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La observacién con el microscopio de las células de la sangre y de las que las originan,
localizadas en el interior de los huesos (en la médula ¢sea) son el pilar fundamental de la
hematologia, ya que permite detectar de forma rapida y facil un enorme nimero de enfer-
medades. Para ello, es fundamental la correcta extraccion, el procesado y la tincion de
las muestras, asi como el conocimiento del aspecto (morfologia) de las células normales.

Junto con el examen morfoldgico de las células, y con una importancia no muy alejada, el
diagnastico de las enfermedades de la sangre se apoya en una técnica que permite cono-
cer datos de miles de células, una a una, en un tiempo muy breve: es la citometria de flujo.

Finalmente, un tercer pilar necesario, y de importancia creciente para estudiar las enferme-
dades de las células de la sangre, es la genética, tanto en su vertiente morfologica (cito-
genética), como molecular.

En este capitulo se pretenden dar los conocimientos basicos para el estudio de las células
de la sangre y las de la médula 6sea mediante el uso del microscopio convencional (cito-
logia) y de la citometria de flujo. y

|. CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS
SANGUINEAS

La célula es la unidad basica de la vida. En los organismos complejos
las células estan constituidas por el nieleo que contiene la informacion
que determina la funcién de la célula a través del ADN. En el interior
del nlcleo se pueden observar unas zonas de forma redondeada cono-
cidas como nucléolos, relacionadas con la formacién de la maquinaria
necesaria para producir las proteinas. El nlcleo se separa del resto
de la célula por una membrana doble. Rodeando la membrana nuclear
se encuentra el citoplasma, separado del exterior por la membrana
celular (Figura 1).

La hematopoyesis es el mecanismo fisioldgico responsable de la for-
macion continuada de las distintas células de la sangre. La hematopo-
yesis humana en el periodo embrionario se desarrolla en distintas
localizaciones. Al comienzo se produce fuera del embrién, en el saco
vitelino (primeras semanas de la gestacion); posteriormente se realiza
en el higado y en el bazo, hasta localizarse definitivamente en la médu-
la 6sea (MO). La MO es el principal 6rgano hematopoyético desde el
6.°-7.° mes del desarrollo fetal y durante la vida extrauterina normal es
la Unica fuente de células de la sangre. Los dos primeros anos de vida
la MO hematopoyética se localiza en todos los huesos (médula roja) y
paulatinamente se reemplaza por tejido medular inactivo (médula ama-
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|.2. Leucocitos
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I.2.l. Granulocitos

Figura 2. Vista general de una extension de sangre periférica normal.
La inmensa mayoria de los hematies tiene una morfologia normal (for- ) . )
ma redondeada, tamario uniforme y centro més palido). citoplasmaticas por los colorantes permite cla-

La diferente afinidad de ciertas granulaciones

sificar los leucocitos en tres grupos:

) Granulocitos neutrofilos: poseen una granu-
lacion especifica (granos que poseen enzimas
caracteristicas del tipo de granulocito) con
compuestos de caracter neutro que fijan los
colorantes &cidos y béasicos simultdneamente.
Debido a ello, los granulos se tinen de un color
rosa-violeta, destacando sobre un citoplasma
aciddfilo (que se tifle con colorantes acidos), de
color rosa palido. El neutréfilo polimorfonuclear
es el leucocito predominante en la sangre peri-
férica del adulto sano. Posee un nucleo com-

Figura 3. Extensioén de sangre periférica normal. En el centro de la pacto segmentado, de 2 a 5 |6bulos conecta-
imagen se observa un neutroéfilo polimorfonuclear; a su alrededor, dos por puentes entre ellos (Figura 3).
hematies de aspecto rosado y plaquetas de color grisaceo.

Las células en cayado o en banda, llamadas
asf por la caracteristica forma en herradura de
su nucleo, son los neutréfilos mas inmaduros
gue pueden encontrarse en la sangre perifé-
rica de personas sanas.

) Granulocitos eosindfilos: son células en las
que la granulacion especifica contiene sustan-
cias de caracter béasico que fijan los coloran-
tes acidos y se tinen de color rojo-naranja.
El nlcleo es lobulado, habitualmente con dos
I6bulos (Figura 4).

