Oxigeno dependiente, es el mas importante y puede ser dependiente o
independiente de la peroxidasa.

Los fagocitos destruyen microorganismos por generacion de especies reactivas
de oxigeno con potente actividad microbicida. En este mecanismo conocido como
“estallido respiratorio”, la célula aumenta la respiracion celular, incorporando gran
cantidad de oxigeno que sigue una secuencia de transformaciones, primero en anion
superoxido (O2’), que es sumamente agresivo porque ataca cualquier organismo vivo y
lo destruye. El O, puede originar peréxido de hidrégeno (H20;), bases y radicales
libres. Al mismo tiempo, la célula comienza a oxidar grandes cantidades de glucosa a
través de la via de hexosa monofosfato, por la cual también se obtienen especies
reactivas de oxigeno.

El Oz y el H,O; son productos inmediatos del estallido respiratorio usados como
materia prima para la produccion de oxidantes microbicidas que pueden ser de dos
tipos:

1) Halégenos oxidados como el hipoclorito que se produce por la oxidacion del
CIl"en presencia de H,0, y que es un agente microbicida extraordinariamente potente.

2) Radicales oxidantes como el radical hidroxilo (OH").

El H,O, que actua como sustancia bactericida, necesita de mieloperoxidasa para
ejercer su acciéon, que también estad presente en los granulos del neutrdfilo. Si esta
enzima no se encuentra presente, el oxigeno no puede formar peréxido.’'%?2. |a
deficiencia de mieloperoxidasa, se compensa en parte por el aumento de la actividad de
los sistemas independientes de mieloperoxidasa.

Algunos microorganismos llegan a producir H,O, con lo cual ayudan a la
actividad microbicida de los neutréfilos, ya que este puede ser tdxico si esta en
concentraciones elevadas tanto para el microorganismo que lo formé como para otras
especies microbianas.'®

Todo se produce como accion conjunta de digestion y eliminacion. Después de la
digestion, al neutrofilo se le presentan 2 opciones: muere en el proceso de fagocitosis;
en el exudado y es fagocitado por macréfagos, opcion que se presenta normalmente en

procesos infecciosos donde se forma pus, o continla en tejido después de la



degradacién, sintetizando leucotrienos a partir del acido araquidonico de sus
membranas celulares, esto sucede en el caso de los procesos inflamatorios.®

Los granulos especificos pueden descargar su contenido accidentalmente al
exterior del neutréfilo durante la formacién del fagosoma, ya que la desgranulacion
suele iniciarse antes de que la particula blanco sea engullida por completo, la exocitosis
o degranulacién extracelular es un fendbmeno comun y es util al momento de destruir
microorganismos adheridos que por su tamafio no han sido ingeridos, pero aunque la
degranulacion extracelular es benéfica en algunas circunstancias también conlleva el
riesgo de producir un dafio serio a los tejidos del huésped.?

Por otro lado los neutrofilos ademas de participar en la muerte de
microorganismos por fagocitosis, interactuan en otros procesos fisiologicos; estimulan la
coagulacion y liberan una sustancia que desencadena la conversidon de precalicreina a
calicreina, la cual activa el primer factor de contacto de la coagulacion sanguinea.

La calicreina también convierte al cinindbgeno en cinina, la cual es responsable de
la dilatacién vascular y aumento de la permeabilidad vascular, asi como de atraer a
otros neutréfilos al sitio de inflamacion por su accion quimiotactica. Los neutrodfilos
activan la produccion de cininas pero al acumularse las células también las desdoblan.
Por ultimo los neutréfilos contienen interleucina-1 (IL-1) la cual es un pirégeno, por lo

que causa una elevacion de temperatura en el individuo.™

3.2.1.2 EOSINOFILOS.

Generalidades de los eosinoéfilos.

Las etapas de maduracion de este PMN son semejantes a las descritas para los
neutrdéfilos con formacion de muescas y segmentacion nuclear gradual, el eosindfilo se
distingue como tal a partir de que comienza el precursor a formar granulos especificos,
que corresponde al paso de mielocito a metamielocito, ya que hasta promielocito existe
predominio de las granulaciones primarias, a medida en que progresa la maduracion
estas disminuyen y aumentan las granulaciones especificas, como ocurre en los
neutrofilos.">?®
Estos son mucho menos numerosos que los neutréfilos, llegando apenas al 1-3%

del total de los leucocitos durante toda la vida, es decir de 0.045 a 0.345 X109/L,



aunque durante los primeros tres meses de vida, la cuenta de eosindfilos puede ser tres
veces mayor que la del adulto. Dado que la proporcidén de eosindfilos suele ser baja en
frotis de médula 6sea y sangre periférica la separacion rutinaria de estos en mielocitos,
metamielocitos, en banda y segmentados, no ofrece utilidad clinica. Sin embargo, si la
proporcion de eosindfilos se halla notablemente aumentada, conviene efectuar un
analisis de porcentaje de las diferentes fases de maduracion.

La mayor parte de la poblacion de eosindfilos del cuerpo esta por debajo de la
capa epitelial en los tejidos que estan expuestos al ambiente externo, como las vias
nasales, piel y vias urinarias.

Estas células pasan poco tiempo en sangre periférica de 1 a 8 horas antes de
migrar a los tejidos donde logran vivir varias semanas. Los eosindfilos tisulares pueden
regresar a la circulacion y a la MO.%"°

Caracteristicas estructurales de los eosinofilos.

El ndcleo es generalmente bilobulado, pudiendo en algunas ocasiones tener tres
l6bulos, presenta cromatina condensada (densa) y mide de 12 a 17um (Figura 3-5), un
tamano semejante a los neutrdfilos, se caracterizan por tener en su citoplasma granulos
aciddfilos mayores que en los neutréfilos de forma redondeada o esférica todos, con un
tamano de 0,5 y 1,5um en su eje mayor, son mas numerosos, ocupan todo el
citoplasma de la célula y se tifien por la eosina de color rojizo-naranja o rosa salmoén

intenso, siendo muy refringentes.'>'41°
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Fig.3-5. Eosindfilo, se observan los granulos rojizo—naranja
y el nucleo bilobulado. (1000X).



Observando la parte mas fina del campo microscopico, aumentando la
iluminacién y prestando atencion al tamario, uniformidad y aspecto de los granulos, mas

que al color solamente, se pueden llegar a distinguir las células dudosas.®

Composicion quimica de los eosinoéfilos.

En su membrana tienen receptores para IgE pero son del tipo de poca afinidad
por tanto casi no se ocupan cuando la concentracion de IgE se encuentra dentro de
limites normales. Aproximadamente 10 a 30% de los eosindfilos en individuos normales
también tienen receptores para IgG de poca afinidad o intermedia y de 40 a 50%
exhiben receptores para componentes de complemento, cuando se activan, la densidad
de estos receptores aumenta.?®

Los granulos eosindfilos especificos representan el 95% de sus granulaciones
estan limitados por una membrana fosfolipida, al microscopio electronico puede
advertirse en el interior de cada granulo la presencia de un cuerpo cristaloide
electrodenso en el centro de la granulacién paralelamente al eje mayor.?2°

Este es un cristaloide también llamado internum, es una estructura cristalina
alrededor de la que se encuentran las diferentes enzimas hidroliticas y otras.

El principal componente del internum es la proteina basica principal (PBP) rica en
arginina, que constituye el 50% de las proteinas del granulo y es responsable de su
acidofilia.

En el granulo la zona que rodea al internum es menos densa a los electrones, es
rica en fosfatasa acida, y se denomina externum o matriz; en esta zona se encuentran:
la proteina cationica eosindfila (PCE), la peroxidasa eosindfila (PE), y la neurotoxina
derivada de eosindfilo (NDE), conocida también como proteina X de la cual se conoce
muy poco.

Los granulos especificos de los eosindfilos son lisosomas, que contienen
también, pB-glucuronidasa, catepsinas, arilsulfatasa, fosfolipasa, histaminasa,
ribonucleasa y desoxirribonucleasa, colagenasa y pueden contener catalasa, como

parte del externum.



El citoplasma esta ocupado casi enteramente por los granulos especificos pero
estos generalmente no se disponen por encima del nucleo El reticulo endoplasmico, las

mitocondrias y el complejo de Golgi estan poco desarrollados.'* 1%

Funciones de los eosinofilos.

Tienen multiples funciones bioldgicas y contribuyen a una diversidad de
mecanismos de defensa inmunitaria, se relacionan con reacciones alérgicas, donde la
cantidad de eosindfilos en sangre periférica esta elevada, en infecciones parasitarias e
inflamacion crénica.

Productos como la histamina, liberados por basdfilos y células cebadas, las
linfocinas de linfocitos sensibilizados y reacciones antigeno-anticuerpo de alergia, son
algunos quimiotacticos para el eosindfilo.

Las citocinas IL-3, IL-5 y el factor estimulador de colonias granulocito-macrofago
(FEC-GM o GM-CSF) promueven la adherencia incitada por quimioatrayentes. Los
eosinofilos tienen un mecanismo de reclutamiento de los tejidos independiente de la 32-
integrina, el cual parece ser modulado por el receptor de adhesién de eosindfilos,
activacion muy tardia de antigeno-4 (VLA-4) del cual se ha visto su ligando en células
epiteliales (CE) y VCAM-1."°

En realidad este PMN no tiene una capacidad fagocitica marcada como el
neutréfilo, en cambio si tiene capacidad antihelmintica, donde la agregacién de
eosinofilos alrededor del parasito tiende a su eliminacion por desgranulacion externa.
Se liberan los granulos y de esta manera mediante la proteina basica principal (PBP) se
produce el ataque al helminto, causandole lisis, ya que esta es citotoxica para
protozoarios y helmintos ademas de que estimula la liberacion de histamina de los
basdfilos y células cebadas lo cual atrae a mas eosindfilos.

Otras proteinas del internum, participan también de la defensa contra los
parasitos. La PCE, es capaz de matar células, ademas estimula la liberacion de
histamina en basdfilos y células cebadas, inhibe la proliferacion de linfocitos T y
preactiva el plasminégeno, por otro lado aumenta la produccién de moco en los

bronquios y estimula la produccion de glucosaminoglicano por los fibroblastos.



La PE; es citotoxica para células tumorales y del huésped, también estimula la
liberacion de histamina por las células correspondientes y la desgranulacién de la
mayor parte de las células y también inactiva leucotrienos.

Por ultimo la NDE, conocida también como proteina X tiene la capacidad de
provocar disfuncion cerebral y cerebelar en animales e inhibir las respuestas de la
célulaT.

Los eosinodfilos son células proinflamatorias que tienen la capacidad de proteger
o dafar al huésped de acuerdo con la situacién, hay pruebas de que producen
moléculas como la PE que inactiva leucotrienos e histaminasa que actua sobre la
histamina, disminuyendo la funcién realizada por las células que producen la histamina
y los leucotrienos modulando asi la inflamacién.

En una persona alérgica por el ingreso de agentes extrafios se genera la
produccién de anticuerpos (Ac) especificos para formar complejos antigeno- anticuerpo
(Ag-Ac).12‘15

3.2.1.3 BASOFILOS.

Generalidades de los basofilos.

Como en los otros dos PMN las etapas de maduracion se caracterizan por
muescas y segmentacion gradual del nucleo. Estos se distinguen con facilidad de otros
granulocitos a partir de la etapa de mielocito por la presencia de sus grandes granulos,
pero igualmente es dificil de diferenciar entre una y otra etapa posterior de maduracion
de él mismo, lo que no es muy importante dado que la proporcidon de basofilos suele ser
baja en frotis de sangre periférica y la separacion rutinaria de estos en sus etapas de
maduracion, no ofrece utilidad clinica.

Los basdfilos son las células menos abundantes en la sangre periférica, en
cantidad de 0 a 1% con un valor absoluto de 0 a 0.115 X10%L. Es comdn no encontrar
basofilos en un recuento diferencial de 100 células, sin embargo el hallazgo de una
basofilia es muy importante, ya que con frecuencia indica la presencia de malignidad
hematica.

Son células en etapa terminal capaces de proliferar y solo duran algunas horas

en sangre periférica y tejidos.®'%1°



Caracteristicas estructurales de los basoéfilos.

Son los granulocitos mas pequenos su tamafio oscila entre los 10 y 14um. El
nucleo de cromatina densa, es voluminoso con forma irregular, generalmente con
aspecto de letra S.

Posee generalmente 2 o 3 I6bulos unidos por puentes de cromatina, en
ocasiones dificiles de visualizar, dada la presencia de las numerosas granulaciones
basodfilas que tapan el nucleo (Figura 3-6). El tamafo de dichas granulaciones varia

entre 0.2 y 1um y son de color morado o rojo violeta oscuras.'*'>%

Fig.3-6. Basdfilo, se observa la dificultad para distinguir el nicleo, por el tamafio, color y
distribucién de los granulos presentes. (1000X).

A estos granulos se les ha llamado bolsas suicidas por que la liberacion de
grandes numeros de estos en un choque anafilactico llega a provocar la muerte del
huésped.'

Algunos de los componentes en los granulos de los basdfilos son hidrosolubles,
es por eso que pueden estar destefidos en parte o por completo en células que estan
fijadas de manera deficiente y aparecen los granulos como vacuolas vacias en el
citoplasma. Cuando los portaobjetos se fijan correctamente es posible que los granulos
cubran el nucleo, fendmeno que dificulta el reconocimiento de detalles nucleares.

La caracteristica principal de los granulos es su metacromasia, con los
colorantes vitales (azul de metileno, azul de toluidina), es decir con los colorantes

azules adquiere una tonalidad rojiza.



El citoplasma puede aparecer de color rosado o lavanda, o tal vez no se tifia en

lo absoluto. 142328

Composicion quimica de los basoéfilos.

Los basdfilos expresan CD40L que es el ligando para CD40 un antigeno de los
linfocitos B, lo que junto con la interleucina 4 (IL-4) induce la sintesis de Ig E, la
membrana plasmatica de los basofilos, posee receptores para las inmunoglobulinas E
(Igg), asi como para fragmentos de complemento C3,, C4, y C5,, estas células
producen citocinas como las IL-13, IL-4 y factor de necrosis tumoral o (TNFa).

Los granulos basdfilos contienen, omegahexonucleasa, histamina, factores
quimiotacticos para eosindfilos y neutrdfilos, también contienen proteoglicanos
sulfatados, heparina y condroitin-4-sulfato, responsables de la metacromasia, la
calicreina de reaccion lenta observada en la anafilaxia y un factor activador de
plaquetas(PAF). Estas células son positivas a la peroxidasa y a la reaccion de acido
peryodico y Schiff (PAS)."2328.29

Funciones de los basofilos.

El basdfilo funciona como mediador de la respuesta inflamatoria, en especial de
las de hipersensibilidad inmediata (alergia), funcibn que comparte con las células
cebadas.

Como ya se dijo expresan el ligando para CD40 (CD40L), uniéndose asi a
linfocitos B, provocando la sintesis de IgE, por la interaccion entre estos y la interleucina
4 (IL-4), es por eso que se dice que desempefia una funcion importante en la induccion
y mantenimiento de las reacciones alérgicas.

Al tener presentes los receptores para la inmunoglobulina E (Ig E), cuando esta
se fija al receptor del basdfilo y el antigeno a esta Ig, la célula entonces se activa y se
inicia la desgranulacién, la cual libera histamina y citocinas (moléculas
proinflamatorias), enzimas vasoactivas, broncoconstrictoras y quimioatrayentes
(especialmente para eosindfilos). Dicha liberacion de mediadores inicia los signos
clinicos tipicos de la hipersensibilidad inmediata.

También, actuan fosfolipasas en ciertos fosfolipidos del interior del basdfilo para

formar acidos araquiddnicos, que se metabolizan para producir leucotrienos C4, D4 y E4



llamados anteriormente sustancias de reaccion lenta de la anafilaxis, estos también
activan leucocitos y originan su migracion al sitio del reto antigénico.'®'

Las prostaglandinas y los leucotrienos son metabolitos producidos por el ciclo de
oxigenacion y lipo-oxigenacion enzimatica, respectivamente, del acido araquidodnico,
constituyen las dos familias principales de mediadores inflamatorios, cuyos integrantes
exhiben diversas propiedades vasoactivas, constrictoras del musculo liso vy
quimiotacticas. Los tromboxanos y las lipoxinas son otros derivados del &acido
araquidonico con efectos adicionales.

Ademas de la activacion mediada por IgE, los baséfilos pueden activarse por
accion de lectinas como la concanavalina A, componentes del complemento C3, o C5,,
ionéforos de calcio o ciertas enzimas incluyendo la fosfolipasa A, se desconoce con
certeza la funcién de estos activadores en la enfermedad clinica, pero pudieran ser la
base para las reacciones no inmunologicas de tipo alérgico a ciertos agentes.

La histamina es un mediador inflamatorio, es una amina bioactiva que ejerce sus
efectos fisioldgicos al interactuar con cualquiera de los tres receptores blanco llamados
H1, H2 y Hs, los principales efectos mediados por el receptor Hy incluyen la contraccion
del musculo liso bronquial, intestinal y uterino, asi como aumento de la permeabilidad
vascular en las vénulas poscapilares, el enlace de los receptores H, aumenta la
secrecion gastrica acida y de glandulas mucosas de la nariz y de los bronquios, por
ultimo el enlace del receptor Hz afecta principalmente la sintesis y liberacién de
histamina. Una caracteristica de los basdfilos es que suelen sintetizar mas granulos

después de la desgranulacion.?

3.2.2 MONONUCLEARES.
3.2.2.1 MONOCITOS.

Generalidades de los monocitos.

Los precursores del monocito en la medula 6sea son el monoblasto y el
promonocito, éstas células existen en abundancia solo en los procesos leucémicos,
después de estar en MO, pasan a sangre periférica, donde permanecen
aproximadamente 3 dias, de alli pasan a tejido y se incorporan como macrofagos

propios de cada tejido donde terminan de madurar, esta transicion se caracteriza por



crecimiento celular progresivo, el nucleo se vuelve redondo, aparecen nucléolos y el
citoplasma se aprecia de color azul. Los macréfagos llegan a vivir durante meses en
tejido. Por lo regular no reingresan a la sangre pero en areas de inflamacién, algunos
logran tener acceso a la linfa, penetrando finalmente a sangre.

Los monocitos constituyen de 2 a 11% de los leucocitos en adulto con valor
absoluto entre 0.09 a 1.26 X10%L, y son las células normales mas grandes de la sangre
periférica, en los nifios tienen una concentracion un poco mas alta, durante las dos
semanas de vida iniciales prevalece un aumento de monocitos absoluto, con una media
de 1X10%/L.1%%%

Son las células mas dificiles de identificar y distinguir de otras, pueden
confundirse con neutrofilos por que pueden contener granulos visibles y nucleos
lobulados. Frecuentemente se toman por grandes linfocitos por que el citoplasma es
azul, los granulos pueden ser indistintos, el nucleo redondo o muy poco hendido, la red
filiforme de cromatina poco visible, pueden faltar los seudépodos obtusos y las vacuolas

digestivas, por eso es importante una observacion detallada.®

Caracteristicas estructurales de los monocitos.

Esta célula tiene la capacidad de adherirse al vidrio y se expande o envia
multiples seuddpodos lo que da como resultado una amplia variacion de tamano y
forma en los frotis de sangre, caracteristica que también depende de su actividad.

Es una célula de 12 a 20pm, posee un nucleo (ovoide) en forma de rindn o
herradura generalmente excéntrico, irregular con pliegues, que a menudo presenta
aspecto de burbujas de jabon y cuyas extensiones similares a I6bulos parecen
superponerse entre si, la cromatina de distribucidn mas laxa que la de los linfocitos
(Figura 3-8), contiene dos o tres nucléolos que a veces llegan a verse en las
extensiones comunes.

El citoplasma es abundante, levemente basdfilo, tiene aspecto de vidrio
esmerilado y presenta un numero moderado de finas granulaciones azurdfilas de un
diametro aproximado de 0.4pum algunos estan al limite de la resolucion del microscopio
optico, y tienen un interior homogéneo bastante electrodenso. Estos pequefios granulos
azurdfilos pueden llenar todo el citoplasma dandole una coloracion turbia como polvo de

color lila. La membrana lipidica de los granulos se tifie con sudan negro B.'%'"1215



Fig.3-8. Monocito, se observa el color gris azulado opaco del citoplasma y los pliegues
caracteristicos en el nacleo. (1000X).

El reticulo endoplasmico rugoso esta poco desarrollado, en el citoplasma hay
pocos polirribosomas, depositos de granulos de glucégeno, numerosas mitocondrias
pequenas y el complejo de Golgi es grande, participando de la formacion de los
lisosomas (granulos azurdfilos).'%'2

Las 3 caracteristicas mas tipicas de los monocitos y que son de mayor utilidad
para su identificacion son el color gris azulado opaco del citoplasma, los seudépodos
obtusos y las circunvoluciones cerebroides del nucleo.

El color del citoplasma no debe compararse con ilustraciones del libro de texto o
células hipotéticas, si no con neutréfilos conocidos que se encuentren en el mismo
campo o zonas adyacentes.

Los monocitos tienen tendencia a deformar y comprimir las células adyacentes,
en cambio los linfocitos grandes a menudo son profundamente deformados por células

vecinas y presentan puntas salientes y prolongaciones agudas.®

Composicion quimica de los monocitos.

Citoquimicamente, estas células se caracterizan por su riqueza en esterasas
inespecificas  (naftol-As-D-acetatoesterasa,  alfanaftilacetatoesterasa  acida vy
butiratoesterasa), que se inhiben casi totalmente con el fluoruro sédico. Asi mismo son
ricas en fosfatasa acida, lisozima, B-glucuronidasa, catepsina y arilsulfatasa, la actividad
de la peroxidasa es débil pero existe, o que significa que estos granulos son parecidos

a los lisosomas de los neutréfilos (granulos azurdfilos) pero es poco lo que se sabe



sobre el contenido de los otros granulos no obstante si se sabe que a diferencia de los
granulos especificos de los neutréfilos no contienen fosfatasa alcalina ni
lactoferrina.’®?® Los macréfagos son aquellos histiocitos que contienen en su interior
restos de material fagocitado, faciles de identificar, se observan con frecuencia en
medula dsea, ganglios linfaticos, en el bazo, o en diferentes tejidos.

A diferencia de lo que sucede con otras lineas hematopoyéticas los
conocimientos fenotipicos de la diferenciacion monocitica son relativamente escasos.
Cuando la célula progenitora monocitica CD34+ adquiere el CD33 y el CD4, se cree
que indica diferenciacion monocitica. Cuando madura pierde el CD34 y adquiere el
CD11b, el CD14 y el CD68 y finalmente expresa el CD15 y el CD16 la expresion del
CD14 incrementa a la vez que las células aumentan su intensidad de expresion del
CD45 en la membrana.?®

Los monocitos pueden ser atraidos al sitio de trauma o infeccién a través de un
proceso de adherencia que resulta idéntico al descrito para los neutréfilos y emplea
muchas de las proteinas de adhesion y factores quimiotacticos que aplican para estos
tienen igual que los neutréfilos receptores para la porcién Fc de la inmunoglobulina G

(subclases 1gG e IgGs) y para la proteina Cs activada del complemento. '

Funciones de los monocitos.

Los monocitos pueden servir como sistema de resguardo para los neutrdfilos en
las infecciones agudas, pero fagocitan con menor eficiencia y carecen de muchos de
los potentes sistemas bactericidas del neutrdfilo, los primeros tienen relativamente poca
capacidad fagocitica en circulacion hasta que se diferencian como macréfagos a nivel
de tejido donde tienen gran importancia como tal en infecciones crénicas, estos no solo
fagocitan microorganismos si no que también, actuan como depuradores al fagocitar
detritos celulares, células propias deterioradas, envejecidas o muertas con el objetivo
de mantener la homeostasis del organismo y ademas se fijan a células tumorales
matandolas por efecto citolitico directo, si la célula tiene inmunoglobulinas fijas, el
receptor Fc del macréfago se enlaza con la porcidon Fc de la |Ig y entonces se ejerce el
efecto litico. Tomando en cuenta que se localizan en los lugares por los que el

microorganismo puede entrar al huésped, se consideran la primera linea de defensa



contra las infecciones.

Los macréfagos suelen responder a los microorganismos casi tan rapido como
los neutrofilos, pero persisten mucho mas tiempo en los lugares de inflamacién, por
este motivo son células efectoras que predominan en las fases avanzadas de la
respuesta inmunitaria innata. Los macréfagos viven mas que los neutrdfilos y a
diferencia de ellos, no se encuentran en un estado de diferenciacion terminal, si no que
pueden dividirse en una zona de inflamacién."1%?22°

La fagocitosis es semejante a la llevada acabo por los neutrdfilos, siguiendo los
MismMos pasos.

Quimiotaxis: las quimiocinas especificas reconocidas por los monocitos y por
neutrofilos si difieren ya que estas células expresan receptores quimiotacticos
diferentes, como consecuencia la combinacion particular de quimiocinas producidas en
un tejido, determinan si las células de defensa atraidas seran monocitos, neutrofilos u
otros leucocitos, los receptores estan menos comprendidos que los de los neutrofilos,
sin embargo se produce en respuesta a oligopéptidos N-formilados sintéticos y al C5,
del suero. El reclutamiento es mayormente afectado por materiales quimiotacticos
liberados a partir de linfocitos T sensibilizado.

Opsonizacién: los receptores para IgG y Cs; hacen que el proceso de
opsonizacion sea muy semejante al de los neutrofilos. Las especies de Mycoplasma
tienen la capacidad interesante de adherirse a los macréfagos en ausencia de
anticuerpos o de complemento, al adherirse retardan los movimientos del fagocito. Al
agregar el anticuerpo especifico, los Mycoplasmas son fagocitados y destruidos.

Ingestién: los monocitos ingieren bacterias con mas lentitud que los neutrofilos,
destruyéndolas con menos eficacia, y utilizan predominantemente las vias metabdlicas
dependientes de oxigeno (fosforilacion oxidativa), no obstante, un estallido respiratorio
acompafna el encuentro monocito-bacteria con formacion de H;O,, O, y OH'. Los
macrofagos cuentan también con un segundo sistema de generacion de radicales
libres, la sintetasa del oxido nitrico inducible (INOS). Esta se induce durante la
fagocitosis y cataliza la generacion de oxido nitrico (NO) que es también un potente

microbicida.



La desgranulacion y digestion: los monocitos no poseen las proteinas catidnicas
bactericidas de los neutrdfilos; no tienen lactoferrina, sin embargo, el sistema
mieloperoxidasa-H,O,-haluro opera al parecer.

La mayoria de las bacterias fagocitadas sufren un destino similar, aunque
algunas, como las micobacterias pueden sobrevivir e incluso replicarse dentro de estas
células de defensa.

Hay una relacion definida entre la actividad endocitica y la formacién de
lisosomas; a medida que los monocitos maduran hay elevacion progresiva en los
lisosomas y en su contenido de enzimas hidroliticas y se desarrollan sobre una base
continua que refleja el lapso prolongado de vida de estos fagocitos y su capacidad para
sintetizar nueva membrana y nuevos receptores de membrana.'?%%

Ademas de la funcién fagocitica de los monocitos, estos secretan una diversidad
de sustancias (citocinas), que activan la reaccion inflamatoria, la proliferacion vy
maduracion de otras células, asi como su funcién, en especial la de los linfocitos y
estos a su vez secretan productos solubles (linfocinas) que modulan las funciones
monociticas.

La inhibicién del crecimiento de microorganismos por parte de los monocitos
requiere de su activacion por productos solubles de los linfocitos T. La muerte por
monocitos activados es inespecifica, es decir las secreciones de células T
sensibilizadas para un microorganismo en particular activara en los monocitos un
mecanismo de muerte no solo para ese patégeno sino también para otros
microorganismos.

Los monocitos ingieren en circulacion factores de coagulacién activados, con lo
cual limitan el proceso de coagulacién, también ingieren proteinas desnaturalizadas y

complejos anfigeno-anticuerpo.'%2°

3.2.2.2 LINFOCITOS.

Generalidades de los linfocitos.

Muchos afos se considerd que los linfocitos eran un componente insignificante

de la sangre y de la linfa. Desde 1960, los importantes adelantos en inmunologia han



sefalado al linfocito como el director de las actividades de todas las demas células en
la respuesta inmunitaria.

Se reconocen tres etapas de maduracion en la médula 6sea: linfoblasto,
prolinfocito y linfocito, siendo lo normal observar solo los ultimos en sangre periférica.
Existen dos tipos de linfocitos maduros morfolégicamente idénticos, pero inmunitaria y
funcionalmente diversos, dependiendo de las moléculas localizadas en su membrana:
los linfocitos T y los linfocitos B con diversos subtipos, ademas de los linfocitos T y B
existe una tercera variedad, las células NK (natural killer o asesinas naturales). La
evaluacion morfologica de la poblacién de linfocitos en general es suficiente en la mayor
parte de los casos, cuando es necesario diferenciar la especificidad T o B de estas
células suelen utilizarse anticuerpos monoclonales."?

