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MARCO TEÓRICO 

Microambiente hematopoyético 

Las células madres se encuentran en la medula ósea,  estas cuentan con la doble 

capacidad tanto de renovarse, como de crear nuevas células de tejido mesenquimal, 

con la finalidad de que el proceso de producción de células maduras sea constante 

y eficaz (Figura 1). Parte importante en el abordaje de la maduración es que las 

células totipotentes antes de diferenciarse a un linaje especifico, es decir cuando 

son consideradas pluripotentes o multipotentes, cuentan con un ciclo de renovación 

de ellas mismas, sin embargo, para poder proliferar o diferenciarse son necesarios 

otros factores externos que se les denomina microambiente hematopoyético[1]. 

En el ambiente hematopoyético existen 

células como macrófagos, adipocitos, 

fibroblastos estromales, osteoblastos, 

osteoclastos, neuronas o cuerpos 

neuronales, entre otros, que regulan la 

interacción célula-célula, las cuales 

expresan el complejo mayor de 

histocompatibilidad II (MHC II), 

marcadores de diferenciación 

leucocitaria (CD = cluster of 

differentiation, por sus siglas en ingles), 

CD45, CD24, CD11c, C68, y regulan la 

secreción de citosinas, factor 

estimulante de colonias monocíticas 

(FEC-M), factor estimulante de colonias granulo monocíticas (FCE-GM), diferentes 

clases de interleucinas (IL) como: IL1, IL3, IL6, IL8, factor de necrosis tumoral alfa 

(TNFα)[1].  
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Al conjunto de células y componentes que ayudan a proliferar y madurar a las 

células madre se les denomina ambiente hematopoyético (Figura 2), teóricamente 

está dividido en 3 partes: 

1. Zona osteoblástica (localizada cerca de los osteoblastos) 

2. Zona medular de células madres hematopoyéticas (CMH’s) quiescentes 

y proliferantes  

3. Zona vascular (cerca de los sinusoides) 

Zona osteóblastica: los osteoblastos interactúan con las células madre 

hematopoyéticas con ayuda de la N-caderina, induciendo su diferenciación a 

osteocitos para continuar con la formación del hueso y la ß-1 integrina que se une 

a la fibronectina ayudando a que las células estromales se unan con la médula ósea 

[3-4]. 

Zona medular: Se encarga del control de la proliferación de las CMH’s. Las células 

progenitoras secretan diversos factores para inhibir la proliferación de las células 

cercanas; sin embargo, cuando dicha celularidad disminuye entonces el número de 

las CMHs vuelven a proliferar [3-4]. 

Zona vascular- se encuentra cerca de los sinusoides, que permite que salgan las 

células maduras a la circulación, juega un rol importante en la auto renovación  de 

las CMH´s, otros estudios sugieren que ayuda a la maduración y diferenciación de 

las células con un microambiente más rico en oxígeno y en factores de 

crecimiento[3-4]. 

Los macrófagos de médula ósea están encargados de eliminar elementos o material 

ajeno al microambiente hematopoyético, siempre con ayuda de las células 

dendríticas, así como también liberan factores importantes para la hematopoyesis 

como TNF-alfa, IL-1β, IL-6, IL-8 and IL-12; las células dendríticas presentan el 

antígeno a otras células del sistema inmune [5]. 
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Los osteoblastos interactúan con CMH´s por medio de moléculas de adhesión 

(ICAM-1), manteniéndolas en un estado de reposo, los factores que regulan la 

linfopoyesis de células B afectan osteoblastos y osteoclastos. Los osteoclastos que 

derivan de células indiferenciadas de linajes monocito-macrófago, necesitan factor 

RANKL Receptor Activator for Nuclear Factor κ B Ligand o en español “Ligando de 

Receptor activador para el factor nuclear κ B o factor de diferenciación de 

ostocleasto. Las CMH´s tienen una población en médula ósea de aproximadamente 

el <0.01%, y poseen la capacidad de la renovación y regeneración del tejido 

mesenquimal [6].   
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Las CMHs como se ha mencionado son células pluripotenciales, es decir, que se 

pueden diferenciar en células de cualquier linaje (Figura 3); particularmente las 

CMHs que tienen actividad repobladora expresan CD34/CD38, y son inusuales en 

medula ósea (<0.1%). Con ayuda de los factores de transcripción PU1 y GATA1 se  

logra diferenciar estas células pluripotentes, es decir, solo se puede diferenciar en 

linajes específicos, en este caso se diferencian en el progenitor mieloide mixto 

(CMP) y en progenitor linfoide común (CLP) [1]. 
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LINAJES CELULARES  

La hematopoyesis es un proceso donde células madres se diferencian, dando 

origen a diferentes tipos de células circulantes maduras (Figura 4). En general, la 

hematopoyesis se divide en cuatro linajes, que son los más comunes, pero no los 

únicos, dicha división está conformada en linfopoyesis, mielopoyesis, 

megacariopoyesis y eritropoyesis. 