) Granulocitos basaéfilos: son células en las
que la granulacién especifica posee sustancias

Figura 4. Extension de sangre periférica normal. En el centro de la
imagen se observa un eosindfilo.
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RECUERDA QUE

Los eosindfilos requlan
la respuesta alérgica y
ayudan a defendernos
de los parasitos, por
€S0 aumentan en las
personas con alergias
y las infestadas por
parasitos.

RECUERDA QUE

El numero de células
madre que circulan
en la sangre se
puede aumentar
enormemente
administrando

unas sustancias
llamadas “factores de
crecimiento”, similares
a los que de forma
natural estimulan la
multiplicacion de las
células en la médula
osea. Entonces,
estas células se
pueden recoger y
usar en trasplantes
para recomponer

la hematopoyesis
después de tratar con
qQuimioterapia.

|.3. Plaguetas

Son los elementos formes mas pequenos de la sangre. No tienen
nucleo, por lo que no se trata de verdaderas células, sino de fragmen-
tos celulares procedentes del citoplasma de unas células, llamadas
megacariocitos, que se encuentran en la médula ésea. Su funcion es
la de formar el tapdn plaquetario para evitar una hemorragia en caso de
rotura de los vasos sanguineos (hemostasia primaria).

|..4. Células madre

Existen células madre circulando en la sangre periférica en muy bajo
numero, que son capaces de generar todas las células de la sangre.
Al microscopio no se pueden distinguir, pero se pueden reconocer
mediante una técnica que se explica mas adelante, la citometria de
flujo.

= . EXTENSION SANGUINEA:
CARACTERISTICAS, ZONAS
Y ARTEFACTOS

La extensién o frotis de sangre periférica constituye, probablemente,
el estudio basico del laboratorio de hematologia.

2.l. Realizacién de la extensidn sanguinea

Se realiza sobre un portaobjetos (una fina placa de cristal sobre la
cual se disponen las células para su examen microscopico, habitual-
mente se conoce como “porta”), en el que se ha depositado pre-
viamente una gota de sangre, con un movimiento rapido en cuhna
de 30-45° (Figura 8). Con esto se obtiene una fina capa de células
sanguineas que puede ser adecuadamente observada con el micros-
copio. La extensiéon, con una longitud en total de 3-4 cm, no debe ser

Figura 8. Técnica de la extension sanguinea.
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D En ellos las células pueden ser dificiles de reconocer por estar
deformadas o destruidas.

= .2. Artefactos

El término artefacto hace referencia a errores o distorsiones que pue-
den causar una mala interpretacion de los datos o resultados erré-
neos. En la extensiéon de sangre periférica se pueden producir diversos
artefactos que deben ser evitados en lo posible o identificados como
tales en caso de estar presentes. Entre ellos destacan:

) Defectos de la extension (Figura 10):

D Excesiva longitud y escaso grosor o escasa longitud y excesivo
grosor: se debe a un inadecuado tamano de la gota de sangre y/o
a un error en la velocidad y/o a un fallo en el angulo de extension
de la misma. Si la extensién es muy fina o irregular, mas de la
mitad de las células se puede ir hacia la cola y los bordes, artefac-
tdndose su morfologia. En pacientes con anemia las extensiones
suelen quedar muy finas, por lo que es conveniente corregir el
hematocrito de la muestra, bien dejando sedimentar los hematies
o centrifugando la muestra y retirando un poco de plasma para dejar
un hematocrito proximo al 50 %.

D Presencia de escalones o estrias: se produce por una falta de
uniformidad en el deslizamiento de la gota.

Figura 10. Extension de sangre periférica: 1. Frotis de excesiva longitud y escaso gro-
sor. 2. Extension adecuada para su estudio. 3. Extension de escasa longitud y excesivo
grosor. 4. Extremo final excesivamente dentado.
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en la que se extrae un cilindro de hueso para su examen en cortes del
hueso con la médula en su interior. También se pueden hacer impron-
tas poniendo el cilindro sobre un portaobjetos y dejando que algunas
células se depositen sobre el cristal. En estas improntas se pueden
estudiar también las células (Figura 11).