La concentracion de linfocitos varia con la edad del individuo, cerca de 30% de
los leucocitos al nacer son linfocitos, después aumenta a alrededor del 60% hacia los 4
a los 6 meses y continua en este nivel hasta los 4 afios de edad, luego declina de un
modo gradual hasta alcanzar un nivel de alrededor de 34% a los 21 afos. La
concentracion en un adulto varia de 0.81 a 4.83 X10%L con un valor relativo de 18 a
42% y va disminuyendo después de los 65 afios esto en ambos sexos."> %

Cerca del 60 a 80% del total de linfocitos de la sangre periférica son linfocitos T,
los precursores de linfocitos T medulares llegan al timo y sufren un proceso de
maduracion y adquieren inmunocompetencia, estos se diversifican tardiamente como: T
cooperador (Ty) o T citotdxico /supresor (Tc /Ts), la relacion de célula cooperadora a
supresora en la circulacion es de 2:1, posteriormente abandonan el timo y pasan a la
sangre periférica y a los 6rganos linfaticos secundarios transformandose en linfocitos T
funcionalmente maduros, los linfocitos B constituyen del 15 al 30% de linfocitos en
sangre periférica estos sufren proliferacion y diferenciacion a célula plasmatica
secretoras de inmunoglobulinas en los centros germinales de los tejidos linfoides
secundarios y por ultimo la tercera poblacion de células linfoides corresponde al
restante 5 a 10% formado por las células NK llamadas comunmente por descripcion
morfoldgica linfocitos grandes granulares (LGG).'% ">
La mayor parte de los linfocitos virgenes (no activados) tienen un periodo de vida

corto pues dichas células estan programadas para morir en el transcurso de unos



cuantos dias después de abandonar la MO o el timo. No obstante si estas reciben
sefales que indican la presencia de sustancias extrafias o un patégeno especifico,
responden inmediatamente por medio de la activacion, que es el proceso en el cual
pueden realizar varios ciclos sucesivos de division celular durante varios dias. Algunas
de las células descendientes se diferencian como células efectoras y sobreviven poco,
desde unas horas hasta 5 dias, otras regresan al estado de reposo para convertirse en
linfocitos de memoria, es decir células semejantes a linfocitos virgenes T o B de los
cuales derivan, pero que pueden sobrevivir durante muchos afios quiza hasta 20 o mas
aunque todavia no esta establecido si sobreviven sin estimulacidon antigénica o si son
mantenidos por una estimulacion de baja intensidad de forma cronica por antigenos
persistentes o ambientales que presentan reaccién cruzada con el antigeno que inicio la
respuesta. Estas células de memoria representan una proporcion grande de células en
el sistema inmunitario de un adulto y siempre estan listas para desarrollar ciclos

adicionales de activacion y de divisién celular.”®

Caracteristicas estructurales de los linfocitos.

El linfocito maduro tiene una gran variabilidad de tamafio que depende
principalmente de la cantidad de citoplasma presente. Los llamados linfocitos pequefios
varian en tamafo entre 7 a 10um y son mayoria, su nucleo tiene el tamafo aproximado
de un eritrocito y ocupa cerca del 90% del area celular, es esférico relativamente
voluminoso, la cromatina es condensada se dispone en grumos gruesos de modo que
el nucleo aparece de un color morado oscuro intenso en las preparaciones,
caracteristica que favorece su identificacion (Figura 1-9), no se aprecian nucléolos a
nivel éptico aunque siempre estan presentes y se llegan a observar como pequefias
areas claras."®

El citoplasma es escaso y se dispone en forma de una estrecha franja
perinuclear, es débilmente basdfilo tinéndose en azul claro en los frotis, y a veces no es
visible, llegan a estar presentes unos cuantos granulos azurdfilos.

Los linfocitos grandes poseen un diametro aproximado de 11 a 16um, el nucleo
es de cromatina menos condensada y se situa en posicidn central o algo excéntrica

(Figura 3-10), ligeramente mas grande que en el linfocito pequefio.



El citoplasma es mas extenso; por lo que la variacion de tamafo se atribuye

principalmente a la cantidad de este, es de tonalidad débilmente basdfila y puede

-
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Fig.3-9. Linfocito pequefio se ve el nlcleo Fig.3-10. Linfocito grande se nota el
morado oscuro y escaso citoplasma. (1000X). citoplasma mas extenso. (1000X).

tener vacuolas pero esto no es lo comun y puede contener algunos granulos
azurdfilos, que no son exclusivos de los linfocitos y los cuales se diferencian de los de
las células precursoras de granulocitos por ser negativos a la peroxidasa pero por los

que a veces se denominan linfocitos granulares grandes.'*"

Composicion quimica de los linfocitos.

Entre las caracteristicas fenotipicas de los linfocitos que les permiten identificarse
como linfocitos T o linfocitos B se encuentran las enzimas, los receptores de superficie
y otros antigenos de membrana.

La capacidad del cuerpo para formar una respuesta inmunitaria (RI) contra un
antigeno extrano en particular es controlada por genes de RI situados en el complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) en el cromosoma 6, el término usado para
describir el grupo del gen MHC en el ser humano es la regién del antigeno leucocitario
humano (HLA). Los genes de HLA estan situados en regiones especificas del complejo
conocidos como HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-D y HLA-DR, las regiones se clasifican de
acuerdo a su estructura y a la funcién especifica que desempefien en la respuesta
inmunitaria. Hay dos clases principales de productos de gen MHC: molécula clase | y
clase Il, las primeras son cadenas simples unidas con Bz-microglobulinas, las clase Il

son complejos bimoleculares cadena a y cadena B. Los genes de HLA-A, By C



codifican para las proteinas de reconocimiento de superficie de la célula de clase |
(practicamente toda célula nucleada), estas proteinas son necesarias para que el
linfocito T¢ distinga a los antigenos propios de los no propios. Los genes HLA-D
codifican para antigenos de clase Il en el linfocito B, monocito, macrofago vy linfocitos T
activados, y también se conocen como antigenos la, estos determinan la capacidad de
las células inmunitarias para cooperar e interactuar en la RI."

Los linfocitos T alcanzan la madurez con la expresion en la membrana
citoplasmatica de los receptores del linfocito T, estructuras que actuan como receptores
especificos para el antigeno (receptores de célula T o RCT).

Los RCT son unos heterodimeros compuestos por dos cadenas polipeptidicas
unidas por un puente disulfuro, existiendo dos tipos de estos uno constituido por las
cadenas a y 3, presente en la mayoria de linfocitos T periféricos aproximadamente en
un 90 a 95% vy el otro heterodimero, formado por las cadenas y y 6 en el restante 5 a
10% de los linfocitos en sangre, ambos receptores unidos al complejo molecular CD3
constituido por cinco polipéptidos para formar el complejo receptor de la célula T (RCT-
CD3), entre los receptores de superficie, se encuentran también el receptor 3 del
antigeno de funcién del linfocito (LFA-3) (CD2) conocido anteriormente como receptor
E, que se enlaza con los eritrocitos de carnero formando una roseta, siendo el marcador
mas util para identificar estas células, el receptor para la fraccion cristalizable (Fc) de
inmunoglobulina M (IgM) e (IgG) (CD16), en la actualidad se sabe que los linfocitos T
son capaces de cambiar la especificidad de su receptor Fc bajo estimulacion antigénica,
otras de las moléculas que estan presentes en la superficie del linfocito T maduro son:
CD7, CD5, CD45 RA, el complejo de histocompatibilidad principal (MHC) clase | y el
MHC clase Il cuando esta activado.'*?®

Durante el proceso de diferenciacién a célula linfoide T madura existe una
secuencia de reordenamientos de genes que codifican los receptores T, asi como
cambios en la superficie de la membrana. En la fase timocito inmaduro o pretimocito,
expresan ademas de la enzima deoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT), los antigenos
CD44 y CD25 y son negativas para los antigenos CD4 y CD8, del 1 al 4% de las células
fuera del timo son CD4 - CD8 -, son linfocitos dobles negativos casi todos estos

expresan el tipo alterno de receptor constituido por polipéptidos y y 8, en una segunda



fase el timocito intermedio; pierde la expresion de la TdT y se caracteriza por presentar
el antigeno CD1, por ser negativo para el CD44 y CD25 y por adquirir los antigenos
CD4 y CD8 estas representan aproximadamente el 1% de células extratimicas, son
células dobles positivas CD4+ CD8+ cuya funcion se desconoce, la ultima fase de
desarrollo del linfocito T la representa el timocito maduro, el cual pierde el CD1, expresa
intensamente el complejo CD3 junto al receptor RCT af y se diferencia en dos
poblaciones: una que expresa el antigeno CD4 y otra el CD8. Las células con
cualquiera de estos fenotipos con frecuencia se conocen como linfocitos simples
positivos y son las que mas a menudo participan en la respuesta inmune.

Entre un 70% y un 75% expresa la molécula CD4 que constituye la poblacién
linfoide que induce o ayuda en la respuesta inmune, conocida como linfocitos T
cooperadores estos presentan un receptor para la Fc de IgM y facilita la diferenciaciéon
de linfocitos B, el 25% a 30% posee el antigeno CD8 que constituye a la poblacién T
citotdxica.

La correlacién CD4 o CD8 con la funcion de Ty y Tg, respectivamente es fuerte
pero no absoluta, unas cuantas CD8 tienen actividad cooperador y algunas CD4 son
citotdxicas. En realidad la expresién CD4 o CD8 se correlaciona mas de cerca con el
tipo de proteina MHC que una célula T puede reconocer.?®%°

La mayoria de los linfocitos CD4 positivos y una proporcion de CD8 positivos son
de tamano pequefio y agranulares. El 50% de linfocitos CD8 positivos y una minoria de
CD4 positivos presentan la morfologia de linfocito grande granular.

Los linfocitos grandes granulares de sangre periférica constan de dos
poblaciones celulares distintas una CD3 positiva que expresa ademas el receptor de
linfocito T y reordenamiento de los receptores T, y la otra CD3 negativa que son las
auténticas células NK que no expresan receptor de célula T ni reordenamiento de los
receptores T.

La subpoblacién de linfocitos T CD3 negativos (células NK) que no expresa
receptor de célula T ni reordenamiento de los receptores T, si expresa receptores para
Fc de la IgG que se identifica con el anticuerpo monoclonal (CD16) y los antigenos

CD11, CD56 y CD57, también expresa antigenos CD2 y CD7 que son asociados a



linfocitos T, la ausencia de CD3 y la presencia de CD56 y CD16 o ambos, son los
marcadores mas caracteristicos de la célula NK.?

Los linfocitos T contienen enzimas como las esterasas, B-glucuronidasas, N-
acetil-B-glucosaminidasa, y un patron parecido al punteado de positividad a fosfatasa
acida.™

Estos linfocitos activados pueden liberar linfocinas como: el factor quimiotactico
del macrofago, el factor inhibidor de macréfagos, el factor de inhibicion de leucocitos, el
factor activador de macrofagos, el interferon gamma, las IL-2, IL-4, IL-5 y IL-6, entre
otras.

Los linfocitos B alcanzan la madurez funcional con la expresion de receptores de
reconocimiento antigénico en su membrana, de entre las muchas moléculas que tienen
en la membrana los linfocitos B una destaca por que identifica a este tipo de células, se
trata de su receptor para antigeno denominado receptor de célula B (BCR) analogo a
los TCR de los linfocitos T, este receptor consta de unas cadenas variables llamadas
inmunoglobulinas ligeramente modificadas para que permanezcan ancladas a la
membrana, unidas a dos cadenas invariables o comunes a todos los linfocitos B
denominadas CD79a y 3 la cadena B es comun para todas las Ig de superficie, pero la
a es especifica de isotipo.

La inmunoglobulina es el componente implicado en la unidon del antigeno y la
CD79, molécula que se asocia con las Igs de superficie y esta implicada en la
transduccién de sefiales tras la union de las Igs con el antigeno, a semejanza de lo que
sucede con el CD3 y la molécula del receptor T en los linfocitos T en una etapa ya se
identifican cadenas pesadas p de las Igs en citoplasma pero aun no se observan
cadenas ligeras ni Igs de superficie, a medida que maduran se van expresando las
cadenas ligeras y la célula expresa entonces Ig M de superficie, llamandose linfocito B
inmaduro, el linfocito B maduro sintetiza ya IgM e IgD y continua expresando CD19 y
CD24, también CD20, CD21 y CD22 ademas del MHC clase | y Il, ya como linfocito B
maduro es que pasa a sangre periférica.'®?%?

La mayor parte de los linfocitos B expresan IgM de superficie (y a menudo
simultaneamente IgD) una pequefia porcidn expresa el BCR con otro isotipo, los

IGM*D" son linfocitos maduros que aun no han sido estimulados por el antigeno que



reconocen, los demas ya han reconocido a algun antigeno y se han especializado en la
sintesis de alguna Ig.

Un tipo especial de linfocitos B que expresan en su membrana CD5 sintetizan y
expresan principalmente IgM pero no IgD, estos poseen una capacidad especial que les
permite interaccionar con muchos antigenos diferentes se piensa que pueden ser
importantes en el reconocimiento de antigenos bacterianos contribuyendo al
establecimiento inicial de la respuesta inmune de una manera casi innata. A estos
linfocitos se les ha denominado B1 mientras que a los convencionales se les conoce
como B2, para algunos autores los linfocitos B1 son el equivalente en el linaje B a los Ty
8.22

Hay antigenos de histocompatibilidad (HLA-A,-B,-C y-D), las células B activadas
muestran un aumento en la cantidad de moléculas codificadas para la region D en la
superficie. Otros componentes de la superficie de los linfocitos B incluyen receptores
del complemento CR; y CRj, el ultimo conocido como CD21, una enzima fija a
membrana llamada 5’nucleotidasa cuya funcion se desconoce, la proteina fijadora de
oligosacarido similar a la lectina y las proteinas de adhesion antigeno funcional
leucocitario tipo 1 (LFA-1), moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1), receptores
para constituyentes en la pared celular de las bacterias y la proteina CD40 implicada en

recibir ayuda de la célula T.">?°

Funciones de los linfocitos.

Los linfocitos T y B y el macrofago interactuan en una serie de sucesos que
permiten que el organismo ataque y elimine antigenos extrafios, lo cual se conoce
como respuesta inmunitaria.’®

El trabajo de los linfocitos T o B puede dividirse en 3 fases: reconocimiento,
activacion y funcion efectora. Si un patdgeno logra sortear las eficaces barreras
inmunes innatas y establecer una infeccion, se ponen en marcha los mecanismos de
inmunidad adaptativa. A menudo esta se pone en marcha de todos modos,

simplemente para reforzar la inmunidad innata en futuras infecciones.



Los linfocitos virgenes reconocen los antigenos o se activan por otros estimulos
e inician las respuestas inmunitarias adaptativas. Finalmente, si las células no entran en
contacto con un antigeno, mueren mediante un proceso de apoptosis.’?

Los linfocitos T, son responsables de la parte conocida como inmunidad
mediada por células, reconocen al antigeno por medio de su RCT de estructura
homologa al RCB pero a diferencia del linfocito B no lo hace en forma soluble si no que
reconoce pequefios péptidos unidos a las moléculas MHC propias de cada individuo,
después de esto se produce la activacion para la que se requiere que se den
simultaneamente sobre él dos tipos de sefiales la primera proviene del antigeno y la
segunda se la da una célula coestimuladora, si no es asi no solo no se activa si no que
se puede convertir en inactivo o anérgico, y ya no responder mas a dicho antigeno. Se
ha sugerido que este reconocimiento doble sirve para evitar la inactivaciéon de las
células T por antigenos libres circulantes. Una vez activado apropiadamente, comienza
el proceso de proliferacion para generar un numero suficiente de linfocitos que
eliminaran al patégeno, fase que requiere de una semana aproximadamente.'>%22°

Por ultimo se da la diferenciacion, mediada por citocinas distintas a las que
mediaron la proliferacion, como ya se dijo estos linfocitos pueden diferenciarse en
células efectoras o de memoria, las primeras incluyen a los linfocitos T cooperadores
(Tw), que expresan proteinas de superficie que interactuan con ligandos sobre células,
como macrofagos y linfocitos B y secretan citocinas que activan otras células y por otro
lado a los T citotoxicos (Tc), que producen granulos que contienen proteinas que
destruyen las células infectadas por virus y células tumorales. Por lo tanto estos
linfocitos son necesarios para diferentes tipos de reacciones, como regular la
produccién de inmunoglobulinas, mediar la hipersensibilidad tardia y destruir células
infectadas.

Para los linfocitos T o B que se diferencian en células de memoria su funcién
radica en producir respuestas rapidas y de mas intensidad ante una segunda o
subsiguientes exposiciones al antigeno."*

El linfocito Ty fija al antigeno en la superficie del macrofago o célula presentadora

de antigeno mediante el receptor de células T (RCT). La poblacion CD4+ de células T,



reconoce el antigeno junto con las moléculas clase Il y la CD8+ el antigeno junto con
las moléculas de la clase I.1%%

La activacion de células cooperadoras y efectoras para la hipersensibilidad tardia
por antigenos solubles, requiere interacciones como ya se dijo con células accesorias
como son: los macrofagos, linfocitos B y T activados y en algunos casos células
endoteliales, que tienen dos funciones; primero procesan y presentan el antigeno y los
productos del gen MHC en forma adecuada para que puedan ser reconocidos por el
RCT, esta funcion requiere que se tenga una densidad suficiente de moléculas MHC
clase Il, y después, sintetizan y secretan materiales solubles necesarios para que
prosiga la activacion completa de la célula T. Algunos de los materiales solubles son
interleucinas como la IL-1, también conocida como monocina si es secretada por el
macrofago. La unidn de antigeno - MHC I, y el efecto de la IL-1, estimula la secuencia
de acontecimientos bioquimicos y morfolégicos en el linfocito Ty, que da como resultado
la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T sensibilizados de manera especifica.

Los linfocitos T activados liberan linfocinas que actuan en forma inespecifica para
antigenos, sobre otras poblaciones de células mononucleares entre ellas las células B,
los monocitos-macrofagos, y otras células del sistema inmunitario e incluso de otros
linfocitos T, por ejemplo el interferon gamma mejoran la actividad citolitica de
macrofagos, el factor estimulador de colonias y la IL-3 apoyan el crecimiento y
diferenciacion de monocitos, el factor de crecimiento de células B estimula la
proliferacion y diferenciacion de una subpoblacién de estas y la interleucina 2 (IL-2) que
puede ser sintetizada por algunas células T en las cuales, si estan en reposo no tiene
efecto alguno sobre su proliferacion, sin embargo si estan activadas puede sostener su
proliferacién. El efecto de la IL-2 es actuar como factor de crecimiento o diferenciacion.
La activacion de la célula T también induce a estas a expresar un ligando para CD40
(lamado CDA40L) y la interaccion entre CD40 que se encuentra en los linfocitos B y
CD40L suministra sefiales criticas para la diferenciacion de la célula B.">?°

Hay dos poblaciones de linfocitos Ty que difieren en su funcién cooperadora,
pero que no es posible aun distinguirlos por marcadores celulares, Ty1 y Tu2, los
primeros requieren contacto fisico entre el linfocito B y el linfocito T, a través de los TCR

y el complejo antigeno-molécula MHC Il en el linfocito B para estimular a este ultimo, la



poblacién Ty2 no requiere de este contacto fisico, pero media la funcion de estos a
través de la liberacion de mediadores solubles, este mecanismo no esta restringido por
MHC.™

Las citocinas producidas por estas subpoblaciones de linfocitos T no solo
determinan sus funciones efectoras, sino que también participan en el desarrollo y la
expansion de las subpoblaciones respectivas. Por ejemplo el IFN-y secretado por los
linfocitos Tw1 estimula una mayor diferenciacion de Ty1 e inhibe la proliferacion de las
células Ty2, los Ty1 secretan ademas IL-2 y TNF-B. Por otro lado, la IL-4 producida por
los linfocitos Ty2 estimula la diferenciacion Ty2 en tanto que la IL-10, también
sintetizada por estas (asi como por otras células) inhibe la activacién de los linfocitos
Tu1, los Th2 secretan también IL-5, IL-6, e IL-13.

La via de diferenciacion Tu1 es la respuesta a los microorganismos que infectan
o activan a los macrofagos y a aquellos que activan a los linfocitos NK, la diferenciaciéon
a Ty2 aparece en respuesta a helmintos y alergenos, lo que produce una estimulacion
cronica de los linfocitos T, a menudo sin una respuesta inmunitaria innata o una
activacion de macréfagos significativa.?®

Los linfocitos T citotoxicos (T¢) conocidos también como células T efectoras, son
pocos en un individuo sano, estos actuan en citolisis restringida de MHC de clase |
especifica para antigeno. El enlace de antigeno-MHC | y la IL-2 a receptores
especificos de linfocito T¢ estimula su proliferacion. Este tipo de linfocitos reconoce y
destruye células autélogas modificadas por virus.'

Los linfocitos T¢ interaccionan con células diana, y liberan unas proteinas
llamadas perforinas que lisan a estas ultimas en pocos minutos, en algunos casos la
lisis se lleva acabo sin la intervencién de las perforinas, tras la interaccién de cierta
molécula en la membrana de los linfocitos T (CD95L) con una molécula de la célula
diana (CD95), esta union induce lisis programada (apoptosis) de la célula diana.??

La respuesta inmunoldgica a antigenos extrafos trasplantados, desencadenada
en el individuo, se caracteriza también por la generacion de linfocitos T citotoxicos (T¢)
para el aloinjerto. Estas células aparecen en dos etapas, en la primera las células CD4

positivas reconocen las moléculas clase |l del aloinjerto como extrafias y se activan, la



segunda etapa incluye la generacién de células efectoras citotoxicas entre la poblaciéon
de células CD8 positivas.

Para el completo desarrollo de estas que reconocen moléculas MHC clase | del
aloinjerto se requiere la secrecién de IL-2 por células CD4 positivas.

Ademas de su funcion efectora, los linfocitos T intervienen en forma crucial en la
regulacion de la reactividad inmunolégica como linfocitos T supresores (Ts)
identificados por el antigeno CD8, modulando el desarrollo de células plasmaticas que
secretan Igs a partir de células By la reactividad de otras células T.

Esto es por medio de dos vias: la secreciéon de materiales reguladores solubles
por los linfocitos T e interacciones directas entre células T y B.

Cabe mencionar que las células T y B no necesitan compartir la misma
especificidad antigénica para que las células T proporcionen ayuda.”"29

Las diferentes funciones efectoras y reguladoras mediadas por células T,
representan las capacidades de sus poblaciones que se distinguen por diferencias en
sus fenotipos.?

Los linfocitos B son responsables de la parte de la respuesta inmunitaria
conocida como inmunidad humoral, el proceso de reconocimiento, activacion y
proliferacién, es semejante a como ocurren en los linfocitos T, solo que estos hacen el
reconocimiento con antigenos de los patégenos extracelulares o sus productos solubles
en su conformacion nativa (proteinas, carbohidratos y lipidos) por medio de su receptor
de células B (BCR) y en la diferenciacion los linfocitos B se transforman en células que
sintetizan y secretan anticuerpos de forma activa. Otra de las funciones de estos
linfocitos es como células presentadoras de antigeno altamente eficaces.'?%%

La actividad funcional de este linfocito incluye la sintesis y secreciéon de
anticuerpos. Asi mismo, la inmunoglobulina de superficie actua como receptor del
antigeno transformado, el cual se enlaza tanto al macréfago como al linfocito Ty.

Ademas del enlace del antigeno presentado por el macrofago, las moléculas
MHC Il del linfocito B se enlazan a los receptores de este en el linfocito Ty, este
complejo de las tres células inicia la formacion del inmunoblasto del linfocito B, que se

transforma en célula plasmatica secretora de anticuerpos. '



Después de la estimulacion mitdbgena o antigénica, los linfocitos B siguen
cualquiera de las dos ramas de la via. Pueden diferenciarse (con o sin divisién celular)
en células plasmaticas que secretan grandes cantidades de Igs, o dividirse y después
regresar a un estado de reposo como pequenos linfocitos posmitéticos, estos ultimos se
llaman linfocitos B de memoria, por que pueden transformase con rapidez en células
plasmaticas después de una segunda exposicion al mismo antigeno.

La formacion de células pre-B y la descendencia de células B, no requiere
estimulacion antigénica u otros estimulos ambientales. Por otra parte los antigenos y
otros mitdbgenos son esenciales para activar las células B en reposo e iniciar su
proliferacion y diferenciacién subsiguiente.?

Las células NK tienen la capacidad biologica de destruir espontaneamente
células blanco, su actividad va dirigida principalmente a células infectadas con virus y
algunos otros microorganismos intracelulares y se dirige también a células neoplasicas,
en estos casos es muy comun que las células ya no expresen el MHC de clase |.

A diferencia de los linfocitos T¢c no es necesaria la sensibilizacion previa para la
actividad litica de las células NK y la citolisis no se restringe al MHC, aunque parece
que el interferén si aumenta la actividad de estas células.

Cuando las NK se activan son capaces de producir citocinas como el interferén vy
(IFN-y), el TNF-a, GM-CSF e IL-3 y por lo tanto pueden ejercer funciones de activacion
de otros linajes celulares importantes en la erradicacion de tumores o agentes
infecciosos.

Ademas también pueden responder a citocinas ya que expresan en su
membrana algunos receptores especialmente para IL-2, IL-12 y TNF-a, su actividad se
estimula por la IL-15 e IL-12, producidas por macréfagos siendo la IL-15 un factor de
crecimiento para las NK, y la IL-12 un potente inductor de la actividad citolitica de los
NK y de la sintesis de IFN-y en ellas que a su ves activan a los macrofagos.”*2228

Las NK reconocen células diana recubiertas de anticuerpos mediante el FcRllla
(CD16), un receptor de baja afinidad de las porciones Fc de los ac. IgG1 e IgG3.
Cuando esto ocurre el receptor transmite una senal de activacion a las NK, y puede
entonces ejercer su accion citotoxica y/o producir y secretar citocinas al medio, la

transduccién de la sefial se realiza a través de una proteina que se asocia no



covalentemente a CD16 que puede ser la cadena y del receptor FcyRI o la cadena ¢ del
TCR ambas cadenas contienen motivos (ITAM del inglés Immunoreceptor Tyrosin-
based Activation Motifs). Los linfocitos NK también son capaces de lisar células que no
estén recubiertas de anticuerpos. Existen varios receptores que se unen a ligandos y
cadenas transmisoras de sefiales, los ligandos a receptores activadores no estan bien
definidos, pero pueden incluir moléculas que se expresan con frecuencia en las
superficies de la mayoria de las células y algunos productos microbianos con una
caracteristica comun que es la presencia de ITAM (motivos de activacion del
inmunoreceptor basado en tirosina).

Los receptores inhibidores de los linfocitos NK son cadenas sefializadoras con
secuencias de inhibicién del inmunoreceptor basadas en tirosina (ITIM del inglés
Immunoreceptor Tyrosin-based Inhibition Motives) en sus colas citoplasmaticas, estos
receptores se unen a moléculas del MHC de clase | que se expresa en la mayoria de
las células normales. Cuando ambos receptores activadores e inhibidores estan
ocupados por su ligando, domina la influencia de los inhibidores y la célula NK no se
activa. Este mecanismo evita la destruccion de células normales del huésped. La
infeccion de células del individuo, especialmente por algunos virus, provoca a menudo
una inhibicién de la expresion del MHC clase | y por lo tanto la pérdida de los ligandos
de los receptores de células NK, dando como resultado que estas salgan de su estado
normal de inhibicion y destruyan a las células infectadas ademas estas células carentes
de MHC clase | resultan invisibles para los linfocitos T¢c asi que las células NK
complementan perfectamente el papel de estos."?? El mecanismo de citolisis mediada
por NK es practicamente igual que el de los linfocitos T¢ tienen granulos que contienen
una proteina denominada perforina, que crea poros en las membranas de la célula
diana y enzimas conocidas como granzimas, que entran por los poros de las perforinas
e inducen la apoptosis de la célula diana. El IFN-y activa y aumenta la capacidad de los

macréfagos para destruir los microorganismos fagocitados.”



3.3 LAS PLAQUETAS.

Generalidades de las plaquetas.

De los tres elementos formes de la sangre, la plaqueta fue el ultimo en ser
descubierto. Varias circunstancias retrasaron su hallazgo, entre ellas, su tamano,
notablemente mas pequeno que el de los eritrocitos y leucocitos, asi como las
limitaciones Opticas de los elementales microscopios empleados durante los siglos
pasados, particularmente el problema de la aberracion cromatica.