Las células madre se diferencian con la interacción con ciertas interleucinas, dando 

origen a células madres mieloides (IL-1, 6, 3) y linfoides (IL-1, 6); las células madre 

mieloides interaccionan con el factor estimulante de crecimiento granulomonocitico 

y con la IL-3 generando la unida formadora de colonias de granulocitos, eritrocitos, 

monocitos y megacariocitos (UFC-GEMM) [6]. 
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La eritropoyesis (Figura 5)  comienza cuando el progenitor mieloide/megacariocítico 

se diferencia a la unidad formadora de colonias eritroides o CFU-E por sus siglas 

en inglés, por medio del GATA-1. 

 

 

El Proeritroblasto es la célula  más inmadura del linaje eritroide que se puede 

reconocer por tinciones asociadas a microscopía de campo claro, esta es una célula 

de 15-19 µm inmadura que procede de la CFU-E (eritroide). Este progenitor 

comienza la síntesis de hemoglobina (Hb), por lo que presenta un citoplasma 

abundante con presencia de aparato de Golgi, ribosomas libres, escasos gránulos 

azurófilos, y un núcleo con poca heterocromatina, pero presenta nucléolos. Carece 
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de abundante retículo endoplásmico rugoso (RER). Histológicamente, son células 

que se tiñen de azul en el citoplasma en la tinción de Wrigth , debido a la abundante 

presencia de ribosomas y  poca hemoglobina. Las células hijas expresan más 

hemoglobina. Es entonces cuando se puede denominar eritroblasto basófilo. El 

citoplasma es aun azul intenso por el alto contenido  ribosomal, el cual tiene 

características ácidas, haciéndolo más afín a colorantes básicos [1]. 

 

La hemoglobina (Hb) es una proteína globular, que está presente en altas 

concentraciones en lo glóbulos rojos y se encarga del transporte de O2 del aparato 

respiratorio hacia los tejidos periféricos; y del transporte de CO2 y protones (H+) de 

los tejidos periféricos hasta los pulmones para ser excretados. El Hem una molécula 

plana que consta de un hierro ferroso (Fe2+) y un anillo tetrapirrólico, la protoporfirina 

III o IX. El Hem es un factor fundamental en la regulación de la tasa de síntesis de 

la globina. Su principal efecto se ejerce en el inicio de la traducción, donde bloquea 

la acción de un inhibidor de la producción de globina. También participa en la 

transcripción y el procesamiento del ARNm. Por lo que, el átomo de hierro que se 
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encuentra en estado de oxidación ferroso (+2) puede formar 5 o 6 enlaces de 

coordinación dependiendo de la unión del oxígeno a la Hb [10]. 

Al seguirse dividiéndose, las células sintetizan más hemoglobina, y entonces se le 

denomina eritroblasto policromatófilo (Figura 6). Cabe resaltar que en condiciones 

fisiológicas en sangre periférica no se encuentran; sin embargo, en procesos de 

sangrado severo, anemias hemolíticas y circunstancias en las cuales el número de 

eritrocitos disminuya súbitamente o la concentración de hemoglobina decaiga, y 

coincidan con una alta eritropoyesis pueden hallarse en la periferia. En médula ósea 

son comunes de hallar manteniendo la relación del ambiente hematopoyético, ya 

que es allí donde se diferencian en eritrocito ortocromático o normoblasto 

policromatófilo que va perdiendo el núcleo por procesos de cariorresis y cariolisis. 

De esta manera, el material nuclear sale de la célula, y esta célula anucleada 

permanece  en la vecindad del sinusoide. Además, los normoblastos y reticulocitos 

pierden sus ribosomas (y por ende la capacidad de síntesis de proteínas, y entran 

a la circulación generalmente, como eritrocitos. El 1-3% de los eritrocitos circulantes 

presentan basofília difusa, y por lo tanto presentan finas redes de ribosomas que se 

ponen de manifiesto por métodos histoquímicos que presenten características de 

tinción o coloración supravital como azul de metileno o de cresilo). Por eso se les 

llama reticulocitos. Al madurar los eritrocitos son anucleados con forma de disco 

bicóncavo. Cuando hay un exceso de hierro en medula ósea, es posible que 

acumulen hierro [1]. 