En el aspirado se pueden ver a simple vista unos grumos que corres-
ponden a la MO inmersos en una cantidad muy superior de sangre.
Para realizar extensiones de un aspirado de MO se pone parte de la
suspension de médula en sangre sobre un portaobjetos y se separan
unos cuantos grumos con ayuda de otro porta que se sitlan en el centro
de un tercer porta. Esos grumos se extienden deslizando horizontalmen-
te un cuarto porta sobre los grumos de médula ésea (Figura 11).

Figura 11. Extension (izquierda) e impronta (derecha) de médula dsea. Izquierda, se
observa en la parte central la presencia de grumos medulares extendidos y tenidos;
en la periferia hay sangre medular. Se puede “ver” la grasa medular como vesiculas
transparentes. Derecha, impronta de una biopsia de hueso que deja un rastro de sangre
medular en la que se pueden valorar las células de la médula dsea de toda su extension;
el estudio fundamental en este caso se realiza sobre cortes del hueso.

.. Citologia de liquidos biolégicos.
Citocentrifugado

En el laboratorio de hematologia se estudian también otros liquidos
(liquido cefalorraquideo que proviene del sistema nervioso central,
liquido pleural que envuelve el pulmén vy liquido ascitico que aparece
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Figura 16. Tincion de mieloperoxidasa en una leucemia aguda M4
(ver capitulo 4). Se observan células positivas, con tincion de color
marron verdoso oscuro (flechas), la contratincion da un color azula-
do a las células en general. En color rojo se observan los hematies
formando pilas de monedas.

Figura 17. Tincién de esterasa en una leucemia aguda M4. Se obser-
van células positivas, con tincion de color marron rojizo, la contra-
tincion da un color azulado verdoso a las células en general. Los
hematies se observan con color amarillo-anaranjado formando pilas
de monedas.

—

3.2.l. La reaccion
de la peroxidasa

La peroxidasa es una enzima, es decir, una pro-
teina que produce una reaccidon quimica a
partir de ciertos compuestos quimicos, en este
caso, a partir especialmente de agua oxigenada
(perdxido de hidrégeno, H,0,). Los granulocitos
y muchos de sus precursores son ricos en pero-
xidasa, mientras que otras células, como los linfo-
citos, no la poseen. Esta caracteristica hace que
se utilice la reacciéon quimica de la peroxidasa para
distinguir los canceres (leucemias) producidos por
células derivadas de los granulocitos, de las de
origen linfocitico, ya que las primeras suelen pre-
sentar positividad con las tinciones de mielopero-
xidasa y las segundas son negativas (Figura 16).

3.2.2. Esterasas

Son un grupo de enzimas que descomponen
(hidrolizan) unos compuestos llamados ésteres
en sus componentes, acidos y alcoholes.

El uso de reacciones de las esterasas permite rea-
lizar tinciones citoquimicas. Estas tinciones permi-
ten identificar la serie monogitica y sus precurso-
res, ya gue son positivos a la tincién de esterasa
(Figura 17), con la particularidad de que la incuba-
cion con el fluoruro sédico produce una inhibicion
practicamente total de la actividad esterasa de los
elementos monociticos, por lo que la tincién no
aparece al anadir fluoruro (se inhibe con fluoruro
sodico) (Figura 18). Esta caracteristica hace esta

— tincién Util para el estudio de las leucemias de estirpe monocitaria.

La tincion
con peroxidasa es
fundamental en el
diagndstico de las
leucemias agudas.

en agua o ferritina).

3.2.3. Tincidén de hierro: reaccion del azul
de Prusia o de Perls

Se emplea en la evaluacion de las anemias. Detecta sélo el hierro de
los depdsitos insolubles en agua (hemosiderina), que produce un pre-
cipitado azul-verdoso, y no el hidrosoluble (depdsito de hierro soluble



£ 8 | TECNICAS DE ANALISIS HEMATOLOGICO

Una célula que
se tife con la reaccion
de las esterasas, pero
no se tirne cuando a
la reaccion se ariade
fluoruro, es de la linea
de los monocitos.