Otro factor que impidié reconocerlas, fue su caracter agregable, ya que durante
la toma de muestras o al realizar los extendidos de sangre obtenida por puncion
cutanea se agregaban convirtiéndolas en un conglomerado que impedia observarlas
como particulas independientes.

En los afios siguientes a la invencidn del microscopio, varios observadores
reportaron la presencia de particulas diminutas en la sangre.

Durante el siglo XIX, numerosos observadores reportaron la presencia en la
sangre de corpusculos mas pequefos que los glébulos rojos y los glébulos blancos,
pero reinaba una gran confusion acerca de su papel y de su origen. Se propusieron
varias explicaciones, entre ellas, que se trataba de productos de desintegracion de los
otros elementos formes, como los glébulos rojos y blancos, o que eran precursores en
la formacion de los eritrocitos; también fueron confundidas con bacterias. A lo largo de
esa época, el estudio de la composicion de la sangre se basaba en observar tanto la
separacion de sus partes después de la coagulacion, como su reaccion a medios fisicos
(calor o frio), o quimicos, al agregarle diferentes sustancias, entre ellas acidos y alcalis.
Quien logré entender mejor el papel de las plaguetas y reconocerlas como un elemento
distinto en la sangre fue el italiano Giulio Bizzozero (1841-1901), y las llamo “petites
plaques” (describi6 como se agrupan en los vasos dafados y forman el tapon
hemostatico en forma diferente de la coagulacion del plasma y mencion6 que se trataba
de dos eventos independientes y paralelos).

Hasta que en 1906, el destacado patologo norteamericano James Homer Wright
(1869-1928), quien perfecciond la tincion que lleva su nombre y la aplicé al estudio de la

sangre y de la médula &sea, descubrio, mediante preparaciones histolégicas



convincentes, que los megacariocitos de este tejido daban lugar a las plaquetas
después de la fragmentacion de su citoplasma. En los afos siguientes, numerosos
autores, sobre todo de la escuela italiana aceptaron el hecho, que fue apoyado por la
similitud histoquimica y de coloracion que existia entre los megacariocitos y las
plaquetas.

A pesar de esos avances a fines del siglo XIX, durante los primeros lustros del
presente siglo aun habia confusion sobre las plaquetas y no todos los autores
prestaban suficiente atencidn a su conteo en la citometria hematica aunque se
reconocia que su descenso se asociaba con algunas enfermedades hemorragicas.

En los afos que siguieron a las primeras observaciones de este tercer elemento
de la sangre, la plaqueta pas6 de la misteriosa particula apenas visible, causa de
grandes polémicas acerca de su significado, hasta el elemento que determina funciones
vitales como la hemostasia, y que participa en enfermedades hemorragicas y, sobre
todo, en enfermedades trombodticas con una elevada tasa de mortalidad, como la
aterosclerosis.'®%

Los conocimientos alcanzados acerca de las caracteristicas estructurales y
funcionales de las plaquetas han permitido una mejor comprension de los mecanismos
de trombogénesis, estas caracteristicas, son importantes ya que esto constituye la
base, entre otros aspectos, para el disefio de farmacos y estrategias de tratamiento
antitrombatico.

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos que se producen como
consecuencia de la ruptura de los megacariocitos de la médula 6sea, éstas son células
extraordinariamente grandes (20um de diametro), con un nucleo altamente poliploide y
un citoplasma subdividido por capas de membranas onduladas. Las plaquetas se
forman a partir de vesiculas que se desprenden en grandes cantidades de las
membranas externas de los megacariocitos.®® Las plaquetas jovenes son mas grandes
y de menor densidad que las viejas, metabdlicamente mas activas y efectivas en la
hemostasia, aproximadamente dos tercios de las plaquetas que se producen se van a
la circulacién, mientras que el otro tercio se hallan retenida en el interior del bazo,
aunque en un exquisito equilibrio con las circulantes, asi constantemente entra en el

bazo una cantidad de plaquetas igual a la cantidad que lo abandona. Una persona tiene



normalmente un promedio de 250 X 10° /L (intervalo de 150 a 450 X 10° /L) plaquetas
en circulacion.

Durante 7 a 12 dias las plaquetas permanecen en el torrente circulatorio y si no
se destruyen en los lugares que actuan, se destruyen por apoptosis, segun se cree, las
plaquetas danadas, no funcionales o envejecidas, recubiertas de inmunoglobulinas, son

removidas de circulacién principalmente por macréfagos del bazo.>"2*3

Caracteristicas estructurales de las plaquetas.

Circulan en la sangre en forma de disco biconvexo de aproximadamente 2 a 3uym
de diametro, 4-7um® de volumen y 10 pg de peso, estan desprovistos de nucleo.
Poseen carga eléctrica negativa en su superficie.'>*

En los frotis se observan con frecuencia aglomeradas debido a su gran
capacidad de agregacion (Figura 3-12). Lo normal es observar de 3 a 10 plaquetas
aproximadamente por cada 100 GR o grupos ocasionales por campo, visto con objetivo
de inmersién no debe existir menos de una plaqueta por campo.*

Presentan dos zonas claramente delimitadas, una central donde se disponen las
granulaciones azurdfilas, denominada cromomero la cual se observa como con
granulos tenidos en purpura y otra periférica hialina e incolora denominada hialémero,
que se observa al microscopio en color azul claro (Figura 3-11)."> Con el fin de

simplificar la complicada estructura de las plaquetas esta se divide en cuatro zonas.

£
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Fig. 3-11 Plaquetas, se observa la presencia Fig. 3-12 Aglomerado de plaquetas. Tincién
de los granulos. (1000X). supravital. (1000X).



Zona periférica

Comprende 3 dominios: la cubierta exterior o glicocalix, la capa media es la tipica
unidad de membrana con la estructura de bicapa lipidica y la region submembrana es el
area que se encuentra inmediatamente por debajo de la unidad de membrana
representa el tercer componente de la zona periférica.

Zona de la matriz citoplasmatica
Contiene varios sistemas de fibras en distintos estados de polimerizacion (microtubulos
y microfilamentos) que mantiene la forma discoide de las plaquetas y representa el
sistema contractil que participa en el cambio de forma emisién de seuddpodos,
contraccion interna y secrecion.

Zona de organelos
Existe una fase sol, donde se hallan los principales granulos, estos son: los granulos
alfa, cuerpos densos, peroxisomas, lisosomas y mitocondrias.
1.-Granulos alfa: estructuras esféricas o alargadas con membrana propia, hay alrededor
de 50 a 80 por célula, con un contenido principalmente de proteinas secretoras
multifuncionales: proteinas adhesivas, factores de coagulacion, factores de crecimiento,
proteasas, proteoglicanos e inmunoglobulinas.
2.-Granulos densos: organelos de 200 a 300 nm de diametro, tienen normalmente de 3
a 8 granulos, se ven oscuros y es donde se almacenan fundamentalmente las
substancias proagregantes.
3.-Lisosomas: vesiculas distintas, mas pequefias que los granulos alfa, contienen en
general enzimas hidroliticas que pueden aumentar de manera sinérgica la actividad de
la cascada de coagulacion intrinseca.
4.-Peroxisomas: su existencia se ha evidenciado por la demostracién de actividad
catalasica. Son pequefios y escasos y no han sido suficientemente caracterizados en
estructura y funcion.

Sistema de membranas o sistema tubular:

Hay un sistema de tubulos internos, llamado sistema tubular denso (std); es una
estructura tubular que recorre la plaqueta a lo largo de su mayor circunferencia

proporcionandole el aspecto discoide.



El sistema tubular conector (stc) o sistema canalicular abierto (osc), se forma de
las invaginaciones presentadas en la membrana plasmatica. Tanto stc. como std. estan
comunicados, se cree que el std es el equivalente del aparato de Golgi del
megacariocito; estos dos sistemas regulan la entrada y salida de calcio en la

plaqueta.>16:40

Composicion quimica de las plaquetas.

Zona periférica.

El glicocalix es rico en carbohidratos y posee caracteristicamente carga negativa,
se han descrito al menos ocho glicoproteinas mayores (la, Ib, Ic, lla, llb, llla, IV y V).

La membrana se constituye de una bicapa lipoproteica con glicoproteinas que
funcionan como receptores de los agonistas fisiolégicos de las plaquetas como: el ADP,
el tromboxano A; (TXA;) y la trombina, también de proteinas adhesivas (fibrindgeno,
fibronectina, laminina, trombospondina, vitronectina, factor de Von Willebrand (VWF) y
para ligandos fibrosos como el colageno; ademas posee fosfolipidos, y enzimas
importantes para el funcionamiento celular. Es responsable de la interaccion de la
célula con el medio circundante a través de receptores entre las que figuran las
integrinas, las cuales se caracterizan por enlazarse a proteinas que tienen la secuencia
arginina-glicina-aspartato (RGD): fibrindbgeno, fibronectina, vitronectina, vWF, colageno.
Las integrinas mas estudiadas han sido GPlIb/llla y la GPIb.

La GPIIb/llla ocupa una gran proporciéon de la superficie plaquetaria (15% de la
proteina total de la membrana y 3% de la célula)."®

Hay de 3 a 8 réplicas en la plaqueta en reposo, es un heterodimero de 228 kDa,
dependiente de calcio, cuyas subunidades a y b son codificadas por genes diferentes.
La mayor proporcion de esta glicoproteina es extracelular y dispone de 2 segmentos
transmembrana y 2 cortos segmentos citoplasmaticos formados por los extremos C
terminales. En la plaqueta en reposo se encuentra en forma de mondémero, ya que la
asociacion de las subunidades requiere calcio extracelular, que se enlaza a la
subunidad llb.

La GP Ib/IX es un heterodimero formado por la asociacion de las GPIb y IX. La

GPIb consta de una cadena a y una b enlazadas por puentes disulfuro.



Tiene regiones extracelulares (40 nm), que poseen los dominios de identificacion
y garantizan la interaccion con los ligandos VWF vy trombina y las inmediatas
transmembrana y citoplasmatica, que actuan como anclaje del complejo a la célula.
Esta glicoproteina es rica en leucina. Después de la GPIllb/llla es la mayoritaria en la
membrana plaquetaria (1-3 x 10* moléculas /plaqueta). Las subunidades GPlay b y la
GPIX son codificadas por genes diferentes, localizados en cromosomas diferentes.

Las diferentes regiones de este complejo tienen una funcidén: la region
extracelular facilita el acceso al subendotelio y la interaccién con trombina y vVWF como
ya se dijo; la region intracitoplasmatica une los dominios funcionales extraplaquetarios
con el citoesqueleto de actina; la regidon transmembrana actua como anclaje de la
glicoproteina en la membrana plaquetaria.

En esta también estan la Na/K ATPasa y la bomba de aniones, las que
mantienen el gradiente idnico de la membrana.

La region submembrana esta constituida por un sistema de elementos
filamentosos ubicados por fuera de la banda circunferencial de microtubulos.

Zona de la matriz citoplasmatica.

Contiene particulas de glucégeno diseminadas o aglomeradas que constituyen la
fuente energética de esta célula en forma similar a las células musculares. Contiene
ribosomas en muy pocas cantidades, fundamentalmente en las células jovenes, lo que
concuerda con la casi nula actividad de sintesis proteica.

Soporta, ademas, el mas prominente de los sistemas de fibras de la matriz, la
banda circunferencial de microtubulos, es un grupo de 8 a 24 perfiles circulares de
aproximadamente 25 nm de didmetro ubicados de manera concéntrica y que mantienen
la forma discoide de la célula y garantizan su resistencia a la deformacion.

Los microfilamentos constituyen el segundo sistema de fibras de la matriz
citoplasmatica y son parte del sistema contractil. Miden alrededor de 50 A de
diametro.®3?

Citoesqueleto.

Es un gel visco-elastico que contiene filamentos de actina entrecruzados,

conectados a la GPIb por proteinas enlazantes de actina y tiene como funciones:

a) La regulaciéon de las propiedades de la membrana, tales como sus



contornos y estabilidad, junto a los microtubulos propicia el mantenimiento de la forma
de la plaqueta en reposo.

b) Mediacion de la distribucion lateral de las glicoproteinas receptoras en la
membrana.

c) Constituye una barrera para la exocitosis. Su alteracion puede llevar a la
fragmentacion del citoplasma formando micro particulas.

Gel contractil.

Esta formado por largos filamentos de actina enrejados, conectados con el
citoesqueleto submembranoso y miosina que se encuentra en forma no polimérica en la
célula en reposo. Constituye el cuerpo de los organelos celulares, los cuales se
desplazan hacia el centro de la célula a consecuencia de la contraccion del gel.*

Zona de organelos.

Los granulos de almacenamiento y secrecidn son los o©Organos mas
caracteristicos, constituyendo en conjunto alrededor del 20% del volumen plaquetario.
La disposicion espacial de los granulos en las plaquetas no estimuladas es al azar y
homogénea; cuando se produce activacion los granulos se funden con las membranas
del (osc) y vierten su contenido al exterior, desde un punto de vista morfologico y
funcional se distinguen:

Granulos alfa.

Son organelos esféricos de 140 a 400nm en diametro, distintivos de las
plaquetas, son ricos en macromoléculas con una porcion de alta densidad en
electrones. Sus membranas contienen GPIllb/llla, pequefas cantidades de GPIlb, GPIX
y P selectina. Tienen una importante participacion en el funcionamiento celular, al
propiciar la interaccion entre plaquetas, es la poblacion granular mas numerosa, de ahi
que la cantidad de granulos a (como promedio 50-80 granulos por plaqueta) determina
el valor funcional de la célula. También participan en la interaccion con otras células a
través de la liberacién de su contenido, el cual se puede dividir en dos grandes grupos:
a) proteinas especificas plaquetarias ausentes en el plasma: Factor 4 plaquetario (F4P)
conocido también como factor neutralizante de heparina, B-tromboglobulina y b)
proteinas idénticas a las del plasma, algunas sintetizadas por el megacariocito: Factor

von Willebrand (FvW), Factor V, trombospondina (TSP), entre otras y aquellas no



sintetizadas por el megacariocito e incorporadas desde el plasma: fibrindgeno (factor 1),
albumina.

Como proteinas adhesivas ademas del FvW el fibrinbgeno y la trombospondina,
se encuentran también, la fibronectina, la P-selectina y la vitronectina.

Como proteinas del sistema hemostatico que contienen los granulos alfa estan
ademas del Factor V, FVIIl, FIX, proteina S, cininégeno de alto peso molecular,
plasmindgeno, el inhibidor del activador del plasminégeno tipo 1 (PAI-1), a 2
antiplasmina, a-2 macroglobulina, a-1 antitripsina.

Contienen también Factores de crecimiento: factor de crecimiento derivado de
las plaquetas (PGDF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
transformador (TGFp).

Por ultimo otros componentes de los granulos a: son, IgA, IgG, osteonectina,
colagenasa, elastasa e inhibidores de proteasas.®?"3340

Granulos densos.

Organelos de 200 a 300 nm de diametro, tienen normalmente de 3 a 8 granulos densos
por plaqueta, se caracterizan por su alta densidad electrénica que le confiere el elevado
contenido en calcio (50% del total, en una concentracion 2 mol/L) y fésforo inorganico,
magnesio, almacenan alrededor de los 2/3 del contenido total de nucledtidos de las
plaquetas ATP y ADP, contienen también: serotonina, calcio ionizado, adrenalina,
epinefrina, norepinefrina y dopamina.’ 16:3340

Lisosomas.

Son los granulos mas pequefios, menos de 300 nm de diametro, almacenan
enzimas hidrolasas, estos son ricos en fosfatasa acida, arilsulfatasa, B-glucuronidasa,
entre otras, a diferencia de lo que ocurre en otras células no se ha encontrado la
funcion de digestion en su interior, por lo que constituirian lisosomas primarios que
secretan su contenido durante la activacion de la plaqueta.’®*°

Peroxisomas.

Ademas de los granulos secretores descriptos previamente, se puede demostrar
en plaquetas con una técnica citoquimica que detecta catalasa, la presencia de

granulos pequefios que son similares a los peroxisomas encontrados en otros tejidos.40



Sistema de membranas o sistema tubular.

Sistema canalicular abierto, llamado también sistema tubular conector, esta
formado por canales ramificados, se conecta a la membrana externa y posee
caracteristicas similares a ella en cuanto a su composicion. A través de este sistema se
transportan las GPIIb/llla 'y la GPIb hacia los granulos a.

Sistema tubular denso, es un sistema de membranas que aparece en la vecindad
de los microtubulos y rodea los organelos, con apariencia, y funciones similares a las
del reticulo endoplasmico liso de otras células. Regula la activacion plaquetaria
mediante el secuestro o liberacién de calcio, de forma similar a los tubulos del musculo
esquelético y por un mecanismo mas rapido que el de las mitocondrias. También posee
ATPasas, enzimas del metabolismo del acido araquidonico y adenilato ciclasa.

Las plaquetas poseen organelos inespecificos, como mitocondrias, liso-somas y
peroxisomas, que tienen caracteristicas y funciones similares a los de otras células
pero, ademas, portan organelos especificos, que son los granulos alfa y los granulos

densos.*

Funciones de las plaquetas.

Su funcién principal se encuentra en el mecanismo de la coagulacion. Las
plaquetas son esenciales para la hemostasia normal y para desarrollar cuatro distintas
funciones en respuesta al dafo vascular.

1.-Mantenimiento continuo de la integridad vascular al sellar las deficiencias
menores del endotelio.

2.-Detencién inicial de la hemorragia a través de la formaciéon de tapones
plaquetarios.

3.-Estabilizacion del tapdén hemostatico al contribuir con la actividad pro-
coagulante (factor 3 plaquetario) haciendo que la cascada de coagulacion forme fibrina.

4.-Promocion de la reparacion vascular al estimular la migracion de células
endoteliales y la migracion y proliferacion de células musculares lisas mediales (a
través de la liberaciéon del mitdégeno, factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDGF).*



Las plaquetas se caracterizan por un consumo muy extenso de oxigeno, es 6
veces mas rapido que en las células musculares en reposo. La fuente de energia es la
glucosa que se obtiene a partir del glucégeno y la via fundamental es la glicdlisis
anaerobia, que convierte la glucosa en lactato e iones de hidrégeno, los cuales son
captados por el acetato, que entra a las mitocondrias para su oxidacién en el ciclo del
acido tricarboxilico (ciclo de Krebs), lo que propicia la sintesis de ATP por la
fosforilacion oxidativa y la estabilizacion del pH celular.

Incorporan a su interior (por un mecanismo independiente de energia)
fragmentos de membrana que contienen GPIIb/llla y también fibrindgeno, y (por un
mecanismo dependiente de energia), fragmentos de membrana que contienen GPIb,
esto permite la regeneracién de los receptores de membrana.

Estas células concentran la mayoria de la serotonina de la sangre la que toman
unida a calcio mediante transporte activo. También toman del plasma ligandos como
fibrinégeno, colageno, fibronectina y aminas biégenas.>®
Activacion plaquetaria.

La participacién de las plaquetas en los procesos de hemostasia depende de la
ocurrencia de 3 eventos: la adhesion plaquetaria; el cambio de forma y la agregacion
plaquetaria. Si el estimulo y la concentracion de los inductores es fuerte la secuencia se
lleva por completo, pero si el estimulo es débil o hay presentes inhibidores potentes, se
detiene e incluso puede revertirse, la naturaleza del inductor es otro factor
condicionante.'

Cambio de forma.

Todos los inductores tanto de la adhesién como de la agregacion plaquetaria
provocan el cambio de forma de discocito a esferocito, es la primera manifestacion
fisica de la activacion plaquetaria, se acompafa de un incremento en la superficie
desde 8.02 pm? (en la plaqueta en reposo) a 13.0 ym? (en la plaqueta activada),
exponiendo asi receptores que mantenia en la parte mas recondita de su membrana.
Disminuye la longitud del subesqueleto submembrana cuya evaginacion aporta
membranas para este proceso. Se produce la redistribucion de los microtubulos, lo que

le confiere la caracteristica de deformabilidad celular y la posibilidad de emitir



seuddpodos. Los microtubulos que estan en estrecho contacto con el gel contractil, se
trasladan hacia el centro de la célula.

Se procede a la desintegracién del citoesqueleto y se restituye a partir de la
internalizacion de fragmentos de la membrana externa.

Este es un proceso dependiente de energia e independiente de calcio, pues no
se inhibe con EDTA, que es un potente inhibidor de la adhesion y agregacion.

Puesto que en presencia de concentraciones 6ptimas de inductores potentes, los
cambios morfologicos preceden a la reaccion de adhesion, se acepta que los procesos
“espinosos” favorecen la adhesion a superficies extrafias asi como la agregacion entre
célula y célula.

El cambio morfolégico inducido por concentraciones muy bajas del inductor, por
ejemplo pequefias concentraciones de trombina, es reversible.

Adhesidén plaquetaria

Las plaquetas son capaces de adherirse a superficies artificiales, sobre las
cuales se expanden. Utilizan como ligando al fibrinbgeno, a través de su uniéon a
GPIIb/llla. También se adhieren al colageno (fundamentalmente de los tipos | y Ill),
vWE, fibronectina, laminina.

En condiciones de bajo flujo sanguineo, este evento es mediado por la
interaccion vVWF-GPIb, pero en condiciones de alto flujo también se requiere la
participacion de GPIlIb/llla. Se forman enlaces firmes que dependen de la estructura
fibrilar del colageno y de la cantidad de subunidades RGD.

La adhesion plaquetaria al colageno requiere de la interaccion del colageno con
VvWF del plasma, GPIb, GPlalla de la membrana plaquetaria que durante la formacién
del coagulo establecen enlaces plaqueta-fibrina. Se produce la internalizacion de las
mallas de fibrina o de colageno, que son rodeados de microfilamentos.*

Agregacioén plaquetaria.

Las plaquetas activadas se agregan entre si, formando pelotones de plaquetas.
Esta agregacion al principio puede ser reversible, pero posteriormente se hara
irreversible.

Estimulos fisioldgicos para la activacion plaquetaria son la trombina, el colageno,

el ADP, la epinefrina, el TXA,. Los eventos posteriores tienen elementos comunes y



otros que lo diferencian, por ejemplo, ocurren como resultado de la estimulacién de
receptores especificos. En el caso de la trombina, el ADP y el TXA,, se trata de
receptores acoplados a proteinas enlazantes de nucledtidos de guanina (proteinas G).
El de trombina es una glicoproteina con 7 dominios transmembrana, de la cual hay de
1,500 a 2,000 copias que se desensibilizan rapidamente al producirse la activacion,
estas no son recuperables. El receptor del ADP, se caracteriza por activarse frente al
ADP y por inhibirse frente al ATP, algunas evidencias experimentales recientes,
sugieren que se trata de 3 receptores, uno P2Y4, igual al que media la vasodilatacién y
que es causante del aumento del calcio citoplasmatico, el cambio de forma y la
agregacion plaquetarias, otro P2Y,, que media la inhibicion de la adenilciclasa y uno
P2X4 (no acoplado a proteina G) con una menor significacién.

Se plantea que al menos una glicoproteina, la GPVI, actua como receptor para la
fase de activacion inducida por el colageno y que su estimulacion es una sefal para
una fosfolipasa C.

Un evento que sigue a la activacion es el incremento de la concentracion de
calcio citoplasmatico, cuyo mecanismo bioquimico no ha sido determinado totalmente
en la mayoria de los casos.

Con respecto a la trombina, el colageno y el TXA;, se ha demostrado la
ocurrencia de activacion de la fosfolipasa C, que da lugar a la formacion de 1,4,5
trifosfato de inositol el cual libera calcio del sistema tubular denso y activa una miosina
cinasa y el 1,2 diacilglicerol que activa la proteina cinasa C, que desencadena una serie
de fosforilaciones de proteinas que parecen importantes para el proceso de agregacion
plaquetaria.

En el caso del TXA; se cree que también hay entrada a la célula del calcio
extracelular a través de una intensificacion del intercambio Na*/H" de lo cual depende
mas de la mitad del incremento del calcio citoplasmatico.

La trombina, el ADP y la epinefrina inducen inhibicion de la actividad
adenilciclasa en la plaqueta, cuya implicacién en el resultado final no esta bien

determinado.



Se desconocen los mecanismos bioquimicos que llevan a la activacion de la
GPIIb/llla y el enlace del fibrinbgeno, pero hay evidencias de que este ultimo es
independiente del calcio.

La activacién plaquetaria por agentes como trombina, colageno, ADP vy
epinefrina, puede conducir a la activacion de la fosfolipasa A, citoplasmatica, que
requiere concentraciones fisioldgicas de calcio para activarse, la cual cataliza la
hidrélisis de los fosfolipidos de membrana y da lugar al acido araquidonico que se
metaboliza preferencialmente por la via de la TXA, sintetasa para dar lugar al TXAg,
producto inestable (s6lo 5s dura su actividad) cuyos precursores, los endoperdxidos
ciclicos, son también capaces de activar el receptor. De esta manera el TXA; constituye
un amplificador de la sefal de activacién plaquetaria.

La irreversibilidad del proceso anterior sucede cuando las plaquetas liberan todo
el contenido de sus granulos.

Después de un estimulo fuerte los granulos alfa y densos se alargan y emiten
seuddpodos, se aproximan a la membrana plasmatica (lo que es posible debido a la
disolucion del sistema canalicular abierto), se funden con la membrana, aumentan de
volumen debido a la entrada de agua y esto propicia la liberacion de su contenido al
medio exterior, lo que se denomina secrecion.

Un elemento que distingue a los agentes inductores de agregacion plaquetaria es
el peso relativo que tienen la sintesis de TXA, y la secrecién en el resultado final, por
ejemplo, la agregacion inducida por trombina, es resultado fundamentalmente de la
sefal dada por la activacion de su receptor, ya que no es afectada por la inhibicion de la
sintesis del TXA, por aspirina. EI ADP produce una primera fase de agregacion
reversible, de aproximadamente 30s de duracion y que es consecuencia de la sefial de
activacion del receptor, a lo que sigue una segunda fase irreversible y que depende de
la sintesis de TXA,, que parece requerir de la liberacién de ADP.

La conocida susceptibilidad a la aspirina de la agregacién inducida por colageno,
sugiere la importancia de la liberacion de TXA,; en su mecanismo de activacion

plaquetaria.



La epinefrina se considera un agonista débil que amplifica el efecto de otros
estimulos a través del incremento de la concentracién de calcio intracelular, y de la
actividad adenilato ciclasa.”>*

Regulacion fisiol6gica de la adhesion / agregacién plaquetaria.

Las plaquetas circulantes se encuentran en una interaccion dinamica con los
componentes del plasma, los demas elementos formes de la sangre y con el endotelio
vascular a través de las glicoproteinas de las membranas plaquetarias y de diferentes
mediadores quimicos. Los eritrocitos, que viajan por la parte central de la corriente
sanguinea, desplazan a las plaquetas hacia las cercanias de la pared del vaso, lo que
puede dar lugar a enlaces reversibles.

La adhesion plaquetaria solo sera efectiva cuando se produzcan enlaces
irreversibles. La célula endotelial libera mediadores quimicos que impiden que ocurra la
adhesion plaquetaria a un endotelio sano, estos mediadores son la prostaciclina (PGly),
principal metabolito del acido araquidénico en la célula endotelial, y el 6xido nitrico
(NO), producto del metabolismo de los aminoacidos.? La PGl, estimula Ia
adenilciclasa en la plaqueta y aumenta los niveles intracelulares de AMPc, mientras el
NO estimula la sintesis de GMPc, que es el mas potente inhibidor de la hidrélisis del
AMPc. Ambos inhiben la adhesion plaquetaria y ademas, estimulan la reduccion del
calcio libre intracelular modulando asi la agregacién plaquetaria.

Entre los mecanismos que favorecen la adhesion/ agregacion estan la liberacion
de ADP de los eritrocitos, que se lisan, la liberacion del factor activante de plaquetas
(PAF) que es un potente estimulante de la agregacion plaquetaria cuya funcion
fisiologica en el humano no se ha determinado y TXA, de los leucocitos activados, la
exposicion de P selectina en las membranas de células endoteliales y plaquetas, que
media la interaccion intercelular a través del reconocimiento de estructuras
hidrocarbonadas ricas en acido sialico y fucosa. Otro elemento influyente es el "shear
stress" del flujo sanguineo, que induce agregacion plaquetaria a través del enlace del
VWF con la GPIb y con una fuerte participacion del ADP liberado.

El estimulo para la participacion de las plaquetas en los procesos de hemostasis

y trombosis es la lesién del endotelio vascular, considerado como tal el dafo fisico con



exposicion de la membrana basal rica en coldgeno o la disfuncion endotelial con
desbalance de la produccién de mediadores anti y pro-agregantes.

Cuando las plaquetas se adhieren al endotelio atraen mas plaquetas P selectina
positivas. Se reclutan y activan a los leucocitos, los cuales se unen irreversiblemente a
la superficie plaquetaria por medio de la molécula de adhesién ICAM-2. La activacion
del receptor para el fibrindgeno soluble y la participacién de los fosfolipidos de la
membrana plaquetaria como cofactores para la cascada de reacciones enzimaticas de
la coagulacion, favorece la formacion del trombo arterial.