Por otro lado, durante la Granulopoyesis, la unidad formadora de colonias de 

granulocitos, eritrocitos, macrófagos y megacariocitos (UFC-GEMM) se transforma 

a unidad formadora de colonias granulocíta y monocitíca (UFC-GM) dando origen a 

las unidad formadora de colonias granulocitica / monocitica/eosinofila 

respectivamente (UFC-G/M/EO), aunque para los basófilos la UFC-GEMM solo 

interacciona con la IL-3 dando origen a la unidad formadora de colonias basofila 

(UFC-Bas). La granulopoyesis puede identificarse por la primera célula diferenciable 

por características morfológicas, la cual corresponde al mieloblasto, esta tiene un 

tamaño ente 15-20 µm, de forma redondeada u oval y de contorno liso. El núcleo, 
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de gran tamaño en relación con el diámetro celular, es redondo y está provisto de 

una cromatina finamente reticulada, con presencia de un nucléolo prominente. El 

citoplasma es de color basófilo, aunque menos intenso que el del proeritroblasto, es 

escaso y está desprovisto ópticamente de granulación y endosomas. A nivel 

ultraestructural pueden detectarse gránulos que contienen diversas enzimas, de las 

cuales la mieloperoxidasa es la representativa y se sintetiza en el retículo 

endoplásmico y aparato de Golgi, resguardándose en gránulos primarios [6]. 

La mieloperoxidasa, cataliza la conversión del peróxido de hidrógeno y cloruro a 

ácido hipocloroso. Este es un potente agente oxidante que contribuye al mecanismo 

de defensa contra los agentes infecciosos; sin embargo, puede ser capaz de actuar 

sobre las células del hospedero [12]. 

El promielocito es la célula sucesora del mieloblasto, tiene un tamaño ligeramente 

superior al de su precursor (16-25 µm), su forma es redondeada u oval. La cromatina 

puede ser laxa como el de un mieloblasto o puede ser un poco más densa, por lo 

tanto aún podemos apreciar un nucléolo ligeramente visible. El citoplasma es amplio 

y basófilo, y contiene un número variable de gránulos primarios o azurófilos, que se 

disponen alrededor del núcleo dejando una zona más clara, agranular, que 

corresponde a la zona centrosómica. La granulación azurófila toma una coloración 

rojo-violácea con las tinciones panópticas habituales. Los promielocitos son 

citoquímicamente positivos a la mieloperoxidasa, fosfatasa ácida, arilsulfatasa y 

naftol-AS-D-cloro-acetatoesterasa. Su contenido en mieloperoxidasa es 

responsable de la positividad con el negro Sudán. El citoplasma posee glucógeno, 

detectable citoquímicamente con la tinción del PAS [13 - 14]. 

A medida que progresa la maduración del promielocito, éste se transforma en 

mielocito, célula redondeada de tamaño entre 12 y 18 µm. El núcleo, también 

redondeado, posee una cromatina condensada en cúmulos, de color violeta oscuro 

y sin nucléolo visible. El citoplasma que ha perdido toda su basofília, contiene un 

gran número de gránulos secundarios y comienza la síntesis de los gránulos 

terciarios. A partir de este estadio comienza la formación de la granulación 

secundaria específica (neutrófila, eosinófila, basófila), que junto a la primaria 
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persiste en todos los elementos de la serie. Para el eosinófilo su proceso de 

maduración es muy parecido al del neutrófilo, pero se distingue en que este 

presentará gránulos grandes y numerosos, que contienen un compuesto cristaloide 

formado mayoritariamente por una proteína básica, la cual condiciona la tinción de 

los gránulos, presentándose de color naranja; para el caso particular del basófilo, 

no es completamente conocido el proceso de maduración desde la célula troncal, 

ya que esta célula presenta un doble linaje de producción, el mieloide y las células 

troncales de estirpe mastocito; sin embargo, en maduración son indistinguibles ya 

que los gránulos se presentan con una alta apetencia basófila . [15 - 16] 

El metamielocito tiene un tamaño entre 10 y 15 µm, y posee las misma 

características morfológicas del mielocito, exceptuando la forma del núcleo, el cual 

adopta un aspecto reniforme, con la parte convexa situada en la periferia celular y 

la cóncava dirigida hacia el centrosoma. El núcleo está dotado de una cromatina 

condensada en numerosos cúmulos cromáticos. Esta célula ha perdido la 

capacidad mitótica [1 - 16].   