Usando la tincion
de esterasa a pH
acido (esterasa
acida) la mayoria de
los linfocitos T son

pPOSItivos y resistentes

a la inhibicion con

fluoruro sodico,
mientras que los

linfocitos B suelen ser

negativos.

RECUERDA QUE

La tincion azul de
Prusia se emplea
para el estudio de las
anemias.

cabeza

cabeza cuerpo

r‘: Tl

Figura 20. Examen de la extension o frotis de sangre periférica. A. Horizontal. B. Ver-
tical en almena. En este ejemplo se muestra la zona dptima para realizar la formula
leucocitaria.

9. EXAMEN DE LA EXTENSION
DE GRUMO MEDULAR

Se debe realizar con un aumento progresivo de magnificacion.

) Objetivo de poco aumento (10x). Se evallan los siguientes
aspectos:
D Celularidad global.
D Lagunas grasas.
D Relacion mieloide-eritroide (proporcion de los precursores de los
granulocitos y de los gloébulos rojos; lo normal es 3:1).
D Cantidad de megacariocitos.
D Presencia de células extranas, metéstasis.

) Objetivo de mayor aumento (40x):
D Se define la morfologia de las células.

) Objetivo de inmersion (100x). Requiere un liquido (aceite de inmer-
sion) que rellene el espacio entre el objetivo que porta la lente y el
objeto que se va a observar:

D Detalles de morfologia de las células.
D Busqueda de paréasitos (sobre todo en pacientes positivos al virus
de la inmunodeficiencia humana o VIH).
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RECUERDA QUE

La citometria de flujo
permite estudiar miles
de células en unos
pPOCOS Segundos.

RECUERDA QUE

La citometria de flujo
es tan sensible que
puede detectar una
célula leucémica entre
100.000 normales.

©BD FACSCanto |l

©8D

Figura 22. Ejemplo de citémetro de flujo con su conexién a un ordenador y doble
pantalla.

gue las células pasen individualmente a través de un punto en que
interaccionan fisicamente con el haz de luz, habitualmente un laser,
dispersando la luz en todas las direcciones.

El citdmetro posee una serie de detectores en el punto en el que el
liquido, en el que viajan las células en fila, atraviesa el rayo de luz.

Uno se coloca en linea con el rayo de luz (a este detector se lo conoce
como FSC, que deriva del término inglés forward scatter o detector
de dispersion frontal), y varios detectan la luz emitida perpendicular-
mente a la trayectoria del rayo (a estos se los conoce como SSC, por
side scatter, o detectores de dispersion lateral), ademas de uno o mas
detectores de fluorescencia (ver Figura 21 B).

El FSC estudia el cambio de direccion de la luz que produce la célula
en un angulo muy pequeno. Aporta informacién sobre el volumen de la
célula.

ElI SSC detecta la luz que dispersa la célula con un dngulo de 90 grados
y da idea de la estructura interna y la complejidad de la célula.

Las senales eléctricas analdgicas generadas en este proceso son con-
vertidas en senales digitales y procesadas por un ordenador con el fin
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ReESUMEN

v En este capitulo hemos conocido y aprendido a reconocer las
células normales de la sangre. También hemos aprendido los
métodos que se emplean para estudiar las células en el labora-
torio de hematologia.

v/ Hemos estudiado la extension de sangre: hemos visto cémo se
hace y los artefactos fundamentales que se pueden producir
en su realizacion y frente a los que debemos estar alerta.

v No se puede separar completamente el estudio de la sangre y
el andlisis del tejido en el que se origina, la médula dsea. Por
lo tanto, también hemos estudiado la extension, biopsia e im-
pronta de médula dsea.

v’ Para terminar el estudio citoldgico, hemos repasado la meto-
dologia para contar y observar las células que pueden apa-
recer en suspension en otros liquidos bioldgicos (contaje en
hemocitometros, como la cdmara de Neubauer, y la citocentri-
fugacidn).

v’ Para observar la morfologia de las células en el microscopio
optico es hecesario tefiirlas. Hemos visto las tinciones mds
frecuentes en hematologia, tanto convencionales (Wright y
May-Griinwald-Giemsa), como citoquimicas que informan sobre
la composicion de las células (peroxidasa, esterasas, tincién de
hierro).