Por otra parte algunos componentes de los granulos plaquetarios, que se liberan
durante la activacion, influyen sobre otras células, uno de ellos es el factor de
crecimiento derivado de la plaqueta (PDGF), que estimula la proliferaciéon celular y
juega un papel importante en la cicatrizacion de heridas y al parecer también en el
proceso de aterogénesis, el TXA; y la 5-hidroxitriptamina (5HT) o serotonina, que son
potentes vasoconstrictores, aminoran el calibre de la luz de vasos lesionados facilitando
todavia mas el complejo proceso de hemostasia y el inhibidor del activador del

plasmindgeno tipo 1 (PAI-1), que tiene accién antifibrinolitica.”>?

3.4 EL MICROSCOPIO DE CAMPO CLARO.

El ojo humano solo puede discriminar (resolver) dos puntos separados por mas
de 0.1mm (= 100um). La mayoria de las células miden menos de ese tamarfo y las
estructuras celulares son mas pequefas aun; por eso, para el estudio de las células, es
necesario usar instrumentos que permitan observarlas de mayor tamafio. Este
instrumento es el microscopio (del griego mikros = pequeio y skopein = mirar).

Existen numerosos tipos de microscopios, adaptados para diferentes usos,
algunos emplean una fuente energética diferente: microscopio de rayos X, ultravioletas,
infrarrojo, de rayos beta, de ultrasonidos, electrénicos, proténicos, de neutrones,
fotonicos, etc.

Los microscopios mas potentes que se han construido hasta el momento son los
electronicos; con éstos se puede obtener una informacion directa de estructuras que

oscilan entre 0.4 y 200 nm.



Sin embargo, este tipo de microscopio es muy costoso, teniendo fines de
investigacion.> 24’

Por su amplia aplicacion y costo relativamente bajo, en ensefianza e
investigacion se utiliza especialmente el microscopio 6ptico compuesto de campo claro
convencional, perteneciente al grupo de los microscopios Opticos o fotdnicos, que
utilizan la fraccion visible del espectro.

El microscopio 6ptico convencional es compuesto porque posee dos sistemas
principales de lentes convergentes (ocular y objetivo) (Figura 3-13), en cambio los
microscopios simples o lupas, de menor aumento, presentan un solo sistema de lentes
biconvexas o plano-convexas montadas en una armadura metalica. La mayoria de los
modelos actuales son binoculares, aunque también los hay monoculares.

El microscopio compuesto convencional se denomina "de campo claro" o "de
campo brillante" porque todo el campo se ilumina con una lente condensadora comun, a
diferencia de variedades que utilizan luz difractada, de fondo oscuro. Las muestras que
se observan en el microscopio compuesto convencional deben ser traslucidas y estar
tefiidas para generar contraste.

El rendimiento y calidad de este microscopio dependen principalmente de sus
lentes, de la forma en que se combinan y de la iluminacion empleada.

Un buen microscopio proporciona aumento adecuado, detalles exactos y entrega
imagenes contrastadas de contornos definidos.

Ademas, la estructura mecanica debe poseer las caracteristicas de estabilidad,
confiabilidad y comodidad.*’

En la imagen del microscopio utilizado en el presente trabajo se pueden observar las

partes de un microscopio compuesto (Figura 3-13)

Sistema éptico.

o OCULAR: Lente situada cerca del ojo del observador, amplia la imagen
del objetivo.
o OBJETIVO: Lente situada cerca de la preparacién, amplia la imagen de

ésta.



Desplazamiento platina

Tornillo macrométrico

o CONDENSADOR: Lente que concentra los rayos luminosos sobre la
preparacion.
o DIAFRAGMA: Regula la cantidad de luz que entra en el condensador.

o FOCO: Dirige los rayos luminosos hacia el condensador.
Sistema mecanico.

o SOPORTE: Mantiene la parte optica, tiene dos partes: el pie o base y el
brazo.

o PLATINA: Lugar donde se deposita la preparacion.

o CABEZAL: Contiene los sistemas de lentes oculares, puede ser
monocular o binocular.

o REVOLVER: Contiene los sistemas de lentes objetivos, permite, al girar,
cambiar los objetivos.

o TORNILLOS DE ENFOQUE: Macrométrico que aproxima el enfoque y

micrométrico que consigue el enfoque correcto.’

COMPONENTES DE UN MICROSCOPIO OPTICO

Brazo Oculares

Cabezal
Revolver

Objetivos

Platina

Tornillo micrométrico ondensador

Foco “‘*”‘\qﬂ 2

Fig.3-13. Microscopio 6ptico compuesto convencional.



3.4.1 CONSIDERACIONES GENERALES.

El aumento visual:

Es la relacién entre el tamafo de la imagen producida por el microscopio y el
tamarnio real del objeto observado. Indica el numero de veces que la imagen es mayor
que el objeto y se expresa en "X", por ejemplo 40X significa que la imagen es 40 veces
mayor que el objeto.

Como el microscopio compuesto posee dos sistemas de lentes que aumentan
sucesivamente la imagen, el aumento total se obtiene multiplicando el aumento del
sistema ocular por el aumento del sistema objetivo, siempre que la distancia entre
ambos sea la correcta (largo mecanico del tubo generalmente 160 o 170 mm) y que no
existan otras lentes intermedias.

Laresolucién:

Es la propiedad de un sistema optico de discriminar detalles muy finos. Consiste
en hacer visibles como independientes dos puntos muy cercanos entre si. El inverso del
poder de resolucién es el limite de resolucion (L.R.), distancia minima entre dos puntos
del objeto observados como distintos.

Los microscopios 6pticos modernos tienen un limite de resolucion de 0.2 a 0.4
pMm, aproximadamente 1/20 del diametro de un eritrocito humano normal.

El limite de resolucién depende de la longitud de onda de la emision empleada y
del angulo que forman los rayos mas externos que penetran a la lente. Cuanto menor
sea la longitud de onda empleada y mas ancho el cono de luz, menor sera el limite de
resolucién y en consecuencia mayor su poder

La definicion:

Es la capacidad de producir imagenes de contornos delimitados y nitidos. Los
mejores poderes de definicion se encuentran en sistemas de lentes objetivos con alto
grado de correccién éptica, que eliminan al maximo las aberraciones.

Existen lentes con diferentes grados de correccion de las aberraciones:
acromaticos, apocromaticos, semiapocromaticos. Los mas utilizados y mas econémicos
son los acromaticos, en los que esta corregida la aberracion esférica de un color y la

aberracion cromatica de dos colores.



Se denominan aberraciones a los defectos de correccion del sistema 6ptico. Las
aberraciones cromaticas producen imagenes difusas con un halo coloreado alrededor
del campo debido a la diferencia de longitud focal en funcién de la longitud de onda. Al
pasar de un medio a otro de diferente indice de refraccion, cada color que forma parte
de la luz blanca experimenta una desviacion diferente.

Las aberraciones de esfericidad se deben a que los rayos cuando atraviesan la
zona periférica de una lente simple recorren un trayecto algo mayor que cuando pasan
por el centro, produciéndose un efecto de prisma. A partir de un foco luminico puntual
se forman imagenes superpuestas de diferentes tamanos, dando una imagen poco
nitida de bajo contraste.

Luminosidad:

Es la impresiéon visual de la luz reflejada o emitida por una superficie. La
luminosidad de la imagen microscépica depende de la fuente de iluminacion, el
condensador, los filtros, el medio éptico y la luminosidad del objetivo. La fuente luminica

mas utilizada es la lampara incandescente.>*’

3.4.2 OPERACION DEL MICROSCOPIO.

El microscopio es un instrumento de precision que debe tratarse con cuidado y
manejarse correctamente para evitar errores, cansancio y pérdida de tiempo.

1. Colocar el objetivo de menor aumento en posicion de empleo y bajar la platina
completamente. Si el microscopio se recogio correctamente en el uso anterior, ya
deberia estar en esas condiciones.

Colocar la preparacién sobre la platina sujetandola con las pinzas metalicas.
Ajustar la distancia entre los oculares de acuerdo a la separacion de los ojos del
observador, asegurando que la observacion se realice con ambos ojos abiertos,
para evitar la contraccion muscular y la presién sobre el globo ocular.>*%4’

4. Comenzar la observacion con el objetivo de 4X (que ya estd en posicion) o

colocar el de 10 aumentos (10X) dependiendo de la preparacion que se vaya a

observar.

5. Para realizar el enfoque:



a.

Acercar al maximo la lente del objetivo a la preparacion, empleando el
tornillo macrométrico. Esto debe hacerse mirando macroscépicamente, no
a través de los oculares, ya que se corre el riesgo de incrustar el objetivo
en la preparacion pudiéndose dafar alguno de ellos o ambos.

Mirando, ahora si, a través de los oculares, ir separando lentamente el
objetivo de la preparacion con el tornillo macrométrico y, cuando se
observe una imagen nitida de la muestra, girar el micrométrico hasta

obtener un enfoque fino.

6. Pasar al siguiente objetivo (40X). La imagen deberia estar ya casi enfocada y

suele ser suficiente con mover un poco el tornillo micrométrico para lograr el

enfoque fino. Si al cambiar de objetivo se perdié por completo la imagen, es

preferible volver a enfocar con el objetivo anterior y repetir la operacion desde el

paso 4. El objetivo de 40X enfoca a muy poca distancia de la preparacion y por

ello es facil que ocurran dos tipos de percances: incrustarlo en la preparacion si

se descuidan las precauciones anteriores y mancharlo con aceite de inmersion si

se observa una preparacion que ya se enfoco con el objetivo de inmersion.

7. Empleo del objetivo de inmersion:

a.
b.

Bajar totalmente la platina.

Subir totalmente el condensador para ver claramente el circulo de luz que
nos indica la zona que se va a visualizar y donde habra que colocar la
gota de aceite.

Girar el revélver hacia el objetivo de inmersién dejandolo a medio camino
entre éste y el de 40X.

Colocar una gota minima de aceite de inmersion sobre el circulo de luz.
Terminar de girar suavemente el revélver hasta la posicion del objetivo de
inmersion.

Mirar directamente al objetivo, subir la platina lentamente hasta que la
lente toca la gota de aceite. En ese momento se nota como si la gota

ascendiera y se adosara a la lente.



g. Enfocar cuidadosamente con el tornillo micrométrico. La distancia de
trabajo entre el objetivo de inmersién y la preparacion es minima, aun
menor que con el de 40X por lo que el riesgo de accidente es mayor.

h. Una vez se haya puesto aceite de inmersion sobre la preparacion, ya no
se debe volver a usar el objetivo 40X sobre esa zona, pues se mancharia
de aceite. Por tanto, si desea enfocar otro campo, hay que bajar la platina
y repetir la operacion desde el paso 4.

i. Una vez finalizada la observacion de la preparacion se baja la platina y se
coloca el objetivo de menor aumento girando el revélver. En este
momento ya se puede retirar la preparacion de la platina. Nunca se debe
retirar con el objetivo de inmersion en posicién de observacion.

j- Limpiar el objetivo de inmersion con cuidado empleando un papel especial
para optica. Comprobar también que el objetivo 40X esta perfectamente

limpio.®
3.4.3 CUIDADOS Y MANTENIMIENTO.

1.-Se debe mantener el microscopio en un lugar estable, el observador debe
colocarse de espaldas a los focos de luz, prefiriéndose la luminosidad amortiguada,
lejos de las ventanas y sobre una mesa negra para eliminar luces parasitas y evitar una
fatiga innecesaria.

2.-Debe colocar el microscopio lejos del extremo del meson, para evitar que se
vuelque. La mayoria de los desperfectos se producen por golpes.

3.-El microscopio se transporta verticalmente, sujeto por el brazo con una mano y
por la base con la palma de la otra. El transporte incorrecto puede dafar alguno de sus
componentes.

4.-Debe cubrirse mientras no se usa y no es conveniente sacarle los oculares. El
polvo se deposita en las lentes y desgasta los componentes.

5. No es correcto tocar los lentes oculares, objetivos ni condensador con los
dedos ya que las manchas de grasa y sudor los daia.

6.-Las lentes pueden soplarse enérgicamente con una pera de goma pero no

deben limpiarse con un pafio seco (las particulas de polvo pueden rayarlas), ni



soplando con la boca (una pelicula liquida es muy dificil de eliminar). Si queda polvo
debe emplearse papel especial o un pincel que se carga electrostaticamente
acercandolo a una ampolleta encendida, lo cual permite recoger las particulas.

7.-Debe observarse con ambos ojos abiertos. Al estar un ojo cerrado
prolongadamente, la contraccion muscular y la presién sobre el globo ocular causan
cansancio y a veces dolor ocular o de cabeza.*’

8.-Debe mirar a través del microscopio, no "en" el microscopio. Si el observador
mira como si la imagen estuviese junto al ojo, la vista se cansa innecesariamente y
puede producirse dolor ocular.

9.-Se debe mantener una distancia adecuada entre el ojo y el ocular,
acercandose desde algunos centimetros poco a poco hasta observar el campo visual
grande y definido.

10.-Toda observaciéon comienza con lupa y pasa ordenadamente a mayores
aumentos. Esto facilita centrar y enfocar, da un campo visual inicial amplio que
proporciona vision de conjunto, facilita la interpretacion y permite ubicar facil y
rapidamente las estructuras. La zona de la preparacion que desea observarse debe
quedar en el centro del campo antes de pasar al siguiente aumento.

11.-Las preparaciones que tengan cubreobjetos se colocan con este hacia arriba.
Si la preparacion esta al revés, al tratar de enfocar choca el objetivo con la preparacion
y se dafna.

12.-No colocar aceite de inmersion sobre objetivos secos (lupa, menor, mayor) ni
utilizar el objetivo a inmersién como objetivo seco, porque se puede rayar.

13.-Para limpiar las lentes de los objetivos es comun utilizar papel seda, y solo
de vez en cuando para una limpieza mas profunda suele utilizarse un pafio humedecido
ligeramente con una solucion de agua-alcohol isopropilico al 70%-acetona por partes
iguales, no muy frecuentemente ya que el alcohol disuelve el adhesivo de las lentes, el
xilol no se recomienda debido a que contiene un compuesto carcinégeno (benceno) y
también es deficiente limpiador, deja una pelicula oleosa en la lente, no debe hacerse

con algodon, pues deja fibrillas pegadas al vidrio dificultando la visién.>?*4



14.-Al finalizar el trabajo, se debe dejar puesto el objetivo de menor aumento en
posicion de observacion, asegurarse de que la parte mecanica de la platina no
sobresale del borde de la misma.’

15.-Cuidar de no derramar liquidos sobre el microscopio, si esto sucediera
accidentalmente debe secarse de inmediato y evitar manejar el microscopio con los
dedos humedos.

16.-Apagar el microscopio mientras no se usa, para evitar asi su calentamiento
excesivo, ya que su ampolleta es de alto costo y tiene una vida util limitada.

17.-Las lentes estdn montadas en forma muy precisa, s6lo se deben limpiar
externamente, sin desmontarlas. Sélo un técnico especializado puede hacerlo para una
limpieza completa.

18.-No se debe invertir ni ladear el microscopio sin quitar previamente el ocular,
que entra por deslizamiento.*’

19.-El cambio de objetivo se hace sosteniéndolo por el revolver y no del tubo del
mismo y no debe hacerse mientras se esta observando a través del ocular.’

20.-Para retirar o colocar una preparacion no debe estar el objetivo mayor (40X)
o el objetivo de inmersidon (100X) en posicién de trabajo, porque pueden rayarse las
lentes frontales.

21.-Al terminar de usar el microscopio debe bajarse la intensidad de luz al
minimo antes de apagarlo, para proteger la fuente de luz y prolongar su tiempo de vida.

22.-Cada vez que el microscopio se deja de usar debe guardarse en forma
adecuada: a)ubicacion lejos del borde del meson, b)lampara apagada, c)cable de la
lampara desenchufado, d)platina limpia y ubicada al tope inferior, e)el objetivo de menor
aumento (4X) en posicion de trabajo, f)carro en posicién central, g)condensador en su
posicién mas alta, h)diafragma abierto.*’

3.5 LA CAMARA DE NEUBAUER.

La camara de conteo llamada también camara de Neubauer o hemocitometro, es
una pieza de vidrio Optico especial de precision. Se utiliza para contar células u otras
particulas en suspensiones bajo el microscopio de campo claro. Las camaras de conteo

se utilizan principalmente para el analisis de sangre (conteo de leucocitos, eritrocitos y



trombocitos), aunque sirven también para el conteo de pulgadas en el licor, el conteo de

bacterias y esporas del moho.

3.5.1 DESCRIPCION DE LA ESTRUCTURA DE LA CAMARA DE
RECUENTO.

Todas las camaras de conteo estan basicamente construidas bajo el mismo
principio. Es una placa base rectangular y gruesa de vidrio 6ptico especial, en la figura

3-14, se indica el tercio medio en el que se encuentran las ranuras longitudinales (A),

que transcurren en paralelo con respecto a los laterales cortos.

Fig.3-14. Camara de Neubauer.

El puente central y los dos puentes exteriores estan rectificados planos y pulidos.
La superficie del puente central es mas profunda que los dos puentes exteriores. En el
puente central (fondo de la camara) es donde estan grabadas las redes de conteo (B).
Las dos superficies laterales mas grandes estan sin trabajar y sirven para la rotulacion
(C), en estas, generalmente estan impresas las siguientes indicaciones:
* El nombre y la marca registrada del fabricante.
* La profundidad de la camara en milimetros.

« La superficie del cuadrado mas pequefio en mm?.
Cuando se coloca un cubreobjetos sobre los puentes exteriores, entre la cara

inferior de este y el puente central de la camara de conteo se produce una ranura

capilar de 0.1mm (Figura 3-15).
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Fig.3-15. Camara de Neubauer vista de costado. Se observa la profundidad de 0.1mm
entre el cubreobjetos y el puente central.

Los diferentes sistemas de camaras de conteo se diferencian por la ejecucion de
la red de conteo y la profundidad de la cdmara. La red de conteo estda compuesta de
una division de red cuadrada que soOlo queda visible con el microscopio

(aproximadamente 100 aumentos).

Division de redes:
Existen dos tipos diferentes de division de redes, la normal y la de lineas claras:

En la division de redes normal, la red de conteo esta directamente grabada en el
vidrio. En la division de redes de lineas claras, primero se recubre con rodio el fondo de
la camara y luego se raya la red de conteo en la capa de rodio. Mediante el
desplazamiento del contraste, debajo del microscopio es posible la inversién de color,
de manera que la red de conteo se puede ver opcionalmente en lineas claras u
oscuras. También existe (Figura 3-16 A y B) la ejecucion simple en la que hay solo una

red de conteo y la ejecucion doble cuando se tienen dos redes de conteo.*?

Tipos de Ejecucion Fig.3-16.

A. Simple-puente central sin dividir (unared B. Doble-puente central dividido (dos redes

de conteo) (Cortesia de MARIENFELD de conteo) (Cortesia de MARIENFELD
LABORATORY GLASSWARE). LABORATORY GLASSWARE).
Fabricacion.

A grandes rasgos, el mecanizado comprende varias operaciones parciales,

seguidas de los correspondientes controles rigurosos.



El puente interior (fondo de la camara) y los dos exteriores se rectifican y pulen.
Gracias a este mecanizado se consiguen superficies especialmente planas y el puente
interior se rebaja exactamente en la profundidad de la camara deseada. Después de
estas operaciones de trabajo, en la maquina divisora se graba con un diamante la red
de conteo correspondiente. Finalmente se efectua la fase de impresion y secado al
horno. Todas las camaras de conteo se someten a un riguroso control final, que es
regido por las exigencias de la norma DIN (Deustcher Industrie Normen o Normas de la
Industria Alemana) en vigor y las prescripciones de contraste.

Control de calidad.
Las desviaciones de limites segun la norma DIN 12847 son las siguientes:
» Para la profundidad de la camara en la zona de una red de conteo + 2 % del valor
nominal.
* Para las distancias inferiores a 0.4 mm entre cualquier linea + 2um.
» Para las distancias superiores a 0.4 mm entre cualquier linea + 0.5 % del valor
nominal.
* Para los angulos de la distribucion de red + 1 grado.
* El ancho de las marcas no podra ser superior a 5 ym.
La tolerancia de planeidad, segun la norma DIN 7184, parte 1, es la siguiente:
* Para el fondo de la camara en la zona de una red de conteo es de 2 ym.
* Para las superficies de apoyo en la zona de una red de conteo es de 2 ym.
* Para las laminas cubreobjetos es de 3um (segun la norma DIN 58884).
Neubauer.
La superficie de los cuadrados es la siguiente:
Uno de los cuadrados grandes llamados también cuadros primarios: 1 mm? (L)
Uno de los cuadrados medianos (del cuadro principal central) llamados también
cuadros secundarios: 0.04 mm?
Uno de los cuadrados pequefios: 0.0025 mm?, presentes solo en el cuadrado grande
central

La profundidad de la camara es de 0.100 mm. La divisién de red de esta camara

muestra un cuadrado de 3 x 3 mm, con una separacion entre dos lineas consecutivas

de 0.25 mm, en los cuadrados grandes (Figura 3-17), asi pues el area sombreada y



marcada como L corresponde a 1 mm?. La depresién central esta hundida 0.1 mm
respecto a la superficie, de forma que cuando se coloca en la division de red un
cubreobjetos, éste dista de la superficie marcada 0.1 mm y el volumen comprendido
entre la superficie L y el cubreobjetos es de 0.1 mm?®, es decir 0.1 pl. Los 4 cuadrados

grandes ubicados en las esquinas (L) se utilizan para el conteo de los leucocitos.****
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Fig.3-17. Red de conteo.

En la figura 3-18 se puede observar el aspecto de una de las regiones marcadas como
L y que en el microscopio se ven como una cuadricula de 16 cuadrados medianos de

0.25 mm de lado cada uno.**

Fig.3-18. Cuadrado primario periférico superior derecho, uno de los
4 cuadros donde se cuentan leucocitos. (40X)



Esta imagen ha sido obtenida con el microscopio de campo claro utilizado a lo largo del
presente trabajo.

El gran cuadrado en el centro llamado cuadro primario central esta
adicionalmente dividido en 5 cuadrados, en grupos de 5 con una longitud lateral de 0.2
mm cada uno (Figura 3-17), y una superficie de 0.04 mm?. A su vez, los cuadrados de
los grupos llamados cuadrados medianos o secundarios (R) ubicados en el cuadrado
primario central, estan subdivididos en 16 cuadrados pequefios de 0.0025 mm? cada
uno. Cinco de estos cuadros secundarios son utilizados en el conteo de eritrocitos
(Figura 3-19).4?

Fig.3-19. Cuadrados secundarios utilizados para conteo
de eritrocitos, marcados con R. (40X)

Merece especial atencion el hecho de que la camara muestre triples lineas limite
por todos los lados (Figura 3-20), de las cuales la linea central ha de considerarse la
linea de medida propiamente dicha. Esto es importante para valorar si las células que

estan en la zona limite, han de ser o no contadas también.

Fig.3-20 Cuadrado secundario en el que se muestran las triples lineas limite.



3.5.2 FUNDAMENTO DE USO DEL HEMOCITOMETRO.

Llenado de una camara de conteo.
Desplazamiento del cubreobjetos: Los puentes exteriores se humedecen con agua
destilada y luego se coloca el cubreobjetos a suave presién desde el frente sobre la
camara de conteo (teniendo cuidado de no romper el cubreobjetos) (Figura 3-21).*’La
formacién de lineas de interferencia (anillos de Newton) entre los puentes exteriores y

el cubreobjetos indica que este ha sido correctamente colocado.

Fig.3-21 Desplazamiento del cubreobjetos sobre la camara de Neubauer.
(Cortesia de MARIENFELD LABORATORY GLASSWARE).

Alimentacion.

Una vez con la mezcla ya preparada en la pipeta, quitarla del mezclador y
eliminar las primeras 3 a 4 gotas, aproximadamente 0.2 ml, para eliminar el diluyente
que no se mezclé con la muestra.

Limpiar, secando desde el exterior la pipeta y luego mantenerla inclinada en un
angulo aproximado de 45° hasta que se haya formado una pequefia gota en la punta de
la misma.

Esta gota se situa en el punto entre el cubreobjetos y la camara de conteo
(Figura 3-22) en ocasiones en este sitio hay una muesca en forma de v. Se llena la
hendidura entre el cubreobjetos y el fondo de la camara (puente central) por capilaridad
y con un flujo constante de liquido para obtener una distribucion regular, antes de que la
solucion de sangre pueda dispersarse en los bordes de la camara, debera haberse
retirado de nuevo la punta de la pipeta. Si son visibles las burbujas de aire o si el liquido
se dispersa sobre los bordes en las ranuras, debera limpiarse la camara y alimentarse
de nuevo, finalmente una vez que la camara esta cargada debe cuidarse de no mover

el cubreobjetos.?*?



Fig.3-22 Llenado de la camara de Neubauer.
(Cortesia de MARIENFELD LABORATORY GLASSWARE).



4.0 MATERIALES Y METODOS.

Dada la importancia que tiene la identificacion de las diferentes células de la
sangre, asi como su distribucién, con plena certeza de lo observado al microscopio,
resulta de gran ayuda el tener un apoyo visual con imagenes representativas de las
caracteristicas celulares observadas comunmente en una persona en condiciones
normales de salud, es por eso que este trabajo pretende brindar por medio de
fotomicrografias este apoyo.

Para la digitalizacion de las imagenes microscopicas obtenidas en este trabajo se
utilizé el microscopio 6ptico de campo claro marca Carl Zeiss, adaptado a una camara
digital marca Canon modelo Power Shot G5 y un programa de edicion de imagenes
Canon Utilities ZoomBrowser EX 4.1.

Obteniendo muestras de sangre periférica de personas sanas de las cuales se
realizaron extensiones sanguineas tanto para la tincion de Wright como para la tincion
supravital, y realizando el procedimiento de medicion correspondiente en camara de
Neubauer para leucocitos, eritrocitos y plaquetas con el fin de obtener las

fotomicrografias correspondientes.



4.1 MATERIALES Y REACTIVOS.

-Microscopio de campo claro. -EDTA al 5%.
-Camara fotogréfica con adaptador para microscopio. -Alcohol etilico al 70%.
-Computadora. -Diluyente Turck.

-Diluyente Hayem.

-Ligadura. -Oxalato de amonio al 1%.
-Jeringas de 3 ml. -Azul de cresil brillante.
-Gradilla de alambre. -Colorante Wright.

-Algodén. -Buffer de fosfatos pH 6.4-6.5
-Tubos de ensayo de 12 x 75 mm. -Resina.

-Camara de Neubauer. -Aceite de inmersion.

-Pipetas de mezclado para leucocitos y eritrocitos.
-Boquillas.

-Agitador de pipetas de mezclado.

-Portaobjetos.

-Cubreobjetos.

-Charola de tincion.

-Estuche para laminillas

4.2 CUANTIFICACION DE CELULAS.
4.2.1 HEMATIES.

Fundamento.

El recuento de GR, se basa en diluir una muestra de sangre con anticoagulante
200 veces con un liquido isotonico que impide la lisis y la formacion de grumos para
después contar los hematies en la camara. Los métodos manuales se realizan en raras

ocasiones, debido a la inexactitud del recuento.

Técnica de conteo.

La pipeta de Thoma para eritrocitos presenta una dilatacion (bulbo)

aproximadamente en la tercera parte de la longitud total del tubo capilar, el tallo o



extremo mas largo de la pipeta esta dividido en 10 partes iguales; después del bulbo,
en la parte mas corta de la pipeta, se encuentra la sefial 101 (Figura 4-1), cuando se
llena hasta esta el bulbo, contiene 100 veces el volumen correspondiente a las
divisiones de la parte mas larga. Se aspira sangre hasta la sefial 0.5 exactamente y se
termina de llenar con el liquido de dilucion hasta la marca 101 exactamente. Al
mezclarla, la sangre del bulbo esta diluida 1:200.

muestra sanguinea diluyente
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Fig.4-1. Pipeta para mezclado de eritrocitos (perla roja).

Con la camara lista para cargarse, es decir con el cubreobjetos colocado, se
expulsan 3 a 4 gotas para descartar el liquido de dilucion del tallo capilar de la pipeta y
se alimenta la camara como antes se menciono.

Con un objetivo seco débil (10X), se observa la cuadricula de la cAmara para
asegurarse de que la distribucién de las células es homogénea. Se pone ahora el
objetivo seco fuerte (40X) reduciendo adecuadamente la iluminacion, y se procede a
contar las células en los 80 cuadrados pequefios 0 5 cuadrados secundarios, el central

y las 4 esquinas del gran cuadrado central.**%

4.2.2 LEUCOCITOS.

Fundamento.