v’ Finalmente, hemos dado recomendaciones para la observacion
al microscopio de la sangre y la médula ésea ya tefidas. Hemos
terminado este capitulo con una introduccién a la citometria e
inmunocitometria de flujo que es una forma complementaria a
la morfologia de estudiar las células, con una enorme capacidad
para dar informacion sobre miles de células en suspensién en
funcidn de la dispersién que producen de un rayo de luz y la
emision de luz por anticuerpos fluorescentes que se usan para
marcar ciertas caracteristicas celulares.
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GLOSARIO

Anticuerpos: proteinas producidas por el sistema inmunitario (linfoci-
tos B) para identificar y neutralizar elementos extranos como bacterias,
virus o parasitos. El componente reconocido por el anticuerpo se deno-
mina antigeno. Se puede introducir en un animal una proteina humana
para que este produzca anticuerpos frente al antigeno humano. Estos
anticuerpos se pueden purificar y utilizar en medicina.

Bazo: es un 6rgano que se localiza bajo el diafragma en el lado izquierdo
del abdomen. En el bazo se produce una eliminaciéon de los hematies
viejos o defectuosos. El bazo actla también como reserva de plaquetas.
En el feto participa en la hematopoyesis.

Contratincidn: tincién que contrasta con la tincién principal haciendo
que la estructura tefida sea mas facilmente visible.

Diafragma: musculo situado por debajo de los pulmones que separa
el torax del abdomen.

Enzimas: proteinas que favorecen reacciones quimicas.

Fagocitosis: la incorporacion por la célula de material ajeno al organis-
mo, como bacterias y hongos, o de células muertas o danadas.

Fluorocromo (o fluoréforo): un compuesto quimico fluorescente que
puede absorber energia de la luz y emitir parte de esa energia en forma
de luz que, como consecuencia, tiene menor longitud de onda que la
luz recibida (menor energia).

Forward scatter (FSC): pardmetro obtenido en la citometria de flujo que
informa sobre el volumen celular. Se utiliza para estimar el tamano de la
célula. Se obtiene a partir de la luz que se detecta al otro lado del rayo
ldser y que cambia muy pocos grados respecto a este (0,5-2°).

Hematopoyesis: proceso de formacién de las células de la sangre a
partir de células precursoras o madre.

Hemostasia: conjunto de mecanismos que tiene como fin detener la
hemorragia.

Higado: 6rgano que se localiza bajo el diafragma en la parte superior
derecha del abdomen. En el feto, el higado es el lugar principal donde
se produce la hematopoyesis desde el tercer mes de gestaciéon hasta
poco antes del nacimiento.
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EJERCICIOS

. ¢(Donde se forman las células de la sangre en el ser humano adulto?
. ¢Cuales son los tipos de granulocitos presentes en la sangre periférica?

. ¢Queé tincion citoquimica permite diferenciar entre granulocitos y linfo-
citos?

. ¢Como se debe preparar un liquido cefalorraquideo para poder obser-
var sus células al microscopio?

. ¢Qué técnica permite estudiar las caracteristicas individuales de miles
de células en el laboratorio de hematologia?

EVALUATE TU MISMO

1. La hematopoyesis del humano adulto se realiza:
4 a) Enla sangre.
Q b) Enla médula espinal.
U c) Enla médula ésea.
Q d) Todas las respuestas son correctas.

. Los granulocitos neutrofilos se caracterizan por:
Q a) Tener un nucleo segmentado con 2 a 5 I6bulos.
Q b) Tener granos que se tinen intensamente de color rojo-naranja.
Q ¢) Tener un nucleo segmentado con mas de 5 l6bulos.
Q d) Poseer granos que se tinen de color azul oscuro.

. Una célula de gran tamano de ntcleo arrinonado y citoplasma con vacuolas:
Q a) Debe de ser un linfocito grande granular.
Q b) Probablemente es un monocito.
Q c) Seguramente es una célula con actividad fagocitaria.
Q d) Las respuestas by ¢ son correctas.




SOLUCIONES

EVALUATE TU MISMO

http://www.aranformacion.es/_soluciones/
index.asp?ID=19
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