La pipeta para leucocitos es semejante a la utilizada para eritrocitos, pero con un
bulbo menor y graduaciones diferentes. La solucion hipotonica de &cido acético (acido
débil) destruye los eritrocitos y el cristal violeta permite observar mejor a los leucocitos

por tefiirlos ligeramente, aunque puede prescindirse de este.

Técnica de cuantificacion.

El tallo de la pipeta se divide en 10 partes iguales con sefiales de 0.5y 1; en el

tallo corto por encima del bulbo esta la sefial 11 (Figura 4-2). Cuando se aspira sangre



hasta la sefial 0.5 y el liquido de dilucién hasta 11 la muestra de sangre del bulbo esta
diluida 20 veces.

diluyente

muestra sanguinea

Fig.4-2. Pipeta de Thoma para mezclado de leucocitos (perla blanca).

El diluyente utilizado en este caso es una solucién acuosa al 2 o 3% de acido
acético glacial, con una cantidad de cristal violeta suficiente para dar un color azul
violeta palido. Se mezcla y se dejar reposar la pipeta tres a diez minutos para asegurar
la lisis de los eritrocitos después de este tiempo se alimenta la cAmara como ya se
explicéd anteriormente, ya con la muestra en la camara esperar un par de minutos para
que las células sedimenten. Se observa en objetivo de bajo aumento (10X), debe
percatarse de que la distribucion de los leucocitos sea homogénea, después se cuentan
los leucocitos en los cuatro cuadrados grandes periféricos. Si en la muestra estuvieran
presentes eritroblastos, estos no se lisan por accién del diluyente, siendo posible que se
confundan con leucocitos. Si se detectan 5 o mas eritrocitos nucleados por cada 100
leucocitos en el conteo diferencial, el recuento debe corregirse; esto se hace
multiplicando el recuento leucocitario no corregido por 100, entre el numero de
eritrocitos nucleados entre 100 leucocitos, mas 100 y se reporta como conteo

leucocitario corregido.***

Recuento leucocitario no corregido X 100

= RLC
No. De eritrocitos nucleados / 100 + 100

4.2.3 PLAQUETAS.

Fundamento.

En el recuento de plaquetas, una muestra de sangre entera con anticoagulante

EDTA, se diluye 100 veces con oxalato de amonio al 1% que lisa los eritrocitos no



nucleados, para después contarlas en la camara de Neubauer, de preferencia en un

microscopio de contraste de fases.??

Técnica de cuantificacion.

Para este método se utiliza la pipeta de Thoma para eritrocitos, se aspira sangre
hasta la marca de 1 y finalmente liquido de dilucion hasta la sefial 101, dando como
resultado una dilucion de 1:100, esta dilucion es la mas comunmente utilizada, aunque
de acuerdo a la cantidad de plaquetas observadas, se pueden realizar diferentes
diluciones; si se cuentan menos de 50 plaquetas, es decir en casos de plaquetopenia,
se recomienda repetir el procedimiento con una diluciéon 1:20 ya sea con la pipeta de
Thoma de leucocitos 0 en tubo, si por el contrario el nUmero de plaguetas esta por
encima del limite superior normal, la dilucién seria 1:200, solo debe incluirse el factor de
dilucién apropiado en el calculo de los resultados.?*2>%

En el caso del método con la pipeta de Thoma, primero se mezcla 20 a 30 seg. a
mano posteriormente se pone sobre el agitador durante 2 o 3 minutos, después de
desechar las 3 primeras gotas se llenan los dos lados de la camara de recuento y se
deja sedimentar 20 minutos, en una caja petri cuyo fondo tiene un disco de papel filtro
himedo para evitar que la muestra se seque.

Se observan con el objetivo de 40X, a menudo se ven “fantasmas” de eritrocitos
en el fondo, es muy recomendable realizar el conteo de plaquetas en un microscopio de
contraste de fases. Se cuenta toda la superficie del cuadrado grande central, es decir
los 25 cuadrados medianos, debe contarse ambos lados del hemocitometro y se toma
el promedio de estos.

El célculo es igual que para las otras dos estirpes celulares pero el factor de
dilucién es 100, por lo tanto el nUmero de plaquetas se multiplica por 1000 para dar la
cifra por mm? de sangre, este conteo puede corroborarse realizando una estimacion en
el extendido de sangre periférica debiendo observarse de 3 a 10 plaquetas
aproximadamente por 100 glébulos rojos o varias plaquetas y grupos ocasionales por

campo .14,23,25,39



4.2.4 GENERALIDADES DE LA TECNICA DE
CUANTIFICACION.

El conteo presupone un conocimiento exacto de las lineas limite de las camaras
utilizadas. Estas se pueden ver en la figura 4-3, en la que se esquematiza un cuadrado
mediano (secundario) de 0.04 mmz?, constituido a su vez por 16 cuadrados pequefios
gue equivale cada uno a 0.0025 mma2,

Para que las células, que estan en o cerca de las lineas de limitacion, se
consideren en el conteo y no se cuenten dos veces, hay que apegarse a determinadas
reglas, se cuentan todas las células dentro de una zona de medicién definida, también
se cuentan las células (marcadas en negro), a pesar de que ya aparenten estar fuera
de la zona de medicién, mientras se apoyen o toquen la linea central de los dos
laterales izquierdo y superior, pero respecto a los laterales derecho e inferior se
cuentan Unicamente las ceélulas que estén completamente dentro de la zona de
medicion y no se cuentan las células (marcadas en gris) de
estos laterales una vez que tocan la linea intermedia como se ve en la figura 4-3,

debiendo considerarse en este ejemplo particular 18 células.*?
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Fig.4-3. Cuadrado secundario donde se indica que células deben y cuales no deben
contarse. (Cortesia de MARIENFELD LABORATORY GLASSWARE).

Esto es valido para la operacion de conteo propiamente dicha, que debe
efectuarse en forma de meandro, el recuento se inicia en el angulo superior izquierdo

en direccion de la flecha, indicado en la figura 4-4 en la que se presenta un cuadrado

primario periférico.



Cuidados en el recuento.

a) En todos los conteos de células en camara, el diafragma del condensador en
el microscopio deberé estar cerrado en gran parte.

b) Es muy conveniente realizar la cuantificacion por duplicado utilizando para
esto las dos redes de conteo que tiene la camara. Teniendo en cuenta que la muestra

no se esté secando, esto puede evitarse llenando la red inferior justo antes del recuento

y este se realice después del tiempo de sedimentacion.

ey

Fig.4-4. Cuadrado primario periférico donde se ejemplifica el
conteo en forma de meandro.

c) La diferencia entre el recuento mas bajo y el mas alto en los ocho cuadrados
grandes (cuando se hace por duplicado contando las dos redes) no debe superar las 15
células, lo mismo ocurre en caso de los eritrocitos al estar contando en los cuadrados
medianos.

d) La diferencia entre el recuento de ambas redes de conteo no podra ser
superior a 10 células.

e) El valor medio de los conteos se aplica luego en una férmula de calculo o se
multiplica por el factor correspondiente, el cual es obtenido sencillamente realizando las
operaciones matematicas que involucran los valores constantes como son: el volumen y

la dilucién que se maneje en cada caso.>*?



Célculos realizados para reportar los resultados de la cuantificacion

Formula:
NUmero de células

= células / uL sangre
superficie contada (mmz) x profundidad de la camara (mm) x dilucién

Ejemplo:

a) Leucocitos.

1. Células contadas 161 leucocitos.

2. Superficie contada en 4 cuadrados principales periféricos(= 4 x 1 mm?) = 4 mm?
3. Profundidad de la camara 0.1 mm

4. Dilucion 1:20

161 161 X 20
= = 8050 leucocitos / puL sangre
4 mm? X 0.1 mm X 1/20 4X0.1X1pL

El factor para leucocitos es 50, asi 161 x 50 = 8050 leucocitos / pL de sangre.

20

4X01X1

b) Eritrocitos.

1. Células contadas 507 eritrocitos.

2. Superficie contada 5 cuadrados secundarios (= 5 x 0.04 mm?) = 0.2 mm?
3. Profundidad de la camara 0.1 mm.

4. Dilucién 1:200

507 507 X 200
= = 5.07 X10° erit/uL sangre
0.2 mm? X 0.1 mm X 1/200 0.2 X 0.1 X 1pL

El factor para eritrocitos es 10,000, asi 507 x 10,000 = 5.07 x 10° eritrocitos / pL de

sangre.

200

= 10,000
0.2X0.1X1



c) Plaquetas.
1. Células contadas 200 plaguetas.

2. Superficie contada 25 cuadrados secundarios (= 25 x 0.04 mm?) = 1 mm?
3. Profundidad de la camara 0.1 mm.
4. Dilucion 1:100

200 200 X 100
= = 200,000 plaquetas / pL sangre
1 mm? X 0.1 mm X 1/100 1X0.1X1uL

El factor para plaquetas es 1,000, asi 200 x 1,000 = 200,000 plaquetas/ pL de sangre

100

= 1000
1X0.1X 1pL

Limpieza del material.

Inmediatamente después del conteo realizado, se quita el cubreobjetos y este,
asi como la cdmara de conteo se limpian con agua o en caso necesario con alcohol al
95%.

A continuacion, la cAmara se seca por completo al aire o con un pafio blando y
limpio o0 antes se lava con acetona, de vez en cuando se puede lavar todo en acido
sulfarico o nitrico al 50% durante 15 min. Enjuagandolo después con agua y secandolo
bien al final.

También es importante que se haga una limpieza de las pipetas, esta se puede
hacer pasando a través de ellas liquido en el siguiente orden: agua, alcohol al 95%, éter

y secarlas con aire o bien; agua, acetona y dejar secar el aire.*31%2>42

Ventajas y desventajas de la utilizacion de la camara de Neubauer.
En la practica llega a haber errores al utilizar la cAmara de Neubauer, debido a
que:
-El cubreobjetos no esta puesto correctamente (no hay anillos de interferencia).
-La camara de conteo no esta limpia.
-Hay burbujas de aire en el llenado de la camara.

-La camara esta sobrellenada.



-El tiempo de sedimentacion fue demasiado corto o demasiado prolongado.

Sin embargo sigue teniendo ventajas frente al uso de contadores eléctricos.
* En laboratorios menores no vale la pena la compra de aparatos electrénicos costosos,
principalmente por el nUmero de muestras que se manejan.
» Las camaras de conteo se usan también para el recuento de células de licor o de
efusiones, bacterias, conteo de huevos de parasitos y esporas del moho, entre otros.
* En los contadores eléctricos con frecuencia se distinguen los tipos de células por
tamafo, resultando errores a causa de particulas de polvo u otros contaminantes.
» Para el conteo de pocos trombocitos los instrumentos eléctricos son menos exactos
que las camaras de conteo.
Los contadores eléctricos tienen ventajas como:
» Su uso en laboratorios mayores (gastos altos de inversion).
» La evaluacion es rapida y el error estadistico menor con el recuento de muchas

particulas.?**?

4.3 TINCIONES DE SANGRE.

4.3.1 REALIZACION DE LAS EXTENSIONES DE SANGRE
PERIFERICA (FROTIS).

La extension sanguinea es de gran importancia en algunas enfermedades
hematoldgicas, ya que su diagnostico puede realizarse o sospecharse so6lo con
observar la morfologia de las células de la sangre.

Uno de los métodos mas empleados para la realizacion del frotis sanguineo es el
método de los dos portaobjetos. Consiste en la extension de una gota de sangre sobre
un portaobjetos mediante otro portaobjetos. La técnica es la siguiente:

1.- Depositar una pequefa gota de sangre en el extremo de un portaobjetos.

2.- Con el borde de otro portaobjetos a 45 grados, tocar la gota, esperar a que la sangre
se distribuya por capilaridad y después deslizar suavemente un portaobjetos sobre el
otro en sentido longitudinal hasta que la gota quede bien extendida sobre la superficie
del primer portaobjetos (Figura 4-5).

3.- Dejar secar el frotis.
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Fig.4-5. Extension de un frotis sanguineo método de dos portaobjetos.

El frotis presenta tres zonas diferenciadas (Figura 4-6), la zona en que
inicialmente se depositd la gota llamada “cabeza”, es excesivamente gruesa y no puede
ser valorada adecuadamente, a continuacién se extiende el “cuerpo” de la extension,
gue corresponde a la region intermedia del frotis y en ella existe un reparto equilibrado
de las células; es la zona ideal para la observacion microscépica y por ultimo, al final de
la extension, se encuentran las “barbas” o la “cola”, es una zona fina donde las células

adoptan una disposicién de cordones.

cabeza CUET 0 cola
Origen b

Fig.4-6. Partes de un frotis sanguineo.

Otros métodos que se pueden emplear para realizar la extension son: el de los dos
cubreobjetos o mediante dispositivos automatizados.®?3

El método de dos cubre objetos permite una distribucién mas homogénea de las
células y a menudo produce resultados excelentes, sin embargo, se prefieren los porta
objetos que:1) son mas faciles de manipular; 2) se rompen menos; 3) se pueden rotular
mas facilmente y 4) no requieren montaje y pueden archivarse de forma automatica.

La técnica de preparacion de dos cubreobjetos es como sigue:

Se toma en cada mano un cubreobjetos de vidrio cuadrado, sin grasa limpio y
seco sujetandolo por los bordes.

El primero se coloca horizontalmente por el centro sobre una gota de sangre que

esta saliendo de una puncién cutanea se retira cuando se le ha adherido una gota de



sangre de unos 2 mm inmediatamente se pone diagonalmente el segundo
cubreobjetos sobre el primero.

La sangre se extiende de inmediato como pelicula delgada y uniforme, en
seguida antes de que se extienda por completo los cubreobjetos sujetados
horizontalmente por las esquinas se separan por deslizamiento en plano horizontal, se
dejan secar y se tifien con la pelicula de sangre hacia abajo sobre un vidrio de reloj, o
puede ser con la sangre hacia arriba sobre un tapén de goma y de un modo semejante
a los portaobjetos. Al finalizar la tinciéon y ya seca se montan con algun adhesivo de
montaje sobre portaobjetos limpios poniendo la sangre hacia abajo.

Aun en los mejores frotis, a causa de la diferencia de tamafio, densidad, etcétera
los leucocitos muestran una distribucion particular.

Los grandes monocitos y los polimorfonucleares predominan en los bordes vy al
final de la extension, mientras que los linfocitos més pequefios, se distribuyen en forma
mas uniforme, y debido a la localizacion preferencial de los demas leucocitos, parecen
predominar en la parte media. Esta distribucion desigual no se presenta en los frotis

sobre cubreobjetos.™

4.3.2 TINCIONES DE ROMANOWSKY.

Para poder diferenciar los componentes de un corte histolégico o extendido
sanguineo es necesario tefirlos.

Witt en 1876, fue el primero que propuso la teoria de los cromogenos y
auxocromos en la cual se relaciona la estructura quimica con el color producido.

Esta teoria sostiene que todos los cromégenos, es decir todos los compuestos
organicos conformados principalmente por un esqueleto de anillos bencénicos,
contienen dentro de su estructura quimica la capacidad de dar origen a una sustancia
colorante produciendo una coloracion dentro de un rango del espectro determinado por
su relacién con la longitud de onda que modifique. Aunque en principio el mismo
compuesto cromogeno sea incoloro, estos compuestos se constituyen entre otras cosas
por uno o varios grupos cromoforos, estos son grupos radicales, no saturados, que al

estar presentes en una sustancia cromoégena provocan un color determinado.



Pero para poder ser adicionado el binomio cromdgeno-croméforo, al tejido como
tinte se requiere de que actué un auxécromo o grupo radical donador de electrones, con
la capacidad de unir el colorante con el tejido por medio de la salificacién del compuesto
original, desarrollando o aumentando el color del croméforo y por lo tanto del
cromogeno.

Hewitt y Mitchell, mediante sus observaciones con base en trabajos y estudios
propios, observaron que la oscilacion de la frecuencia principal, es menor y por lo tanto,
el color es mas intenso cuando la cadena conjugada o adicionada es mayor.

Sircar, apoyando y generalizando esta regla, concluy6 que la intensidad del color
es directamente proporcional a la longitud de la cadena conjugada o adicionada en la
parte de la molécula que tenga el grupo auxécromo.

En 1913 Adams y Rosenstein, sugirieron que el cristal violeta es responsable de
la oscilacion de un electron, esta idea es retomada por Bury en 1935, aplicandola a
varios colorantes, reduciendo que existen estructuras de resonancia extrema,
asegurando que en los colorantes basicos la resonancia esta asociada con el cation
mientras que en los acidos se relaciona con el aniéon. Tratando de explicar asi, que la
funcién de un auxdécromo es introducir la posibilidad de la resonancia en la molécula de
un compuesto cromdgeno.

En 1923 Stieglitz al publicar su teoria de la oxidacion crea un puente entre las
viejas teorias y el concepto de resonancia del color, el menciona que si los colorantes
pierden el color por reduccion o por oxidacién deben existir en un estado intermedio de
oxido-reduccion, por lo que si un cromogeno contiene un cromoéforo y un auxocromo
como grupos oxidantes y reductores respectivamente, se tiene la presencia de dos
grupos donadores de electrones dentro de la molécula, pero como una transferencia
intramolecular de electrones y no hacia el exterior.’

Los colorantes empleados en ciencias biologicas, se han clasificado
arbitrariamente de muchas formas. Una de ellas por su origen, es la mas comun;
compuestos naturales y sintéticos. A excepcion de algunos compuestos inorganicos
usados en procesos especiales todos los colorantes empleados en ciencias biologicas
son quimicos organicos sintéticos. Los colorantes sintéticos se clasifican de acuerdo a

sus caracteristicas quimicas estructurales y por el método de aplicacion. El primero es



el grupo de colorantes directos, los que al aplicarse en solucién directamente producen
colores visibles en la muestra. En el segundo se encuentran los colorantes indirectos,
los que se aplican después de que la muestra ha sido tratada con algun mordente, de
este modo el cromdgeno se puede mantener en la muestra. El tercer grupo son los
colorantes que requieren de revelado, son compuestos parecidos a los colorantes
directos pero requieren de una reaccion quimica para modificar su estructura, esto es,
el grupo radical auxécromo debe ser modificado para poder producir un color visible. El
altimo grupo es el de los colorantes dispersos o de dispersion, los que se caracterizan
por ser suspensiones coloidales con particulas muy pequefias, en soluciones alcalinas.

Otra clasificacion se basa en el grado de acidez de un compuesto, ya sea en
estado solido o en solucidn. Existen colorantes acidos, estos contienen grupos radicales
que por sus caracteristicas quimicas confieren un mayor o menor grado de acidez a la
molécula del compuesto en total, por ejemplo: grupos sulfonio y carboxil. Los colorantes
basicos contienen grupos amino, que con la adicion de un &cido organico forman una
sal. Y los colorantes neutros e indiferentes, que por tener la misma cantidad de grupos
radicales acidos y basicos se mantienen en un rango de pH cercano a 7.°

En los laboratorios hematolégicos se emplean colorantes basados en la tincion
de Romanowsky, haciendo una combinacién de colorantes 4cidos (eosina) y colorantes
basicos (tiacinas). Las tiacinas son el azul de metileno y sus derivados obtenidos por
desmetilacion oxidativa (colorantes tipo azur).?>*®

Cuando se utilizan los colorantes hematoldgicos habituales, la fijacion se produce
durante la aplicacion del colorante concentrado por el alcohol metilico que se utiliza
como solvente. Cuando se prefiere trabajar con un colorante acuoso o diluido, por
ejemplo el Giemsa los frotis fijados al aire deben ser fijjados primero cubriéndolos

durante 3 a 5 minutos con alcohol etilico o metilico absoluto.

Fundamento.

Estas coloraciones se consideran policromaticas, por que contienen eosina y
azul de metileno, el metanol presente en estas tinciones fija las células al portaobjetos.
El tefido real de las células o de los componentes celulares no tiene lugar hasta que se

agrega el buffer, el azul de metileno oxidado y la eosina forman un complejo tiacina-



eosinato, que tifie los componentes neutros.

El fundamento de la coloracion de los frotis es que los colorantes acidos se unen
con los componentes basicos de la célula (Hb y granulos eosindéfilos). Inversamente, los
colorantes basicos son atraidos por los compuestos acidos de la célula y se combinan
con ellos (4cidos nucleicos y nucleoproteinas del nicleo).**?3

Con la tincién de los elementos formes de la sangre se pueden distinguir los
siguientes aspectos morfologicos de las células:

1.- La forma, dimensién y contorno de los hematies (de color rosa palido), leucocitos
(células nucleadas) y plaquetas (pequefas células anucleadas granulares).

2.- El ntcleo: de color purpura.

3.- El citoplasma: de color azulado o gris en los linfocitos y monocitos.

4.- Granulaciones: mezcla de colores pardos (neutrofilos), anaranjadas (eosinofilos) y
azul oscuro (basdfilos).

Aunque cada laboratorio emplea su técnica, los colorantes o métodos de tincion
mas empleados son: tincion de Giemsa, tincion de May-Grunwald-Giemsa vy tincion de
Wright, siendo esta Gltima la utilizada en el presente trabajo.

El colorante de Wright, se utiliza ampliamente, sobre todo en América. En su
preparacion, la policromia del azul de metileno se obtiene por calentamiento con
bicarbonato de sodio. Puede comprarse en solucion lista para el uso o en forma de
polvo. El fundamento es el mismo que en cualquier tincion de Romanowsky.

Los colorantes, en combinacién adecuada, actian de dos formas, por tincion
diferencial, permiten reconocer algunos componentes tisulares debido a que el color se
imparte en distinta medida, segun la afinidad. Las sustancias basofilas reciben este
nombre porque muestran afinidad por colorantes basicos o alcalinos. Mientras que las

acidofilas lo hacen por colorantes acidos.

ACIDOS BASICOS
Fraccion Cromégena (-), anionico. Fraccion Cromégena (+), catibnico
para tefir sustancias acidofilas (+). para tefir sustancias basofilas (-).

Azul de metileno, Azul de toluidina,

Eosina, Orange g, Fucsina &cida i
Hematoxilina

Tabla 4.1. Colorantes Acidos y basicos.**



En un colorante basico la fraccibn cromdgena posee carga positiva (el catién del

colorante imparte color). También llamado colorante cationico.

Los colorantes acidos y basicos se encuentran como sales; y seran acidos o

basicos segun si la fraccion cromdgena (generadora de color) posee carga positiva o

negativa.

En un colorante &cido la fraccion cromogena posee carga negativa (el anion del

colorante imparte color). También llamado colorante anionico.

Durante la coloracion las fracciones cromdgenas se unen a componentes tisulares de

carga contraria (tabla 4.1.).

COMPONENTE CONTENIDO / COLORANTE | NOMBRE QUE COLOR
CELULAR CARACTERISTICA QUE FIJA RECIBE OBSERVADO
, ] Azur Il (azul de | Metacromatico _
Cromatina ADN contiene fosfato ) o rosa-violeta
metileno). (azurdfilo)
) Azul de o
Ribosomas ARN posee fosfato _ Basofilo azul-celeste
metileno
Proteinas e
_ » i o , Acidodfila o . o
citoplasmaticas Proteina cationica Eosina o rojizo-grisaceo
eosindfila
(Hb)
Granulos Proteinas:
primarios glucosamina Azur Il Azurdfilo rosa-violeta
(inespecificos) sulfatada
Granulos i o _
_ Proteinas catiénicas | Eosinay azul o
secundarios o i _ Neutrdfilo pardo
) y anidnicas (anfotero) | de metileno
neutréfilos
Granulos . o ) Aciddfilo )
o Proteinas cationicas Eosina o naranja.
eosindfilos (eosindfilo)
) Heparina Metacromatico |
Granulos o Azul de purpura oscuro
o (mucopolisacéarido _ (mal llamado
basofilos . metileno o a negro
acido) basofilo)

Tabla.4.2. Caracteristicas acido-base de algunos componentes celulares y como se

comportan frente a los colorantes).




Para saber donde se va a unir un colorante es necesario identificar sus
caracteristicas &acido-base.®*

Una coloracion es metacromética, cuando tifie selectivamente determinadas
estructuras de otro color distinto al colorante. Esto se produce con colorantes derivados
de las tiacinas (poseen un grupo auxocromo bésico); como por ejemplo el azul de
metileno, azul de toluidina y la tionina.

El color de las tiacinas depende del grado de polimerizacion del colorante. Una
solucion diluida de un colorante tiacinico es azul, debido a que se encuentra como
mondmero. Si la solucion es concentrada, el colorante se agrega y forma polimeros por
lo que el color vira a rojo.

Asi un colorante tiacinico puede presentar distinto color de acuerdo con el estado
de agregacion de las moléculas y es precisamente este estado de agregacion, que
puede ser modificado por los componentes tisulares, el que produce la metacromasia.

El azul de metileno se caracterizar porque al encontrarse:

-diluido esta presente como mondémero, dando una coloracién celeste.
-intermedio esta presente como dimero, dando una coloracién azul-violacea.
-concentrado esta presente como polimero, dando una coloracion rojo violacea.

Los componentes tisulares capaces de ser tefiidos metacromaticamente poseen
polianiones de alto peso molecular y agregan las moléculas del colorante en
consecuencia el colorante vira. Estos compuestos son en su mayor parte los muy

acidos glucosaminoglucanos sulfatados y la heparina polianionica.'*

Técnica de la tincion de Wright.

1) El frotis sanguineo realizado con el método de dos portaobjetos debe ser secado al
aire tan rapido como se pueda, para evitar los artefactos que produce el secado lento,
incluso es conveniente utilizar un pequefio ventilador. No debe soplarse sobre él ya que
la humedad de la respiracion hace que los eritrocitos adquieran un aspecto “apolillado”,
con centros huecos.

2) Se colocan los portaobjetos con la sangre hacia arriba, sobre una gradilla de tincion
(dos varillas de vidrio paralelas separadas por 5 cm).

3) La extension se cubre con el colorante sin diluir, que se deja actuar por lo menos 1 a

3 minutos, para fijar las células al vidrio (el tiempo de permanencia es variable



dependiendo de la maduracién del colorante).

4) Se diluye el colorante sobre el frotis con un amortiguador de fosfatos (pH 6.4 a 6.5),
hasta que aparezca una escarcha metalica, con el cuidado de no derramarlo.

5) Se deja actuar durante unos 5 minutos, pero es muy importante confirmar la
presencia de la escarcha metélica y también en este paso el tiempo puede ser variable.

6) Sin mover el portaobjetos se lava con agua destilada hasta que las partes mas
delgadas del frotis tengan un color rosado a purpura, puede lavarse con agua corriente
a chorro suave y limpiar la cara posterior del portaobjetos si es necesario.

7) Se coloca el frotis de manera vertical en una gradilla para secarlo al aire y se observa

al microscopio de campo claro.*#!823

4.3.3 CRITERIOS DE EVALUACION Y ANALISIS DE UN FROTIS
SANGUINEO CON TINCION DE WRIGHT.

Las extensiones una vez tefiidas y secadas pueden ser observadas al microcopio
optico. Inicialmente se debe observar la extension con el objetivo de aumento bajo
(20X), aumento total (100X) con este se pueden visualizar areas suficientemente
extensas para tener una idea global del aspecto del frotis, color y distribucion de las
células, observando rapidamente los bordes laterales y la parte delgada del frotis. Una
cantidad desproporcionada de células grandes, como monocitos, vista en cualquiera de
los bordes puede indicar un extendido mal hecho y debe repetirse, se debe notar la
presencia de filamentos de fibrina si existen y rechazar la muestra en este caso,
observar la distribucion de eritrocitos o incluso ver que no estén aglutinados, por ultimo
debe revisarse si existe alguna célula anormal grande como blastos, linfocitos reactivos
0 incluso parasitos inesperados.

El paso siguiente es usar el objetivo seco fuerte (40X), aumento total (400X), con
este es facil seleccionar la zona correcta del extendido en el que se debe iniciar el
recuento diferencial y evaluar la morfologia celular. Se puede calcular el nimero de
leucocitos aproximado, solo como control de calidad interno del laboratorio, el nimero
promedio de leucocitos por campo (viendo de 8 a 10 campos) a gran aumento se

multiplica por 2000 para obtener una aproximacion adecuada del recuento leucocitario.



La correcta apreciacion de los detalles morfologicos de las células de la sangre
se realiza con el objetivo de inmersién en aceite (100X), aumento total de (1000X). El
campo de visualizacion es mas reducido, pero se ven mucho mejor los detalles
celulares, de plaquetas, de eritrocitos y de leucocitos, asi como la presencia de
granulaciones normales o toxicas, vacuolas, nucleacion o cualquier indicio de
anormalidad si es que existe, y esto debe ser reportado.*®%

La lectura del diferencial se hace al contar y clasificar 100 células leucocitarias, y
se informa como porcentajes de leucocitos.

Una vez seleccionada la zona correcta, la forma de observar el frotis es
realizando un barrido sobre el mismo, de forma que evitemos (salvo que expresamente
deseemos lo contrario) pasar dos veces por la misma zona disminuyendo al minimo los
errores de distribucion, para lo cual existen 3 métodos; el de almena o cruzamiento
seccional, en el cual los leucocitos se cuentan en campos consecutivos conforme se va
moviendo el frotis en el microscopio de un extremo al otro (Figura 4-7), el conteo se

inicia de la parte mas delgada hacia la mas gruesa pero solo de la zona llamada
CUET 0
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cuerpo.

Fig.4-7. Método de almena para la lectura de un frotis.

El segundo método utilizado es el longitudinal en el cual el barrido se hace hacia
adelante y atras, contando campos consecutivos desde la cola hacia la cabeza del frotis
como se muestra en la figura 4-8, se realizaran los recorridos necesarios para el conteo
de 100 leucocitos, y por ultimo el método de muralla almenada, en el cual se usa el
modelo de almena solo que se realiza Unicamente en los bordes horizontales del frotis

(Figura 4-9) hasta cubrir las 100 células requeridas para el conteo diferencial.®
CUES 0 CUEN 10

Fig.4-8. Método longitudinal. Fig.4-9. Método de muralla almenada.




4.3.4 TINCION SUPRAVITAL.
Fundamento.

Tincion de reticulocitos. EI RNA residual de los hematies inmaduros es
precipitado y teflido con una tincidon supravital usando el nuevo azul de metileno o el
azul de cresil brillante. Debido a la liberacién prematura o retardada desde la médula
Osea y a los diferentes grados de maduracion, los reticulocitos no siempre reflejan la
actividad eritroide absoluta.

Sin embargo, la facilidad con que pueden ser contados en forma seriada en el
mismo individuo hace del conteo de reticulocitos un excelente método para valorar las

variaciones del grado de produccién eritrocitaria.®?

Técnica.

1.- Colocar dos a tres gotas de la solucién colorante en un tubo pequerio.

2.- Anadir seis a ocho gotas de sangre (capilar, recogida sobre EDTA u
oxalatada) y se mezclan.

3.- Incubar a 37°C durante 10 a 20 min. (no debe pasarse de este tiempo).

4.- Realizar extensiones finas y se secan al aire (no se aconseja tincion de
contraste con Romanowsky).

5.- Se enfoca primero el frotis con el objetivo de 10X procurando localizar areas
sin células agrupadas y se pasa al objetivo de 40X con el que es facil seleccionar la
zona correcta del extendido en el que se debe iniciar el recuento, después empleando
aceite de inmersion, se localiza una zona donde haya aproximadamente 100 a 200
células de la estirpe eritroide (reticulocitos y eritrocitos), por campo, contando el nimero
de reticulocitos que son los que tienen la red de material baséfilo y el nUmero de
eritrocitos hasta llegar a un total de alrededor de 1,000 células esto se realiza utilizando
el método de almena para leer el frotis (Figura 4-7).

Para que un recuento sea exacto, los hematies no deben observarse en grupos o
en pilas de monedas.®**3?

Célculo de resultados.

No. Reticulocitos X 100
= % reticulocitos

No. Total de células contadas



El conteo de reticulocitos se da por cada 100 hematies o se convierte el

porcentaje en valores absolutos de la manera siguiente:

% reticulocitos X hematies / mm?
= reticulocitos / mm?®

100

La cifra absoluta de reticulocitos por término medio es del orden de 60,000/mm3.
La cifra normal de reticulocitos en el adulto normal expresada en porcentajes es de 0.5
a 1.5%. Los recién nacidos tienen niveles de 2 a 6 % pero estos valores descienden

hasta los valores normales de los adultos en 2 a 5 dias.

% reticulocitos X Hematocrito del paciente

= CRC
Hematocrito normal

Cuando el recuento de reticulocitos es superior a 10 %, debe contarse un mayor
namero de campos completos, en proporcion a los campos en los que solo se contaron
reticulocitos.® El conteo de reticulocitos corregido (CRC) se calcula de la manera
mostrada anteriormente.

Este resultado constituye un indice indirecto de la magnitud de la eritropoyesis en
médula 6sea, cuando la velocidad de produccion de GR incrementa la creacién de los
mismos y se envian a sangre periférica formas inmaduras de ellos, la CRC se
encuentra incrementada de manera caracteristica en anemias hemoliticas, pérdidas de
sangre, recuperacion de anemias por deficiencia de B, hierro o folato. En anemias por
deficiencia de hierro, aplasica, sideroblastica, megaloblastica, en anemias hipoplasicas
donde se observa la disminucion absoluta de tejido hematopoyético en la MO, la CRC

se encuentra disminuida.*®2®

4.3.5 METODO DE CONSERVACION DE EXTENSIONES
SANGUINEAS TENIDAS.
Para evitar que las extensiones se deterioren con el paso del tiempo, si éstas
desean ser conservadas, hay que aplicar algunos procedimientos adicionales. Los frotis

tefiidos por Romanowsky se destifien si no son conservados adecuadamente.



Generalmente, el frotis se observa después de haberse secado y tefido, sin
colocarle un cubreobjetos, pero si deseamos conservar las extensiones hay que colocar
un cubreobjetos tras depositar sobre el portaobjetos una sustancia adherente. Si esto
se realiza después de observar el frotis con aceite de inmersion, hay que limpiar la
extension con xilol para eliminar todo resto de aceite.

Aunque las extensiones antiguas pueden decolorarse y volverse a colorear los

resultados nunca son satisfactorios.***®

4.4 CAPTURA, DIGITALIZACION Y EDICION DE
FOTOMICROGRAFIAS.

El equipo utilizado para la obtencion de fotomicrografias que se muestra en la
figura 4-10, fue el constituido por el microscopio 6ptico de campo claro marca Carl Zeiss
unido por medio de un tubo adaptador a una camara digital marca Canon modelo
Power Shot G5 que se conecta a la computadora por medio de un cable con entrada
USB, para la captura de las fotomicrografias, haciendo posible digitalizarlas para
después editarlas en caso necesario por medio del programa Canon Utilities
ZoomBrowser EX 4.1.

Una vez conectado todo el equipo se comienza la busqueda con el microscopio de
manera habitual, hasta localizar una imagen satisfactoria, se ubica la célula de interés
en el centro del campo microscoépico, se enfoca buscando la mejor resolucion posible,
se da inicio al programa de captura llamado RemoteCapture, se enciende la camara
digital y se conecta al programa. En este momento por medio de la ventana llamada
salvar captura remota (Save RemoteCapture), se debe programar manualmente el sitio
especifico donde se desean guardar las fotomicrografias usando el menu archivo que
ofrece la opcion denominada preferencias, la que permite elegir si esto se realiza solo
en la computadora o ademas en la camara. Aqui mismo se establece el nombre

genérico que llevaran las fotomicrografias, asi como un nimero designado de digitos.



Cémara digital

Boton para cambio de vista

Fig. 4-10 Microscopio con camara adaptada para captura de fotomicrografias.

Al conectar la camara, también se abre en el monitor una ventana llamada
Shooting RemoteCapture, que presenta diferentes propiedades a establecer, habiendo
un menu desplegable llamado camara(C) que presenta dos opciones, la primera es
configuracion de cadmara (Camera Settings), la cual permite escribir la hora y fecha en
gue se toma la fotografia, y personalizar el conjunto de imagenes, la segunda opcion,
llamada configuracion de imagen de cdmara (Camera Display Settings) es en la que se
elige si se quiere ver la imagen solo en el monitor, en el monitor y en la pantalla de la

camara (figura 4-11) al mismo tiempo o tener salida a una terminal de video.

Fig. 4-11 Camara fotografica, muestra en la pantalla un campo microscépico.



Una vez establecidos dichos datos y ya con un buen enfoque de la imagen, se
procede a girar un botén localizado en el cabezal del microscopio (figura 4-10) que
bloquea la observacion a traves del ocular y da paso a la imagen hacia el monitor.

Existe otro menu llamado Shooting(S) en el que se da la opcion para ejecutar el
disparo de fotografiado y para rotar la fotografia obtenida.

En la misma ventana pueden establecerse combinaciones de tamafio y calidad
con que se requiere capturar la fotomicrografia, proporcionando opciones de tamafo:
grande, mediano y pequefio, en tanto que las opciones de calidad son: superfino, fino,
normal, medio y en original.

Por otro lado la pestafia de ajuste de angulo (angle adjustment) presenta un
recuadro en el que se puede observar la imagen, en tanto se manipule la barra de
control con la que se elige el zoom requerido para tomar la fotomicrografia, teniendo el
cuidado de no exceder el acercamiento para asegurar que la imagen no se distorsione y
mantenga la definicién, bajo este recuadro hay dos botones: uno es el buscador de
imagen (Viewfinder), que puede estar encendido o apagado, haciendo posible que este
visible o no dicha imagen y el segundo boton que sirve para reflejar los cambios
realizados a ésta (Reflect changes).

Otra pestaiia donde se programa el modo de disparo (Shooting modes
adjustment), al tomar la fotomicrografia, incluye menuds desplegables que se mencionan
a continuacion.

Flash: encendido, apagado o automatico.

Modo de medicion (Metering mode): puntual (spot) o evaluativo (evaluative)

ISO speed: 50, 100, 200, 400 o automatico.

Balance de iluminacién (White Balance): automatico, luz de dia, nublado, luz de
tungsteno, fluorescente, flash o personalizado.

Compensacion de la exposicion (Exposure Compensation): dando un rango de
+2 hasta -2

Compensacion de la exposicion del flash (Flash Exposure Compensation): dando
el mismo rango del anterior.

Efectos de la foto (Photo Effect): sin efectos, vivido, neutro, biselado, sepia o

blanco y negro.



Por dltimo se pueden hacer ajustes de forma manual en la obertura y la
velocidad del disparo o dejar los ya establecidos por el programa.

Existe otra pestafia llamada configuracion de disparo (shooting settings) que es
un cuadro informativo, el cual muestra las propiedades establecidas que quedaran
guardadas junto con la fotografia.

Otra herramienta que ofrece el programa es la posibilidad de establecer
intervalos de tiempo en minutos y segundos para los disparos de la camara en forma
automatica, en esta pestafia el programa brinda algunos cuidados que se deben tener
al momento del disparo como: no tocar los botones de la camara durante el disparo,
deshabilitar el modo de pausa de la computadora y que se tenga la camara encendida
con el adaptador de corriente alterna.

Una vez decididas y programadas las propiedades, observando la imagen en el
monitor de la computadora, pueden realizarse algunos ajustes de intensidad de luz,
tratando de no mover el enfoque ya que puede verse afectada la resolucion de la
fotomicrografia, hecho lo anterior, se da el disparo para tomar la fotomicrografia, ya sea
en la camara, en el monitor o por medio de la barra espaciadora en el teclado de la
computadora, y automaticamente esta se guarda en la carpeta asignada inicialmente.

Las fotografias capturadas estaran disponibles para su edicién posterior, con
cualquier programa que tenga ese fin. En este trabajo se utilizd el Canon Utilities
ZoomBrowser EX 4.1., que da la opcién de abrir la imagen elegida y modificar,
caracteristicas como el color, el brillo y el contraste, asi como realizar el corte de una

seccion deseada de la fotografia.



5.0 RESULTADOS.

El estudio microscopico de la sangre, que abarca las extensiones sanguineas
tefiidas (frotis sanguineo), asi como la cuantificacion de las diferentes estirpes celulares
por medio de la camara de Neubauer, resulta ser una herramienta muy util a la hora de
diagnosticar, corroborar o descartar de manera certera un padecimiento, por este
motivo es de suma importancia identificar y diferenciar adecuadamente la morfologia
normal de las células presentes, asi como conocer la distribucién de las mismas.

Al analizar un frotis sanguineo debemos tomar en cuenta que no siempre
observaremos las células exactamente iguales entre un extendido y otro o
comparandolas con algun atlas consultado, ya que hay algunas variables que pueden
afectar la morfologia, la tincion e incluso la distribucion de estas, estos factores incluyen
no solo el estado de salud del individuo si no también variables que sin indicar una
anormalidad podrian ser causa de dudas para el analista. Algunos de estos factores
son: los grados de maduracion de las estirpes celulares, la actividad celular, el
procedimiento de tincion realizado, (cambios de pH, tiempos de permanencia de
reactivos) e incluso los referentes al individuo, como son sexo y edad, a pesar de estas
variantes es importante conocer las caracteristicas quimicas y tintoreales, que se
mantienen constantes y las funcionales estrechamente relacionadas a las anteriores y
gue permiten finalmente la identificaciébn certera, si se tuvo el cuidando de tener
preparaciones bien realizadas que favorezcan la identificacion.

En ocasiones debido a estos mismos factores e incluso al criterio del observador
encontramos leves diferencias entre los datos que ofrece un autor y otro por ejemplo en
el color que designan a cada célula pero no salen de lo quimicamente probable, es decir
podemos encontrar que se describa a los granulos eosinéfilos como de color rosa
salmon o anaranjados, pero siguen siendo eosinofilos, los rasgos sefialados en este
trabajo son validos para células humanas, maduras, a excepcion de los reticulocitos y
Unicamente se consideran caracteristicas que en la actualidad gozan de una

aceptacion.



5.1 OBTENCION DE IMAGENES DIGITALIZADAS.

Las fotomicrografias presentadas de frotis sanguineos fueron obtenidas de
sangre periférica de personas sanas y fueron procesadas con la tincion de Wright a
excepcion de las que muestran reticulocitos en las que se utilizé la tincién supravital. De
igual modo las obtenidas a partir de la camara de Neubauer provienen de personas

Ssanas.



5.1.1 CAMPOS MICROSCOPICOS A DIFERENTES AUMENTOS DE FROTIS DE SANGRE PERIFERICA
TENIDOS CON COLORANTE WRIGHT.
A la izquierda fotomicrografias originales; a la derecha el acercamiento de un corte.
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Fig.5-1. Aumento de'100X.' A) Original; B) Acercamiento de un corte. Este campo nos permite visualizar la
calidad de la tincién y la presencia de diferentes tipos de células.
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Fig.5-3. Aumento de 1000X. Aqui podemos tener un criterio adecuado de la morfologia y la distribucion
celular.



5.1.2 RETICULOCITOS DE SANGRE PERIFERICA, CON AZUL DE CRESIL BRILLANTE.
Con las tinciones de Romanowsky presentan una basofilia difusa por el RNA, predominando la eosinofilia por
la abundante Hb. Colorantes como el azul de cresil brillante, precipitan el RNA, dando origen a una delicada

red de material basdfilo azul, en filamentos reticulares, que les dan su nombre.

Fig.5-4. Se ve el precipitado de material basdfilo.
B) Presenta la red en la periferia. (1000X)

Fig.5-6. El RNA precipitado ayuda a distinguirlo
del resto de los eritrocitos. (1000X).

Fig.5-8. Se observan 4 reticulocitos y un leucocito
ligeramente tefiido. (1000X)

Fig.5-5. A) Tiene una abundante red basofila. B)
Eritrocitos, esto no debe confundirse con la red
de RNA. (1000X)

Fig.5-7. Se nota la diferencia de tamafio entre
los eritrocitos y los reticulocitos sefialados
(1000X)

Fig.5-9. A)Reticulocito B) leucocito C)aglomerado
de plaguetas. (1000X)



5.1.3 ERITROCITOS DE SANGRE PERIFERICA, TENIDOS CON WRIGHT.
Son anucleados, de forma redondeada u oval, con una zona mas clara en el centro, por la forma de disco
bicéncavo, contienen a la hemoglobina, lo que los hace aciddfilos, tiiéndose por la eosina de las soluciones
ti&) Roma‘rgwskx observandose de c‘opr rosado, variando en ocasiones debido a la rga'durez del colorante.
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Fig.5-11. Se ven de color rosado gracias a la
acidofilia caracteristica de estos. (1000X)

Fig.5-13. A) Eritrocitos normales con forma oval

o redondeada B) plaquetas. (1000X)
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Fig.5-14. Se ve una ligera variacion en formay
tamafio sin salir de la normalidad y algunos
esferocitos. (1000X)

Fig.5-15. Eritrocito maduros,'sé_ve la palidez
central caracteristica. (1000X)



5.1.4 LEUCOCITOS DE SANGRE PERIFERICA, TENIDOS CON WRIGHT.
5.1.4.1 NEUTROFILOS EN BANDA.
La forma mas joven de los PMN en sangre es la célula “en banda” o “en cayado”, se considera asi cuando la
escotadura del nucleo es mas grande que la mitad del diametro del nicleo redondo hipotético dando un
aspecto de herradura, su cromatina es irregular y densa y ya no presenta nucléolos.
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Fig.5-16. Se observa la forma caracteristica de
herradura en el nacleo. (1000X)

Fig.5-18. El nucleo se llega a observar en forma
de C 0 S. (1000X)
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Fig.5-20. Se ve la escotadura mas grande que la
mitad del didmetro del nucleo redondo
hipotético. (1000X)

i F oo S

Fig.5-17. Se nota la diferencia de tamafio
comparado con los eritrocitos. (1000X)

Fig.5-19. Neutréfilo en cayado muy cercano a
convertirse en segmentado. (1000X)

Fig.5-21. A) Se ve la cromatina irregular densa.
B) Esta es una célula mas joven. (1000X)



5.1.4.2 NEUTROFILOS SEGMENTADOS DE SANGRE PERIFERICA, TENIDOS CON WRIGHT.
El nicleo se segmenta comunmente en 3 l6bulos, unidos por pequefios puentes de cromatina, En las
mujeres aparece frecuentemente un pequefio apéndice mucho menor que un lébulo nuclear, con forma de
raqueta o palillo de tambor, el cual se conoce como cuerpo de Barr, su abundante citoplasma acidéfilo esta
cargado de granulacmnes especnflcas gue son poco afines a los colorantes y se tifien de color marron.
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Fig.5-22. El citoplasma presenta granulos Fig.5-23. Se observa un pequefio apéndice
especificos e inespecificos de color marrén. menor que un l6bulo, que contiene la cromatina
(1000X) sexual. (1000X)
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Fig.5-24. Segmentado en cuatro I6bulos, esto Fig.5-25. Neutréfilo segmentado | joven dos
indica un mayor grado de madurez. (1000X) I6bulos unidos por un delgado puente de
cromatina. (1000X)

Fig.5-26. Llamados pollmorfonucleares por la Fig.5-27. Su tamafio es entre 9-15um, los
forma del ndcleo. (1000X) delgados puentes de cromatina son evidentes.



5.1.4.3 EOSINOFILOS DE SANGRE PERIFERICA, TENIDOS CON WRIGHT.
El nicleo es generalmente bilobulado, aun que puede tener tres l6bulos, presenta cromatina condensada
(densa), se caracterizan por tener en su citoplasma granulos acidéfilos de forma redondeada o esférica, muy
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Fig.5-28. Mide de 12 a 17um, se_c-Jbserva
generalmente el nicleo bilobulado. (1000X)
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Fig.5-30. Los granulos se tifien en rojizo-
naranja o rosa salmon intenso por la eosina.
(1000X)
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Fig.5-32. En este PMN los granulos son mas
numerosos, ocupan todo el citoplasma aunque si
permiten ver el nicleo. (1000X)

numerosos, ocupan todo el Q[t_gplasrr}a y se tifien eor la eosina de color ro-‘izo-naran-a o rosa salmoén intenso.
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Fig.5-29. Se nota la cromatina condensada y el
citoplasma lleno de granulos, asi como el
nucleo simétrico. (1000X

Fig.5-31. Se ve el tamafio, uniformidad y
aspecto de los granulos que son caracteristicos

de este PMN. (1000X)
- |
VN ’

Fig.5-33. En su citoplasma los granulos

acidéfilos de forma redondeada o esférica, con un

tamafio de 0,5y 1,5um. (1000X)



5.1.4.4 BASOFILOS DE SANGRE PERIFERICA, TENIDOS CON WRIGHT.
Su nlcleo de cromatina densa, es voluminoso e irregular, posee generalmente 2 o 3 Iébulos unidos por
puentes de cromatina. La caracteristica principal de los granulos es su metacromasia, observandose de color

morado o rojo violeta oscuros, el cnoplasma puede aparecer

L
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Fig.5-34. Se ve la metacromasia en los granulos,
que son morados o rojo violeta oscuros. (1000X)
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Fig.5-36. En ocasiones los granulos parecen
escasos por la disolucién parcial de su contenido.
(1000X)

Fig.5-38. El citoplasma se ve rosado o no se tifie.
Los granulos no parecen abundantes. (1000X)

rosado o lavanda, o tal vez no se tina.
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Fig.5-35. Es el PMN mas pequefio, su tamafio
oscila entre los 10 y 14pm. (1000X)

Fig.5-37 El tamafio de los granulos es entre 0.2
y 1um. La cromatina densa e irregular, dificil de
apreciar. (1000X)
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Fig.5-39. Lébulos unidos por puentes de
cromatina, dificiles de ver, por las numerosas
granulaciones. (1000X)



5.1.4.5 MONOCITOS DE SANGRE PERIFERICA, TENIDOS CON WRIGHT.
Poseen un nucleo generalmente excéntrico, irregular, con pliegues que parecen superponerse entre si, su
cromatina es laxa, puede tener dos o tres nucléolos que llegan a verse en las extensiones comunes, el
citoplasma abundante es levemente basdfilo, con aspecto de vidrio esmerilado por las finas granulaciones.
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Fig.5-40. Presenta moderadas granulaciones Fig.5-41. Se nota el nacleo en forma de rifidn,
azurdfilas de diametro aprox. a 0.4um. (1000X) excéntrico y las pequefias vacuolas en el

citoilasma. (1000X

Fig.5-42. La cromatina es laxa, y el citoplasma Fig.5-43. Notense los seudépodos obtusos y la
forma cerebroide del nicleo. (1000X)

Fig.5-44. Es una célula de aproximadamente 12 Fig.5-45. Se ve el citoplasma abundante,
a 20um. (1000X) basofilo, con aspecto de vidrio esmerilado y

presenta vacuolas. (1000X)



5.1.4.6 LINFOCITOS PEQUENOS DE SANGRE PERIFERICA, TENIDOS CON WRIGHT.
Varian en tamafio de 7 a 10um y son mayoria, de nucleo esférico y voluminoso, la cromatina es condensada
y de color morado oscuro intenso, no es comuin apreciar nucléolos a nivel dptico aun que si estan presentes,
el citoplasma es escaso y se dispone en forma de una estrecha franja alrededor del ndcleo, débilmente
baséfilo y a veces no es visible, llegan a estar presentes unos cuantos granulos azurdfilos.
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Fig.5-46. Se observa el citoplasma escaso y en Fig.5-47. Se pueden observar los nucléolos a

forma de una estrecha franja perinuclear. (1000X) nivel 6ptico como pequefias areas claras. (1000X)
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Fig.5-48. Este MN mide entre 7 a 10um, la Fig.5- 49 Notese el citoplasma débilmente
cromatina se dispone en grumos gruesos. baséfilo, llegan a verse granulaciones

azurdfilas. LOOOX
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Fig.5-50. El nGicleo morado intenso, es esférico, Fig.5-51. Su nlcleo tiene el tamafio aproximado
y el citoplasma no es visible. (1000X) de un eritrocito y ocupa cerca del 90% del &rea
celular. (1000X)
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5.1.4.7 LINFOCITOS GRANDES DE SANGRE PERIFERICA, TENIDOS CON WRIGHT.
Miden aproximadamente de 11 a 16um, el nicleo es de cromatina menos condensada, ligeramente mas
grande que en el linfocito pequefio, el citoplasma es mas extenso; la variacion de tamafio se atribuye
principalmente él, de tonalidad débilmente basofila y puede tener vacuolas y contener algunos granulos
azurdfilos, que no son exclusivos de los linfocitos.

Fig.5-53. Se observa el citoplasma mas extenso;
la variacion de tamafio se atribuye principalmente
a é1.(1000X

M -

h -
Fig.5-54. Notese el citoplasma de tonalidad Fig.5-55. Este mononuclear puede contener
débilmente basofila, a veces no se ve con algunos granulos azurdéfilos, negativos a la

chr_idad aunque sea a'bundante. (1000X)

peroxidasa. (1000X)
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Fig.5-56. Estos linfocitos miden de 11 a fsum. Fig.5-57. A menudo son profundamente deformados
(1000X) por células vecinas y tienen prolongaciones agudas.
(1000X)
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5.1.5 PLAQUETAS DE SANGRE PERIFERICA, TENIDOS CON WRIGHT.
Tienen forma de disco biconvexo de aproximadamente (2 a 3um) de diametro, desprovistas de nucleo, se
llegan a observar aglomeradas por su gran capacidad de agregacién. Presentan dos zonas, una central
donde se disponen las granulaciones azurdfilas, teflidas en purpura, denominada cromémero y otra periférica
hialina e incolora denominada hialémero, que se observa al microscopio en color azul claro

SO 4,
© o -/ 0<
53 oo 0 ¢

o

-
Fig.5-58. Se observa claramente que estan Fig.5-59. Se ven como discos biconvexos de
desprovistas de nucleo. (1000X) aproximadamente 2 a 3um de didmetro.

(1000X)
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Fig.5-60. Se nota la proporcion de las plaquetas Fig.5-61. Se hace evidente la zona clara yla

comparadas con Ios eritrocitos. (1000X) zona central de granulos tefiidos en purpura.
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Fig.5-62. Se ven las dos zonas bien delimitadas, el Fig.5-63. Aglomerado de plaquetas debido a
cromoémero y el hialémero. (1000X) su gran capacidad de agregacion. (1000X
tincion supravital)



5.1.6 FOTOMICROGRAFIAS DEL HEMOCITOMETRO.

Fig.5-64. Red de conteo, se ve el cuadrado primario Fig.5-65. A) Cuadrado primario periférico superior
central y parte de los cuadrados primarios derecho B) Cuadrado primario central. (40X).
periféricos. (40X

Fig.5-66. Cuadrado primario central, se ven los 5 Fig.5-67. Cuadrado primario periférico inferior
grupos de 5 cuadrados secundarios. (100X) derecho, uno de los 4 cuadros donde se cuentan
leucocitos, a este aumento. (100X)

Fig.5-68. Uno de los cuadrados secundarios Fig.5-69. Uno de los cuadros secundarios,
dentro del cuadrado primario central. (400X) dentro de un cuadro primario periférico, el cual
no es comunmente utilizado. (400X)



5.1.7 FOTOMICROGRAFIA DE LAS CELULAS SANGUINEAS EN EL HEMOCITOMETRO.

Fig.5-70. Eritrocitos vistos en el Fig.5-71. Eritrocitos observados en  Fig.5-72. Corte amplificado de un
cuadrado central primario en un cuadrado secundario en cuadrado pequefio en el cual hay
aumento de 100X. aumento de 400X. 4 eritrocitos.

Fig.5-73. Leucocitos vistos en el Fig.5-74. Leucocitos en un Fig.5-75. Corte amplificado de un
cuadro periférico primario en cuadrado secundario (400X) (no se leucocito en el cual se observa
aumento de 100X. acostumbra contarlos en este aumento). que es un segmentado.

Fig.5-76. Plaquetas vistas a 400X recuerde que se Fig.5-77. Corte amplificado de un cuadrado terciario
debe mover continuamente el tornillo micrométrico en el cual se observan 4 plaquetas con apariencia
para el conteo de estas. luminosa.



6.0 DISCUSION.

Un extendido de sangre bien hecho, bien tefiido y examinado cuidadosamente brinda
informacién muy valiosa respecto al estado de salud de un paciente: el valor relativo de cada
leucocito, el calculo aproximado de leucocitos y plaguetas que corrobora los datos de conteo
proporcionados por el equipo automatizado o realizados de forma manual y sobre todo la
evaluacion morfoldgica de las tres estirpes celulares, del mismo modo las técnicas de conteo
celular aportan datos utiles para diagnosticar problemas asociados a la participacion de las
diferentes células de la sangre y es esencial reconocer acertadamente cada estirpe celular
en la camara de Neubauer para evitar conteos falsamente elevados o disminuidos, todo esto
con el fin de dar datos mas confiables al médico para un diagndstico certero, este trabajo
ofrece al consultante una idea clara de la normalidad de las células sanguineas tanto
morfologicamente como en su distribucion, facilitando asi la identificacion de cualquier
anormalidad cuantitativa y/ o cualitativa.

Aungue la mayoria de los procedimientos de rutina en el laboratorio estan
automatizados, puede ser necesario utilizar los métodos manuales para muestras que
exceden la linealidad de un instrumento o incluso cuando se presenta un desperfecto y no
hay manera de solucionarlo de inmediato.

Es de suma importancia la revision de los frotis sanguineos principalmente en casos
donde ya se sospecha de anormalidad en un diagndstico presuntivo por signos y sintomas o
cuando los datos del equipo automatizado nos indican un aumento o disminucién en el
conteo celular, ya que una de las limitantes de éstos es su incapacidad para distinguir, de
manera cien por ciento confiable, las células de otras particulas o fragmentos celulares del
mismo tamafio, deben descartarse errores posibles como la presencia de aglomerados de
plaguetas que disminuirian el nimero de estas y podrian aumentar el nimero de leucocitos
por ejemplo, o contarse fragmentos celulares como plaquetas en las muestras de pacientes
tratados con quimioterapia, los cuales tienen un aumento en la fragilidad de leucocitos. No
cabe duda que la evaluacién apropiada de los extendidos de sangre periférica en el
microscopio éptico seguira siendo necesaria como herramienta basica de trabajo diagndstico

aun con la existencia del equipo automatizado.



Para facilitar estas tareas es esencial saber la manera correcta de usar, cuidar y dar
mantenimiento al microscopio, asi como conocer la utilidad de cada uno de sus objetivos.

Las fotomicrografias mostradas en la pagina 113 son de muestras de sangre con
EDTA, pertenecientes a personas sanas, dichas muestras tefiidas con el colorante Wright,
una vez hecho el frotis. La fotomicrografia 5-1 es un campo microscopico observado con el
objetivo de 10X que nos da un aumento total de 100X, el uso de este objetivo aporta
informacion elemental de la preparacion que se aprecia en la imagen, como la presencia de
muestra sanguinea, la calidad de la tincién, el color y la distribucion de las diferentes células,
asi mismo permite detectar la presencia de células anormales grandes como blastos, o
incluso paréasitos si existieran. En la imagen 5-2 se aprecia un campo a 400X, aumento que
nos sirve para seleccionar la zona correcta de lectura para la realizacion de un conteo
diferencial, en ocasiones este aumento permite diferenciar a la célula leucocitaria, que en
este caso es un basofilo, sin ser el objetivo mas conveniente para llevar acabo la
identificacion celular necesaria para el conteo diferencial, sobre todo por que hay células de
dificil identificacion como los monocitos que requieren una observacion mas a detalle. Y por
altimo en la imagen 5-3 observamos un campo con el objetivo de 100X (aceite de inmersion)
en el cual el aumento equivale a 1000X, en ella se pueden detallar las caracteristicas
morfologicas celulares y por ello este objetivo ha sido el més utilizado a lo largo del presente
trabajo para obtener la mayoria de las fotomicrografias. En esta imagen podemos ver
detalles muy caracteristicos de las cuatro diferentes células presentes, asi el nucleo
segmentado del neutréfilo y su citoplasma lleno de granulos color marrén, a diferencia del
citoplasma ligeramente basofilo del linfocito que no presenta granulos, pero si un nudcleo
mayormente condensado que ocupa aproximadamente el 90 % de la célula e incluso la
presencia de un nucleolo dentro de este y por otro lado los eritrocitos con su palidez central

caracteristica y las pequefias plaquetas una con varios granulos y otras con pocos.

Reticulocitos
La presencia de RNA en los reticulocitos asociada a la capacidad de sintesis proteica
explica la red que se observa en ellos al ser tefiidos. Antes de salir a circulacion, aun en MO,

los reticulocitos poseen abundantes ribosomas y aun contienen RNAm suficiente para



algunos dias de actividad sintética principalmente de Hb, equivalente al 20% de la contenida
en el eritrocito.*®%2

El nombre de estas células proviene de que al examinarse con una tincién supravital
con colorantes como el nuevo azul de metileno o el azul de cresil brillante, precipita el RNA 'y
se produce una red de material baséfilo visible con claridad.*

Para la busqueda de reticulocitos se resolvio realizar los frotis con azul de cresil
brillante como tincidn supravital, el precipitado de RNA observado claramente en las
fotomicrografias de la 5-4 a la 5-9 presentes en la pagina 114 nos da informacion sobre el
grado de madurez de la serie eritroide, recordemos que la maduracién del reticulocito por
pérdida de la sustancia reticular basofila da origen al eritrocito maduro intensamente
acidéfilo'®, pero no solo se hace evidente esto entre un eritrocito que ya no contiene ese RNA
y un reticulocito que aun lo presenta, sino incluso entre un reticulocito y otro, como se
observa en la figura 5-4 ya que la cantidad de este precipitado nos indica que un reticulocito
esta en una etapa mayor de madurez que el otro, como es el caso de B comparado con A.

Cuando la red basdfila ya es tan escasa, como en la tercer célula de la figura 5-8
puede dificultarse la observacién de esta, debe entonces tenerse en cuenta el constante
movimiento del tornillo micrométrico del microscopio para no pasarla desapercibida, puede
ocurrir en ocasiones que los eritrocitos adopten una posicion en la que se llegan a unir zonas
de la membrana de un lado y otro, debido a que tienen una mayor superficie que volumen y
son altamente flexibles, entonces al observarlos al microscopio puede dar un efecto optico de
particulas dentro de la célula, como se observa en la figura 5-5-B lo que podria ser motivo

de confusién para una persona sin experiencia, pero una vez que se aprende a
identificar la red basofila se notara que es muy diferente, lo mismo puede ocurrir cuando se
llegan a encontrar detritos o precipitados del colorante por si mismo en el exterior de las
células o sobre ellas.

En la tincion supravital no solo observamos a los eritrocitos y a los reticulocitos,
también es comun ver leucocitos como en la figuras 5-8 y 5-9, que no se tifien de una
manera completa por solo contar con el colorante basico, faltando el colorante acido para
contrastar, lo que impide hacer un conteo diferencial en este tipo de tincion. Por otro lado se

pueden observar también las plaquetas, como se aprecia en la figura 5-9, pudiendo dar



informacion aproximada de exceso o disminucion de las mismas, sin determinar su
concentracion real por este método.

Otra caracteristica facilmente apreciada en la figura 5-7 es la diferencia de tamafio
entre un eritrocito y un reticulocito, este ultimo ligeramente mas grande por pertenecer a una
etapa previa de maduracion.

Con respecto a los frotis sanguineos tefiidos con Wright se probo realizar la tincion
con diferentes tiempos llegando a una tincion de 15 minutos de colorante y 30 min. de buffer
de fosfatos, recordemos que estas condiciones pueden variar dependiendo de la maduracion
del colorante y del pH de ambos y que el lavado también es un factor que influye para que
estos tengan una apariencia correcta. El colorante utilizado era nuevo, y esto puede ser la

causa de que se haya requerido de tiempos prolongados.

Eritrocitos

En las fotomicrografias 5-10 a la 5-15 de la pagina 115, es importante observar las
caracteristicas de las células eritroides normales, a veces tan obvias como la ausencia de
nacleo en los eritrocitos, ya que una célula inmadura de estirpe eritroide la cual es nucleada,
podria llegar a confundirse con un leucocito si el observador carece de la experiencia
necesaria para diferenciarlos.

Otras caracteristicas morfolégicas muy importantes son el tamafio, la forma y el color
que presentan, los eritrocitos son células anucleadas, con un diametro de 6.5-8.5 um, de
forma redondeada u oval, con una depresion o zona mas clara en el centro, se dice que
tienen forma de disco biconcavo, esto les permite tener mas superficie que volumen y es lo

712 astas

gue les da la propiedad de deformabilidad y facilita el intercambio de gases,
propiedades pueden informarnos de inicio sobre la realizacion correcta de la tincién, dado
que, los eritrocitos son eosinoéfilos debido a la hemoglobina que es una proteina acidofila que
se tifie por la eosina de las soluciones tipo Romanowsky observandose normalmente de
color rosado’?, como se aprecia claramente en la figura 5-11, algunas veces no se aprecian
asi, por ejemplo eritrocitos grises pueden ser causados por colorantes o por el buffer
demasiado alcalinos o por una tincion prolongada, el caso contrario eritrocitos palidos o de
color rosa intenso pueden ser por colorantes o buffer demasiado acidos, por poco tiempo con
el buffer o por un lavado excesivo. Cambios en las caracteristicas nos pueden revelar alguna

anomalia en las células mismas, como es el caso de anemias hipocrémicas, o si nos



referimos a la forma una de las posibles causas de un cambio en esta, seria el tiempo que le
gueda de vida a la célula, puesto que un eritrocito viejo que implica alrededor de 120 dias en
circulacién’ tiene menores cantidades de colesterol y fosfolipidos, lo que produce la pérdida
de la permeabilidad selectiva, con aumento de Na* y pérdida de K*, que a su vez produce
una disminucién gradual de la relacion entre superficie y volumen, en términos morfolégicos

el disco eritrocitario se hace esferoidal,®

como se observa la presencia de algunos
esferocitos en las figuras 5-11 y 5-14 siendo este hallazgo de alrededor del 1% de la
poblacion eritroide en sangre periférica normal. Alteraciones en las interacciones de
proteinas de la membrana de tipo horizontal conducen a eliptocitosis hereditaria y
piropoiquilocitosis hereditaria, mientras que los defectos en las interacciones de tipo vertical
resultan en esferocitosis hereditaria y ovalocitosis hereditaria.?’

Habitualmente al microscopio los eritrocitos normales se observan como en la figura 5-
13 ovales o redondeados por la gran flexibilidad de estos, lo Unico que indica su forma
bicdncava caracteristica es la palidez central, visible casi siempre, como se aprecia en la
figura 5-15.

La concentracién normal de eritrocitos en la sangre es de 4.0 a 5.4 x 10*/L en mujeres
y de 4.6 a 6.0 x 10™%/L en hombres adultos.” Esta alta concentracion en relacién a las otras
estirpes celulares se evidencia en el frotis sanguineo al ser la célula predominante, como se
observa en la figura 5-12 del presente trabajo, en la que ademas de abundantes eritrocitos se
observan escasas plaquetas y la ausencia de leucocitos.

Si el extendido esta hecho correctamente y la zona de revision es la adecuada y aun
asi encontramos formas anormales o tamafios variados en un numero significativo de
eritrocitos, entonces podemos sospechar de alguna alteracion como pueden ser las anemias,
macrocitica, microcitica o normocitica, que se pueden caracterizar por el tamafio de las

células presentes.

Leucocitos

Los leucocitos son células facilmente identificables como familia pues son los Unicos
de las 3 estirpes celulares encontradas en sangre periférica que tienen nucleo y en base a la
forma de este, y a las caracteristicas tintoreales de la célula, asi como la presencia de

granulos en casi todos ellos es que se les identifica.



En las figuras de la 5-16 a la 5-21 mostradas en la pagina 116, podemos ver
neutréfilos en banda o en cayado, la forma de granulocito mas joven en sangre periférica; se
consideran asi cuando la escotadura del nlcleo es mas grande que la mitad del didmetro del

ndcleo redondo hipotético,*®

esto se observa claramente en la figura 5-20, aunque los
nacleos de estas células presentan escotaduras pronunciadas aun no se dividen en
segmentos, como se aprecia en la figura 5-19, en donde a pesar de tener un grado de
maduracion mayor el nucleo no presenta lobulos bien definidos como para considerarse
segmentado, en las diferentes etapas de maduracion la formacion de I6bulos en el nlcleo se
van incrementando, se inicia por dos I6bulos por eso en esta etapa de maduracion se dice
que los nicleos de estas células tienen forma de herradura o de C,* apreciamos esta
caracteristica claramente en las figuras 5-16 y 5-18.

En la imagen 5-21 podemos ver dos neutrofilos en banda con un diferente grado de
maduracion, se observa la cromatina irregular densa y ya no presentan nucléolos puesto que
son células en las que ya no se realizard mitosis,'® pero la cromatina ain no es tan densa
como en los neutréfilos segmentados, y se ve también la presencia de granulaciones finas
neutras, estas granulaciones son poco afines a los colorantes, se tifien de color marrén con
las coloraciones pandpticas habituales, son finas y se distribuyen uniformemente,?® la
presencia de ellas es una caracteristica que permanece en la siguiente etapa de la célula y
gue es la causa de que sean llamados neutrofilos.

Es probable que se aprecie similitud entre un neutréfilo en cayado con un monocito,
pero observando cuidadosamente la cromatina de ambas células, la del monocito es laxa,
muy diferente a la mayor condensacion que presenta el neutréfilo y este ultimo no presenta el
nacleo replegado, caracteristica principal para el monocito. Ademas de la diferencia de
tamafio que hay entre los dos siendo el monocito generalmente mayor.

El neutréfilo en banda como se observa en la figura 5-17 comparado con el tamafio de
los eritrocitos es de alrededor de 9 a 15 um como hace mencién McKenzie.

Lo que diferencia a los neutrofilos segmentados de los neutréfilos en banda
morfologicamente y los clasifica de este modo, es que la separacion del nacleo en I6bulos es
evidente, la membrana de un lado y otro estan practicamente unidas dejando visible solo
unos delgados puentes de cromatina como se observa en las figuras 5-22 a la 5-27 del

apartado 5.1.4.2, el numero de I6bulos que presenten, que pueden ser desde 2 hasta 5



considerandose estos Ultimos no tan comunes, es un indicativo de madurez dentro de los
PMN segmentados como podemos verlo en las figuras 5-24 y 5-25.

Estas células pertenecen al grupo de los polimorfonucleares debido a las diversas
formas que adoptan sus nucleos, caracteristica visible claramente en la figura 5-26.

Este tipo de célula puede tener una caracteristica bastante peculiar y exclusiva de
ellos, y es la presencia de un pequefio apéndice mucho menor que un lébulo llamado cuerpo
de Barr que logra identificarse en 1 a 5% de los neutrofilos circulantes. Este apéndice
contiene la cromatina sexual, constituida normalmente por un cromosoma X

heterocromatico®*?%°

capturado con claridad en la fotomicrografia 5-23, conocido también
como palillo de tambor, es indicativo del género femenino, es decir se presenta solamente en
neutroéfilos pertenecientes a mujeres, pero no es una regla encontrarlos.

Morfolégicamente es comun observarlos sin seudopodos en frotis de sangre periférica,
teniendo aqui una tendencia a ser esféricos y no fagocitar,'? esto puede observarse en las
figuras 5-22 y 5-24, se convierten fagociticos cuando tocan un sustrato solido sobre el cual
puedan emitir sus seudopodos, el movimiento ameboide se inicia una vez detectado el
gradiente quimiotactico, que puede ser tan bajo como 1%, con un cambio de forma esférica a
una forma polarizada y elongada con movimiento.***®

Los granulos neutréfilos pueden observarse en las figuras 5-22 y 5-27 si los
comparamos con los eritrocitos eosindéfilos y con el nicleo que al ser acido se comporta
como basofilo vemos que estos se ven de un color marron o pardo, debido a que estos
contienen tanto proteinas cationicas como aniénicas y esto no permite que la tincion se
defina como acidéfila o basdfila, siendo la causa de que se les llame neutréfilos.?®

Los granulos azurofilos tienen alto contenido en hidrolasas acidas especialmente la
fosfatasa acida, asi que pueden considerarse lisosomas que contienen diversas enzimas
como: la mieloperoxidasa, proteinas catiénicas como la lisozima, proteasas como la
proteinasa 3, y contienen mucopolisacaridos sulfatados, los cuales contribuyen al caracter
azurdfilo. 1%

Con la maduracion del neutréfilo los granulos azurofilos aparentemente desaparecen,
pero las enzimas como la mieloperoxidasa y la fosfatasa acida se pueden demostrar ain; lo

que sucede entonces es que la azurofilia de los granulos se ha perdido, pues durante la



maduracion llegan a los granulos vesiculas con mucopolisacaridasas que degradan a estos
carbohidratos dejando visibles casi Ginicamente a los granulos especificos.*

En el proceso de fagocitosis se produce la liberacibn de los granulos hacia el
fagosoma, disuelven su contenido en el interior de la vacuola digestiva y forman el
fagolisosoma.'® La lactoferrina es una de las sustancias mas importantes para la accién
bactericida, solo se encuentra en granulos secundarios.?® Algunas moléculas contenidas en
los granulos estan dotadas de poder bactericida y otras bacteriostatico,'® pero el efecto
directo del contenido granular es la digestién del microorganismo ya muerto.

Como se observa en la figura 5-27 el tamafio de los neutréfilos segmentados suele ser
entre 9-15 pm.*

De los PMN podemos ver en las fotomicrografias de la 5-28 a la 5-33 en la pagina
118, los llamados eosindfilos, debido a la acidofilia o eosinofilia caracteristica de sus
granulos, por la presencia de proteinas cationicas contenidas en ellos, aunque el tamario, la
uniformidad, el aspecto e incluso el numero de estos, deberia ser suficiente para detectarlos,
el color rojizo-naranja o rosa salmon intenso que ellos adquieren con las tinciones de
Romanowsky nos permite clasificarlos con certeza; nétese en la figura 5-31 la coincidencia
en la coloracién de los granulos del eosindfilo y de los eritrocitos.

En el centro de cada granulo hay un cuerpo cristaloide electrodenso, paralelo al eje
mayor, también llamado internum, es una estructura cristalina alrededor de la que se

encuentran las diferentes enzimas hidroliticas y otras.?®?° El

principal componente del
internum es la proteina béasica principal (PBP) rica en arginina, que constituye el 50% de las
proteinas del granulo y es responsable de su acidofilia.*?

Este PMN tiene capacidad antihelmintica, donde la agregacion de eosindfilos
alrededor del parasito tiende a su eliminacién por desgranulacién externa. Se liberan los
granulos y de esta manera mediante la proteina basica principal (PBP) se produce el ataque
al helminto, causandole lisis, ya que esta es citotoxica para protozoarios y helmintos ademas
de que estimula la liberacién de histamina de los baséfilos y células cebadas lo cual atrae a
més eosindfilos.*?*°

La zona que rodea al internum es menos densa a los electrones, es rica en fosfatasa
acida, y se denomina externum o matriz; en esta zona se encuentran: la proteina cationica

eosinodfila (PCE) que es capaz de matar células de mamiferos y no mamiferos, ademas



estimula la liberacién de histamina en basdfilos y células cebadas, la peroxidasa eosindfila
(PE), es citotoxica para células tumorales y del huésped, también estimula la liberacién de
histamina por las células correspondientes y la desgranulacion de la mayor parte de las
células y también inactiva leucotrienos y la neurotoxina derivada de eosindfilo (NDE),
conocida también como proteina X tiene la capacidad de provocar disfuncion cerebral y
cerebelar en animales e inhibir las respuestas de la célula T aunque de esta se conoce muy

poco 12,15

todas estas proteinas son responsables de que los granulos presenten esa
caracteristica acidofila que se aprecia en la figura 5-30.

Se observa claramente la diferencia de tamafo respecto a los eritrocitos, esta célula
se caracteriza por medir del2 a 17um, como se aprecia en la figura 5-28.

El ndcleo llega a verse bilobulado y simétrico como se ve en la figura 5-29, aunque se
llega a ver sin simetria, o incluso trilobulado.

Los granulos presentes son muy abundantes, ocupan todo el citoplasma y eso es
también caracteristico de estas células, aunque no tapan ni dificultan la observacion del
nacleo como podemos percatarnos en las figuras 5-32 y 5-33 en donde ademas se observan
diferentes formas del nucleo constatando que no siempre se encontrara en forma de dos
I6bulos perfectamente definidos y simétricos.

Los PMN menos abundantes en frotis de sangre periférica son los basofilos, presentes
en las fotomicrografias 5-34 a 5-39 presentadas en la pagina 119, solo representan de 0 a
1% de los leucocitos totales.*? Es comuin no encontrar baséfilos en un recuento diferencial de
100 células, sin embargo el hallazgo de una basofilia es muy importante, ya que con
frecuencia indica la presencia de malignidad hematica.

Aunque es minima la diferencia de tamafo, son los PMN mas pequefios, oscilando
entre los 10 y 14um,* podemos ver la comparacién de tamafio con los eritrocitos como
referencia en la figura 5-35.

Una caracteristica mostrada en la figura 5-34 en la que podemos ver a los eritrocitos
evidentemente aciddfilos y al nacleo del granulocito claramente basofilo, es la metacromasia
inconfundible de los granulos de estos PMN, se ven de color morado o rojizo violeta oscuros
al teflirse con colorantes azules (azul de metileno, azul de toluidina)**?® los granulos no

coinciden con acidofilia ni con basofilia, son metacromaticos.



Los componentes tisulares capaces de ser tefiidos metacromaticamente poseen
polianiones de alto peso molecular y agregan las moléculas del colorante en consecuencia el
colorante vira. Estos compuestos son en su mayor parte los muy &cidos
glucosaminoglucanos sulfatados y la heparina polianiénica.**

Los granulos basofilos contienen, proteoglicanos sulfatados: condroitin-4-sulfato y
heparina (mucopolisacérido &cido) responsables directos de la metacromasia.?*?%%

En la desgranulacion, se libera histamina y citocinas (moléculas proinflamatorias),
enzimas vasoactivas, broncoconstrictoras y quimioatrayentes (especialmente para
eosindfilos). Dicha liberacibn de mediadores inicia los signos clinicos tipicos de la
hipersensibilidad inmediata.*®

Debido a una mala fijacién en la tincién, los granulos basofilos llegan a verse escasos
puesto que algunos de sus componentes son hidrosolubles, es por eso que pueden estar
destefiidos en parte o por completo y aparecer como vacuolas vacias en el citoplasma,??
como se ve en las figuras 5-36 y 5-38, cuando los portaobjetos se fijan correctamente,
pueden verse tan abundantes que se colocan incluso por encima del nucleo voluminoso e
irregular.

El nicleo posee generalmente 2 o 3 I6bulos unidos por puentes de cromatina, en
ocasiones dificiles de visualizar, dada la presencia de las numerosas granulaciones basoéfilas
que lo cubren ?® como se aprecia en la figura 5-39 en donde apenas logran percibirse los
delgados puentes de cromatina.

El tamafio de las granulaciones varia entre 0.2 y 1pm,®

esto puede notarse al
compararlas con las plaguetas presentes también en la figura 5-37, las cuales miden de 2 a
3um.* En esta imagen también logra verse la densa cromatina nuclear.

Los leucocitos mononucleares (MN) asi llamados por que su nicleo generalmente no
se divide en l6bulos, sino que presenta una forma mas regular comparado con el de los
polimorfonucleares y el citoplasma no posee granulaciones especificas, pudiendo sin
embargo presentar granulos azurdfilos inespecificos, presentes también en otros tipos
celulares; hay dos tipos de células mononucleares: los monocitos y los linfocitos, los primeros
los vemos en la pagina 120 en las fotomicrografias de la 5-40 a la 5-45 en las cuales

podemos ver que el nacleo presenta diversas formas, con un aspecto replegado que le es



caracteristico y una cromatina laxa, asi como las granulaciones azuroéfilas de diametro aprox.
a 0.4um antes mencionadas que se ven claramente en la figura 5-40.

Esta célula tiene la capacidad de adherirse al vidrio y se expande o envia multiples
seuddpodos lo que da como resultado una amplia variacion de tamafio y forma en los frotis
de sangre, caracteristicas que también dependen de su actividad.™

Los monocitos carecen de muchos de los potentes sistemas bactericidas del
neutrofilo, tienen relativamente poca capacidad fagocitica en circulacion hasta que se
diferencian como macréfagos a nivel de tejido donde tienen gran importancia como tal en
infecciones cronicas, también actian como depuradores al fagocitar detritos celulares,
células propias deterioradas, envejecidas o muertas con el objetivo de mantener la
homeostasis del organismo y ademas se fijan a células tumorales matandolas por efecto
citolitico directo.?2°

Observamos en las fotomicrografias 5-41 y 5-45 como una caracteristica normal, la
presencia ocasional de vacuolas en el citoplasma que estan asociadas a su proxima
transformacion en macrofago. Asi como también los seudopodos que presenta la membrana
celular, visibles en la imagen 5-43 que evidencian su capacidad fagocitica.

Otra caracteristica de los monocitos es que tienen el citoplasma ligeramente basofilo
con aspecto de vidrio esmerilado debido a las finas granulaciones,'® como se ve en la figura
5-45, estas granulaciones son ricas en fosfatasa acida, lisozima, B-glucuronidasa, catepsina
y arilsulfatasa, la actividad de la peroxidasa es débil pero existe, lo que significa que estos
granulos son parecidos a los lisosomas de los neutréfilos (granulos azurdfilos) y se sabe que
a diferencia de los granulos especificos de los neutrofilos no contienen fosfatasa alcalina ni
lactoferrina.”®?® No poseen las proteinas catiénicas bactericidas de los neutréfilos; ni tienen
lactoferrina, sin embargo, el sistema mieloperoxidasa-H,O, -haluro opera al parecer.?

Es el leucocito de mayor tamafio y esto es notorio en la fotomicrografia 5-44 donde se
aprecia la diferencia de tamafio al lado de los eritrocitos. Es también el mas dificil de
identificar y distinguir de otras células, en ocasiones pueden tener nucleos aparentemente
lobulados lo que ocasionaria una posible confusién con un neutréfilo,° sin embargo
caracteristicas de tamafio celular y de condensacion nuclear no lo permiten, como podemos

ver en la figura 5-42 donde la condensacion de la cromatina en este MN es laxa a diferencia



de un neutréfilo que es mayormente condensada y el citoplasma se ve gris azulado opaco,
sin presentar los granulos secundarios color marron caracteristicos del neutréfilo.

Puede confundirse también con un linfocito grande por que su citoplasma es basofilo,
a veces no son claramente visibles sus pequefios granulos y el nucleo este poco hendido,
ademas de no presentar los seudépodos o las vacuolas que ayudarian a distinguirlos.® No es
una regla que los monocitos tengan todas estas caracteristicas juntas en una célula aunque
si se llegan a presentar, sin embargo se recomienda una observacion detallada y tener
presentes las caracteristicas de cada célula para evitar confusiones.

Las 3 especificaciones mas tipicas y de mayor utilidad para su identificacion que se
reunen en la figura 5-43 son el color gris azulado opaco del citoplasma, los seuddépodos
obtusos y los repliegues del nicleo.® Es menos comln encontrar monocitos en frotis de
sangre periférica, su concentracién es de 2 a 11 por cada 100 leucocitos, mientras que el
linfocito, se encuentra en una concentracién de 18 a 42%.%Existen dos tipos de linfocitos
maduros morfolégicamente idénticos, pero inmunitaria y funcionalmente diferentes,
dependiendo de las moléculas localizadas en su membrana, los linfocitos T y los linfocitos B
con diversos subtipos, ademas de los linfocitos T y B existe una tercera variedad, las células
NK (natural killer o asesinas naturales), cuando es necesario diferenciar la especificidad T o

B de estas células suelen utilizarse anticuerpos monoclonales,**?

ya que es una
caracteristica imposible de detectar solo con el microscopio optico.

Entre estos MN existen algunas diferencias morfolégicas la mas notoria es que
pueden presentar solo una delgada franja de citoplasma alrededor del nucleo o una mayor
cantidad y de esto depende principalmente que se les conozca como linfocitos pequefios o
grandes, pero la diferencia morfolégica no los agrupa en uno u otro grupo o subtipo,
podemos verlos desde la fotomicrografia 5-46 a la 5-57 de los apartados 5.1.4.6 y 5.1.4.7.

Cerca del 60 a 80% del total de linfocitos de la sangre periférica son linfocitos T, los
precursores de linfocitos T medulares llegan al timo y sufren un proceso de maduracion y
adquieren inmunocompetencia, estos se diversifican tardiamente como: T cooperador (Ty) 0
T citotoxico /supresor (Tc /Ts), posteriormente abandonan el timo y pasan a la sangre
periférica y a los o6rganos linfaticos secundarios transformandose en linfocitos T
funcionalmente maduros, los linfocitos B constituyen del 15 al 30% de linfocitos en sangre

periférica estos sufren proliferacion y diferenciacion a célula plasmatica secretoras de



inmunoglobulinas en los centros germinales de los tejidos linfoides secundarios y por ultimo
la tercera poblacion de células linfoides corresponde al restante 5 a 10% formado por las
células NK llamadas comtnmente linfocitos grandes granulares (LGG).1%*>28

Los llamados linfocitos pequefios varian en tamafio entre 7 a 10um como se aprecia
en la figura 5-48 y son los mas comunmente encontrados, su nucleo tiene el tamafo
aproximado de un eritrocito y ocupa cerca del 90% del area celular,*® observe la figura 5-51,
en donde el eritrocito del lado superior derecho es practicamente del mismo tamafo del
nacleo del linfocito, este es esférico y relativamente voluminoso, la cromatina es condensada
se dispone en grumos gruesos de modo que el nucleo aparece de un color morado oscuro
intenso en las preparaciones, caracteristica que favorece su identificacion, como podemos
verlo en la figura 5-50 en donde ademas el citoplasma casi no se ve.

No es comun apreciar nucléolos a nivel optico aunque si pueden estar presentes y se
llegan a observar como pequefias areas claras,* como se pueden ver en las figuras 5-47 y
5-49, debido a que siguen siendo células en proceso de maduracion y por lo tanto se espera
que sigan llevando acabo la mitosis hasta alcanzar su madurez en los diferentes sitios que le
corresponde a cada linfocito, asi sea en el timo o en érganos linfaticos secundarios para
linfocitos T o en los centros germinales de los tejidos linfoides secundarios en el caso de las
células B que se convierten en células plasmaticas, las cuales no es comun verlas en sangre
periférica.*>?®

El citoplasma en esta célula es escaso y se dispone en forma de una estrecha franja
perinuclear, es débilmente basdfilo tiiéndose en azul claro en los frotis, como se ve en la
figura 5-46, a veces no es visible y llegan a estar presentes unos cuantos granulos azurofilos
aunque no es lo coman.*?

Los linfocitos grandes poseen un didmetro aproximado de 11 a 16pm,* en ocasiones
debido al nucleo que es ligeramente mayor al de los linfocitos pequefios tal como se aprecia
en la figura 5-56, siendo ademas de cromatina menos condensada como se ve en la imagen
5-52, este se sitla en posicion central o algo excéntrica y generalmente la diferencia de
tamafio realmente es por una mayor cantidad de citoplasma, nétense estas dos
caracteristicas en la figura 5-53 donde a pesar de ser un poco mayor el nucleo excéntrico lo

qgue realmente lo hace mayor es el citoplasma esto segun la descripcion de Mc Kenzie.



El citoplasma es de tonalidad débilmente baséfila y puede llegar a presentar
vacuolas®® pero esto no es lo comun, a veces a pesar de ser abundante es poco visible y se
requiere del uso constante del tornillo micrométrico del microscopio, podemos observar esto
en la fotomicrografia 5-54 donde se ve con dificultad.

Anteriormente los mononucleares se clasificaban también como agranulocitos,
clasificacion ya poco usada, debido a que los monocitos e incluso algunos linfocitos,
conocidos como linfocitos grandes granulares pueden presentar granulos azurdfilos los
cuales no son exclusivos de estos como podemos ver en la figura 5-55 solo que estos se
diferencian de los de las células precursoras de granulocitos por ser negativos a la
peroxidasa.'?

Los linfocitos alcanzan la madurez con la expresion de receptores, en su membrana,
entre un 70% y un 75% expresa la molécula CD4 que constituye la poblacion linfoide que
induce o ayuda en la respuesta inmune, conocida como linfocitos T cooperadores estos
facilitan la diferenciacion de linfocitos B, el 25% a 30% posee el antigeno CD8 que constituye
a la poblacion T citotOxica.

La mayoria de los linfocitos CD4 positivos y una proporcion de CD8 positivos son de
tamafio pequefio y agranulares. El 50% de linfocitos CD8 positivos y una minoria de CD4
positivos presentan la morfologia de linfocito grande granular. Los linfocitos grandes
granulares de sangre periférica constan de dos poblaciones celulares distintas una CD3
positiva que expresa ademas el receptor de linfocito T y reordenamiento de los receptores T,
y la otra CD3 negativa que son las auténticas células NK que no expresan receptor de célula
T ni reordenamiento de los receptores T.2% Por eso se dice que la morfologia no es suficiente
para clasificarlos y solo se toma en cuenta el porcentaje de linfocitos en general para un
conteo diferencial, en un estudio que requiera de mayor detalle son otros los métodos que se
utilizan.

Si llega a haber dificultad para identificar a un linfocito grande pensando que podria
ser un monocito, otro dato valioso que puede orientar es que los monocitos tienen tendencia
a deformar y comprimir células adyacentes, mas que ser deformados por ellas y los linfocitos
si pueden ser deformados por estas células vecinas y presentar incluso puntas salientes y

prolongaciones agudas como puede observarse en la imagen 4-57.



Plaquetas

El tercer elemento a analizar en un frotis sanguineo aungue no por eso0 menos
importante, son las plaquetas, se observan en las figuras 5-58 a la 5-63 de la pagina 123.

Circulan en sangre midiendo aproximadamente 2 a 3 um de diametro, tienen forma de
disco biconvexo # gracias a que contiene varios sistemas de fibras en distintos estados de
polimerizacion (microtubulos y microfilamentos) que mantiene la forma discoide de las
plaguetas y representa el sistema contractil que participa en el cambio de forma, emision de
seuddpodos, contraccién interna y secrecion.'® Son células muy pequefias en relacién a las
demas células presentes en sangre periférica, comparamos su tamafio con los eritrocitos en
la figura 5-59 donde es evidente la diferencia, ademas estan desprovistas de nicleo
caracteristica que comparten con los eritrocitos y que podemos notar en la figura 5-58, se
llegan a encontrar solas o en aglomerados debido a su capacidad de agregacién®? apreciable
en la figura 5-63, en esta ocasion por medio de la tincion supravital con azul de cresil brillante
técnica con que se logran ver plaguetas y leucocitos aunque no sea el método usual para su
estudio.

Una persona tiene normalmente de 150 a 450 X 10°/L plaquetas en circulacién.®! La
proporcion que se guarda entre los eritrocitos y las plaquetas se observa claramente en la
figura 5-60 debiendo observarse de 3 a 10 plaquetas aproximadamente por 100 gldébulos
rojos o varias plaquetas y grupos ocasionales por campo, siendo que los eritrocitos se
localizan en millones, de 4.0 a 5.4 x 10*?/L en mujeres y de 4.6 a 6.0 x 10*?/L en hombre,

2,23,39 en la

visto con objetivo de 100X no debe existir menos de una plaqueta por campo,
figura mencionada se observan 16 plaquetas.

La manera de recolectar la muestra con la que se realizé la extension es un dato
importante ya que en frotis realizados a partir de sangre obtenida por puncion cutanea es
mas comun encontrar aglomerados debido a la adhesion plaquetaria.

En algunas muestras se llega a presentar un fenébmeno llamado satelitosis plaquetaria
que se refiere a un camulo de plaquetas alrededor de los neutrofilos formando un anillo o
efecto satélite y es corregible cambiando de anticoagulante al obtener la muestra,?® este
fendmeno llega a ser problema y debe notificarse sobre todo en casos donde el conteo

plaquetario se realiza de forma automatizada.



En algunas plaquetas se hacen evidentes dos zonas bien delimitadas, la de las
granulaciones azurdfilas, localizada mas o menos en el centro llamada cromémero,** dentro
de la cual encontramos granulos alfa, densos y lisosomas, esta se ve tefiida en purpura
debido a las caracteristicas acidas del contenido de estos granulos y la incolora o clara
denominada hialémero, que se observa al microscopio en color azul claro*? como se observa
claramente en las figuras 5-61 y 5-62.

Los granulos alfa son ricos en macromoléculas con una porcion de alta densidad en

electrones, la cantidad de granulos a, determina el valor funcional de la célula.*® Estos
participan en la interaccion con otras células a través de la liberaciéon de su contenido, el cual
se puede dividir en dos grandes grupos:
a) Proteinas especificas plaquetarias ausentes en el plasma: Factor 4 plaquetario (F4P)
conocido también como factor neutralizante de heparina, B-tromboglobulina b) Proteinas
idénticas a las del plasma, algunas sintetizadas por el megacariocito: FvW, FV, TSP, entre
otras y aquellas no sintetizadas por el megacariocito e incorporadas desde el plasma:
fibrinégeno, albumina. Como proteinas adhesivas ademas se encuentra: la fibronectina, la P-
selectina y la vitronectina.

Como proteinas del sistema hemostatico que contienen los granulos alfa estan
ademas del Factor V, el FVII, FIX, proteina S, cininégeno de alto peso molecular,
plasmindgeno, PAI-1, a-2-antiplasmina, a-2-macroglobulina, a-1-antitripsina.

Contienen también Factores de crecimiento: PGDF, factor de crecimiento epidérmico
(EGF), factor de crecimiento transformador (TGFf) y por Ultimo otros componentes como:
IgA, IgG, osteonectina, colagenasa, elastasa e inhibidores de proteasas. 313340

Por otro lado los granulos densos, se caracterizan por su alta densidad electronica que
le confiere el elevado contenido en calcio y fésforo inorganico, magnesio, almacenan
alrededor de los 2/3 del contenido total de nucledtidos de las plaquetas ATP y ADP,
contienen también: serotonina, adrenalina, epinefrina, norepinefrina y dopamina.” 6334

Después de un estimulo fuerte los granulos alfa y densos se alargan se aproximan a la
membrana plasmatica, se funden con esta, aumentan de volumen debido a la entrada de
agua y esto propicia la liberacion de su contenido al medio exterior, ejerciendo su funcién.

Algunos componentes de los granulos plaquetarios, influyen sobre otras células, uno

de ellos es el PDGF, que estimula la proliferacion celular y juega un papel importante en la



cicatrizacion de heridas, el TXA; y la serotonina, son potentes vasoconstrictores, que facilitan
todavia mas el complejo proceso de hemostasia y el inhibidor del activador del plasminégeno
tipo 1 (PAI-1), que tiene accion antifibrinolitica.”

Por ultimo los lisosomas. almacenan enzimas hidrolasas, estos son ricos en fosfatasa
acida, arilsulfatasa, B-glucuronidasa, entre otras, a diferencia de lo que ocurre en otras
células no se ha encontrado la funcion de digestién en su interior, por lo que constituirian

lisosomas primarios que secretan su contenido durante la activacién de la plaqueta.*®*°

Las tres familias celulares en sangre observadas al microscopio en el hemocitometro.

Para la identificacion de las imagenes celulares obtenidas del hemocitometro, se
requiere de mayor experiencia, debido a que se observan en 400X o 100X y se dificulta un
poco, debe tenerse mucho cuidado en la observacién de detalles que nos aseguren que
estamos contando las células que corresponden en cada caso y no contar detritos u otro tipo
de célula. Observamos en la pagina 124 las figuras 5-64 y 5-65 vistas en el menor aumento
del microscopio 6ptico utilizado (40X), que se ve claramente la red de conteo, cuadrados
primarios, central y parte de los periféricos aunque este aumento no es conveniente para
contar células ya que no se verian claramente.

En la figura 5-66 con el objetivo de 10X (aumento 100X) se distinguen bien los
cuadrados medianos o secundarios del cuadrado grande central y en la 5-67 los 16
cuadrados secundarios de uno de los cuadrados primarios periféricos en los cuales se hace
el conteo de leucocitos a este aumento, por ultimo en la figura 5-68 con aumento de 400X
que es el maximo que se utiliza al observar en el hemocitbmetro, podemos ver uno de los
cuadrados secundarios del cuadrado primario central que es uno de los que se utilizaria para
conteo de eritrocitos y plaquetas. En tanto que en la figura 5-69 se aprecia un cuadrado
secundario para el conteo de leucocitos.

Las fotomicrografias siguientes del hemocitdmetro ya cargado con muestra sanguinea,
nos permiten ver que el mejor aumento para contar los eritrocitos es el de 400X, como se
puede apreciar al comparar la figura 5-70 en aumento de 100X, y la imagen 5-71 en aumento
de 400X en la cual podemos contar sin dificultad 84 eritrocitos tomando en cuenta las reglas
de conteo, es decir se cuentan todas las células dentro de una zona de medicion definida
(cuadrado secundario), también se cuentan las células, que se apoyan o tocan la linea

central de 2 laterales, por ejemplo en la lateral izquierda y superior, pero no se cuentan las



células de los laterales derecho e inferior a pesar de que toquen la linea intermedia este
conteo esta dentro de lo normal, ya que recordemos que este solo es un cuadrado y se leen
5 iguales. El procedimiento habitual utilizado anteriormente con el diluyente de Hayem no
ofrecié ninguna dificultad y nos permitié observar claramente las células. Lo que en el caso
de los eritrocitos ha hecho que se evite el conteo de forma manual es que por la gran
cantidad de estos, se llegan a cometer errores al cuantificar, ademas de que se cuenta con
datos muy valiosos asociados a la estirpe eritroide como es el hematocrito (Hto) y la
hemoglobina (Hb), que sirven de apoyo para el diagnéstico correspondiente. La imagen 5-72
es un corte amplificado de un cuadrado pequefo en el cual se cuentan 4 eritrocitos, esta se
presenta con el Unico fin de permitir al consultante observar las células eritrocitarias con
mayor detalle.

El aumento pertinente del microscopio para el conteo de leucocitos es a 100X, es decir
con el objetivo de 10X, sin embargo, si se tiene duda es posible pasar momentaneamente al
objetivo de 40X como en la figura 5-74, solo para verificar que lo que se observa no sea un
detrito sino un leucocito ya que a ese aumento se llega a ver mejor la morfologia, incluso los
segmentos del ndcleo, para verlo mas a detalle se presenta la figura 5-75 que es un corte
amplificado de la imagen 5-74 en donde se nota perfectamente que el leucocito es un
segmentado, el observarlo a 400X seria mucho mas tardado y no vale la pena, el aumento a
100X es suficiente. Nétese en la figura 5-73 obtenida a 100X, que en ese cuadrado primario
se encuentran 55 leucocitos. El caso del conteo manual de leucocitos presenté mayor
problema ya que el diluyente contenia demasiado colorante y con precipitado asi que se opt6
por utilizar el acido acético sin este y esto ayudd a disminuir la presencia de detritos, aunque
las células no se tifieron fue mejor para la observacion.

En el caso de las plaquetas el conteo puede resultar mucho mas complicado ya que
son células muy pequefias de aproximadamente 2 a 3um de diametro,* cercanas al limite de
resolucion del microscopio, debido a que los microscopios Opticos modernos tienen un limite

de resolucién de 0.2 a 0.4 pum >*2

y esto dificulta su observacion sin embargo una
caracteristica muy util es que son refringentes debiéndose utilizar continuamente el tornillo
micromeétrico al realizar el conteo. El diluyente no fue un problema, el Unico inconveniente es
gue se llegan a observar los “fantasmas de eritrocitos”, en la figura 5-77 es un corte con

zoom de la figura 5-76 en la que no se observa con detalle las caracteristicas de las



plaguetas, sin embargo es suficiente para su cuantificacion, en tanto que para apreciar
detalles morfoldgicos es adecuado el frotis sanguineo tefiido con Wright.

Sin duda el profesional que haga la revision de extensiones sanguineas y del
hemocitbmetro debe contar con la capacitacion precisa para asegurar la certeza en la

identificacion celular, con los beneficios que implica esto para el paciente estudiado.



7.0 CONCLUSIONES.

-Las imagenes obtenidas y digitalizadas, que se presentan, son representativas de las

caracteristicas de cada estirpe celular, presentes de manera normal en un frotis

sanguineo incluyendo detalles morfolégicos que se encuentran solo ocasionalmente.

-La composicion quimica de las diferentes células sanguineas esta claramente
relacionada con las caracteristicas morfolégicas y tintoreales observadas en los frotis

sanguineos y a su vez con la funcionalidad de cada una de las células.

-La caracterizacion de las estirpes celulares por medio de las fotomicrografias en el

hemocitémetro resulta de gran utilidad para evitar errores en los recuentos celulares.

-La realizacién correcta de las extensiones sanguineas y su tincibn adecuada es
determinante para la evaluacion celular microscopica de cada una de las muestras,

obtenidas.

-La eleccion de los tiempos de tincion fueron las indicadas puesto que la coloracion de

las 3 estirpes permitié la observacion de detalles celulares facilmente.

-La conservacion de un microscopio de campo claro en condiciones adecuadas y su

usSo correcto permite una mejor caracterizacion de las estirpes celulares.

-Es indispensable para la formacion del quimico clinico, conocer ampliamente la
morfologia, caracteristicas tintoreales, composicion quimica y funciones de las células
sanguineas normales para poder identificar cualquier anormalidad presente en estas y

ofrecer un apoyo al diagnoéstico.

-A pesar de que los procedimientos de conteo celular usando el hemocitémetro, tienen
poca aplicacion actualmente, el conocimiento de estos métodos siempre sera de
utilidad para corroborar resultados dados por los equipos automatizados o cuando estos

por cualquier circunstancia no funcionen y no se puedan reparar de inmediato.



APENDICE DE REACTIVOS.

Diluyente Turck para conteo de leucocitos.

ACIAO ACETICO GIACIAL ... veiveeeeere ettt eee e ens 2ml
F Yo [ E= W0 (1S 1] =T £ T o3 o TR 100ml
CrISTAl VIOIETA 190 ...evveeieieiieee ettt e e e e e eeae s 1ml

Si no es transparente la solucion filtrese, guardese en frasco a&mbar.

Diluyente Hayem para conteo de eritrocitos. (Z, z4)

BiIClOrUro d@ MEICUIIO ...coeeiiiieiiee ettt eeeeeaenseeaeneaes 0.5¢g
10 =100 o [3=To Lo [0 RO 5.0g
Cloruro de SOIO .....ccoeiiiiiiiiiieieee ettt 1.0g
Agua destilada ......ccooeeiiiiiiie 200m|
Solucidn de oxalato de amonio al 1% para el conteo de plaquetas.

OXalato dE AMONIO ......uiiiiiiiiiiiii s 109

AGUA AESHIATA ... 100 ml

Se debe conservar en el refrigerador a 4°C vy filtrarse con frecuencia y se deshecha cuando
aparece turbidez.

Colorante cristal violeta.

CHISTAI VIOIBTA ... e e e e e e e 10g
AICONOL @l 590 ..o ————— 100ml
Solucién Wright para tincion de frotis sanguineo.

Colorante Wright certificado €n POIVO .......cccooiiiiiiiiiiiiicc e 0.3g
Metanol (libre de acetona)...........ccooeeviiiiiiiii 97.0ml
][ To =7 g o PP 3.0ml

Triturar el colorante en polvo certificado, con el glicerol agregando pequefias cantidades de
metanol absoluto (libre de acetona) hasta el total indicado guardese en un frasco color
caramelo.

La evaporacion del alcohol producira un precipitado en las laminillas, si esto ocurre
agréguese 2 ml de metanol por 10 ml de la solucion colorante.

El colorante comercial liquido ya preparado, puede dejarse “madurar “ para obtener un mejor
resultado, esto es dejando evaporar un poco el alcohol del colorante.

Amortiguador paratincion de Wright.

Fosfato de potasio dihidrogenado (KH2PO4)...ccooooeieiiiiii 2.10g
Hidrofosfato disddico (Naz HPOy4 2H20).....cccoiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 3.76¢g
FaNo [ T= W0 (1S 1] = To £ W o3 o PSPPI 1000m|

Ajustar al pH indicado para tinciones de Wright.



Tincion supravital.
Nuevo azul de metileno.

NUEVO AZUl A€ METLIHENO ... 0.5¢g
agua destilada ... 100ml
OXBALO 8 POLASIO ....evueiiiiiiiiiiii e 1.69
Azul de cresil brillante.

Azul de CreSil DHIIANTE .......uuiiieiiiiiiiiii e 19
SOIUCION SAINA @l 0.9%0 ... e e e e e e e e e e e e e e 100ml
citrato s0dico (Na3CBHS507 -2 H20) ....ccoiciiiiiiiieeeee et e e e s 0.4g

Se filtra antes de su uso.



GLOSARIO.

Aberraciéon cromatica: Irisaciones que acompafian a las imagenes cuando se observan con
luz blanca a través de medios refringentes, a causa de las diferencias de indice de refraccion
para las diversas radiaciones del espectro.

Aberracion esférica: Aberracion de esfericidad es la que ocurre en la refraccion a una
superficie esférica en la cual los rayos periféricos y paraxiales focalizan a lo largo del eje en
puntos diferentes.

Acromético: Medio transparente que transmite la luz blanca sin descomponerla en sus
radiaciones simples.

Aloinjerto: Transferencia de un tejido entre dos individuos de la misma especie pero
genéticamente diferentes, como en los trasplantes realizados entre dos seres humanos que
no son gemelos idénticos.

Anergia: Tolerancia inmunitaria especifica que puede ser reversible en la que el linfocito
pierde la capacidad de respuesta funcional.

Anérgico: Relativo a la anergia, o caracterizado por esta.

Anticuerpo: Molécula producida por los animales en respuesta a un antigeno la cual tiene la
propiedad particular de combinarse especificamente con el Ag que ha inducido su formacion.
Antigénica: Alergénico, inmunogénico; que posee las propiedades de un antigeno
(alérgeno).

Antigeno: Cuerpos extrafios (moléculas grandes, virus, etc.) que inyectados a un organismo
dan origen a la formacién de anticuerpos uniéndose a los cuales producen sustancias
innocuas.

Apocromatico: Dicese de un sistema oOptico corregido de aberracion cromatica, disponiendo
un solo foco para tres colores.

Apoptosis: Muerte celular programada que provoca fragmentacion nuclear y condensacion
del citoplasma, membranas plasmaticas y organelas en los cuerpos apoptéticos.
Aterogénesis: Formacion de ateromas (depositos de lipidos en la capa intima de las arterias
que produce una tumefaccion amarillenta sobre la superficie endotelial), importante en la
patogénesis de la ateroesclerosis.

Bactericida: Destruye, aniquila bacterias.

Bacteriostatico: Detencién del desarrollo o impedimento de la multiplicacion de las
bacterias.

Coagulacién: Precipitacion de los coloides en forma de masas amorfas, producida por el
calor, por agentes quimicos o por agentes biolégicos. Se aplica principalmente a las
proteinas contenidas en liquidos organicos, como la sangre o la leche.

Coagulante: Agente que causa, estimula o acelera la coagulacion, especialmente con
referencia a la sangre.

Cromagena: (del griego chrébma, color y gennan, producir) Principio o sustancia que puede
dar origen a una materia colorante, aunque el mismo sea incoloro.

Diapédesis: (forma prefija del griego dia, a través, y pédessis, salto) Paso de los elementos
figurados de la sangre especialmente de los leucocitos, a través de las paredes integras de
los vasos.



Eliptocitosis: Ovalocitosis, anomalia hereditaria relativamente rara de la hemopoyesis en la
cual el 50 al 90% de los globulos rojos tienen forma bacilar y eliptica, asociada con
frecuencia con anemia hemolitica.

Enucleacion: Remocién o destruccion del nucleo de una célula.

Eritroblasto: Término genérico que incluye todos los tipos de eritrocitos nucleados, los
cuales no se encuentran normalmente en sangre periférica.

Esferocitosis: Presencia de globulos rojos esféricos en la sangre, en la anemia hemolitica
familiar.

Evaginacion: Protrusion de alguna parte u 6rgano de su posicion normal.

Factor activador de plaquetas (PAF): Factor liberado por los basofilos que provoca la
agregacion plaquetaria.

Factor de necrosis tumoral (TNF): Citosina liberada por macréfagos activados que esta
estructuralmente relacionada a linfotoxinas liberadas por linfocitos T activados.

Fagocito: Célula del organismo que tiene la propiedad de englobar microorganismos, células
0 cuerpos extrafos.

Fagocitosis: Fenémeno que consiste en el englobamiento y destruccién de particulas
sélidas, organizadas o inertes, por los fagocitos.

Granzimas: Esterasas de serina presentes en los granulos de linfocitos T citotoxicos y
células NK. Inducen apoptosis en la célula blanco a través de canales de perforinas
insertados en la membrana de la célula blanco por el linfocito citotoxico.

Hemostasia: Hemostasis; Detencidon de una hemorragia ya sea por las propiedades
fisiologicas de vasoconstriccion y coagulacion o por medios quirdrgicos.

Homeostasis: Tendencia de los sistemas biolégicos a mantener condiciones relativamente
constantes en su medio interno, se cumple mediante un sistema de mecanismos de control
activados por retroalimentacion negativa. Mediante estos mecanismos el organismo
mantiene por ejemplo la temperatura corporal, el pH, la concentracion hormonal y presion
osmdtica dentro de los limites fisioldgicos y en consecuencia el medio celular se mantiene
dentro del ambiente normal que permite la vida.

Hipotonico: Dicese de una disolucion que tiene menor presion osmaotica que otra.

ICAM-1 (ICAM-2, ICAM-3) Moléculas de adhesidn intercelular: Moléculas encontradas en
la superficies celulares de una variedad de linfocitos y células no hematopoyéticas que
interactdan con LFA-1

Idiotipo: Determinante antigénico idiotipico; determinante que confiere a una molécula de
inmunoglobulina una “individualidad” antigénica analoga a la “individualidad” de la actividad
de anticuerpo de esa molécula. El idiotipo parece reflejar las propiedades antigénicas del
receptor (sitio de combinacion) que confiere especificidad de actividad de anticuerpo.
Interferdn: Grupo de moléculas implicadas en sefales entre las células del sistema inmune y
en la proteccion contra infecciones virales.

Interleucinas (IL-1 — IL-22): Grupo de moléculas implicadas en sefales entre las células del
sistema inmune.

lon6foro: Compuesto o sustancia que forma un complejo con un ién, generalmente un cation
pequefio, como Na* o Ca?" y lo transporta a través de una membrana.

Isotipo: Determinante (marcador) antigénico que existe en todos los miembros de una
subclase de una clase de inmunoglobulinas. Mientras que un marcador o determinante



alotipico dado existe en una sola subclase un marcador antigénico isotipico en una subclase
puede existir también como marcador alotipico en otra subclase.

Isoténico: Solucién que tiene la misma presion osmaética que otra solucién por ejemplo la
sangre humana y una solucion salina fisiolégica.

LFA (Leucocyte Funtional Antigens): Un grupo de 3 moléculas que median la adhesion
intercelular entre leucocitos y otras células de una manera no antigeno- especifica.
Lisosoma: Organela citoplasmatica que consiste en un saco de enzimas liticas limitado por
membranas.

Metacromasia: (forma prefija del griego met4, mas alla, junto a, entre, con y del griego
chréma, color) Fendbmeno por el cual ciertas sustancias colorantes cambian su propio color
en contacto con otras sustancias o elementos; inverso a la ortocromasia.

Mitégena: Dicese de las sustancia que estimula las células para que sufran mitosis.
Opsonina: Anticuerpo u otro componente del suero que cuando se combina con un antigeno
particulado (por ej. una bacteria) lo hace mas facilmente fagocitable.

Opsonizacién: (opsonificacion): Aumento artificial del indice opsoénico; proceso por el que un
antigeno particulado se combina con las opsoninas para hacerlo mas asequible a la
fagocitosis.

Ortocromatico: En histoquimica dicese de la tintura de un tejido con un colorante, que
produce un complejo colorante-tejido con el mismo color y efecto de absorcion que el
colorante mismo.

Ovalocitosis: V. Eliptocitosis.

Panoptica: (forma prefija del griego péas, pan, todo y optikds de optos, visible) Propio para
hacerlo todo visible se aplica a colorantes que diferencian todos los elementos de una
preparacion.

Perforinas: Moléculas contenidas en los granulos de los linfocitos citotoxicos, homélogos a
la molécula Cy del complemento, actia formando poros en la membrana de la molécula
diana.

Peroxisoma: Vacuola citoplasmatica pequefia, electrodensa, limitada por membrana,
encontrada en la mayoria de las células. Contiene peroxidasa, catalasa y oxidasa y estan
implicadas en reacciones catabdlicas que liberan peroxido de hidrogeno.

Pinocitosis: (del griego pinein, beber, Kytos, cavidad y osis produccion o aumento)
Fagocitosis de gotitas de liquido por parte de una célula.

Pirogeno: Agente que causa aumento de temperatura. Son producidos por bacterias,
mohos, virus y levaduras y se encuentran generalmente en el agua destilada.
Piropoiquilocitosis: Trastorno congénito recesivo caracterizado por hemolisis grave, formas
irregulares de los eritrocitos y sensibilidad de las células de la sangre a la fragmentacion in
vitro tras variaciones de temperatura menores.

Policrématico: Multicolor; que muestra muchos colores.

Policromia: Aumento de la pigmentacion de cualquier parte del cuerpo.

Poliploide: Relativo a un incremento en el nimero de cromosomas (y por extensién, al
contenido de ADN nuclear) por multiplos de valor en las células diploides posmitéticas.
Quelacion: Proceso por el cual dos 0 mas grupos quimicos pertenecientes a una misma
molécula ceden un par de electrones cada uno a un i6n metélico. EI nimero de pares de
electrones compartidos depende del denominado namero de coordinacion del i6n, que es
habitualmente de seis para los iones metalicos de importancia bioldgica (hierro, manganeso,
etc.).



Quelar: Capacidad de fijar y retener iones de caracter metalico o semimetalico por quelacion.
Quimiotaxis: Tendencia de las células a moverse en direccion determinada por la influencia
de estimulos quimicos, calificada de positiva 0 negativa, segun si la sustancia que ejerce
dicha influencia las atraiga o las rechace.

Senescencia: Accion y efecto de envejecer.

Seuddépodo: Prolongacion protoplasmica temporaria emitida por una fase ameboidea o
protozoario amébico con fines de locomocién o de presion de los alimentos.

Sinérgica: Cooperacion en el efecto; se puede aplicar a la accion conjunta de varios érganos
o al efecto de un medicamento formado por la mezcla de varios productos.
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