La siguiente etapa de maduración es el neutrófilo/eosinófilo/basófilo en banda este 

se caracteriza por el estrechamiento del núcleo del metamielocito formando una 

banda en forma de C o S, en los neutrófilos se caracteriza por la producción de 

gránulos terciarios, que contienen lisosomas y acetiltranferasa entre otros 

compuestos y en la membrana aparecen receptores para el complemento, 

específicamente “Complement receptor 1&3”.Esta célula ya posee funciones de 

adhesión y fagocitosis. A medida que la muesca de nucleó crece, algunos filamentos 

de membrana y heterocromatina formante segmentos y crean un núcleo lobulado y 

recibe el nombre de neutrófilo/ eosinófilo/basófilo polimofronuclear (segmentado) 

[13]. 

Neutrófilos: Constituyen del 55 al 60% en los granulocitos, miden 9-12 micras de 

diámetro y tienen de 2 hasta 5 lobulaciones, los más inmaduros tiene el núcleo en 

cayado, la cantidad de lobulaciones aumenta con la edad del leucocito. Los 

neutrófilos cuentan con 2 tipos de gránulos los inespecífico o primarios que 

contienen mieloperoxidasa, hidrolasas acidas y glucoronidasas; mientras que los 
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específicos o secundarios contienen fosfatasas alcalinas, colagenasas, lisozima, 

lactoferrina y fagocitina [16]. 

Eosinófilos: Su porcentaje en sangre va de 1-3%, son bilobulados, miden 12-15 

micras. Contiene proteína básica mayor, proteína catiónica eosinofila, neurotoxina 

derivada de eosinófilos y fosfatasa acida [16]. 

Basófilos: Son los menos abundantes 0.5-1%, miden 8-10 micras, suelen tener de 

2-3 lóbulos contienen gránulos de 0.5 micras densamente agrupados y estos 

contiene histamina, heparina, factor quimiotáctico de los eosinófilos/neutrófilos y 

lisosomas [16]. 

Por otro lado, en la Monopoyésis, todo comienza cuando la CFU-GEMM que con la 

ayuda de IL3, KL y GM-CSF se transforma en monoblasto, este se caracteriza por 

su cromatina laxa y su citoplasma  basófilo, no es agranular, su núcleo localizado 

de manera excéntrica que contiene uno o dos nucléolos visibles, cuando se tiñe es 

débilmente mieloperoxidasa (MPO) positivo; cuando madura se llama promonocito, 

la característica principal es su núcleo irregular con una escotadura, presentan una 

mayor cantidad de gránulos, el nucléolo esta doblado o torcido, poseen motilidad y 

pueden participar en la fagocitosis. Los monoblastos completan su maduración 

cuando salen al torrente sanguíneo, transformándose en monocito, algunas de sus 

principales características son: núcleo centralizado con  forma de herradura y se 

observan pliegues, vacuolas en el citoplasma, algunas veces tienes una granulación 

PAS positiva entre fina y moderada [14 - 16]. 

Por su parte en la linfopoyesis que inicia en la medula ósea, los linfocitos no 

maduran completamente en ella, si no que migran a otros tejidos para terminar su 

maduración.  Comienza con el progenitor linfoide común (CLP), es la primera célula 

en expresar receptor para la IL7, esta dará origen a los precursores B, T y a las 

células “natural killers” (NK).  La CLP de la célula B precursora interactúa con las 

células del estroma de medula ósea, exponiendo receptores  de antígeno muy tardío 

(Very late antigen) VLA-4,  VLA-5  y   antígeno 1 de función leucocitaria (LFA-1)  que  

se  unen  a la molécula de adhesión vascular VCAM-1,  a  la fibronectina  y  al  ICAM-

1. Esta interacción está  regulada  positivamente  por  la interleucina 7, el ligando kit 
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(KL), IL11, el factor derivado de las células estromáticas, el factor de crecimiento 

tipo insulina, la hormona tiroidea. Los inhibidores son: la IL1,IL4,  el  factor  

transformante  del  crecimiento  (TGF-) y el interferón , convirtiéndose en 

linfoblasto (pro-B), esta célula mide 10-18um, núcleo redondo u ovalado que 

contiene cromatina laxa, citoplasma escaso, el linfoblasto interaccionara por medio 

de la interacción de c-kit (CD117) y factor de células madre (SCF), lo que ocasiona 

que la célula exprese receptores para la IL7, a esta célula se le conoce como 

prolinfocito (pre-B), morfológicamente difiere del linfoblasto por una cromatina 

ligeramente condensada, reducción de la prominencia nucleolar y por el cambio del 

grosor en la membrana del núcleo. Cuando madura se convierte en un linfocito B 

inmaduro mide de 11-14 µm, tiene gránulos azurófilos, la relación de núcleo 

citoplasma es similar, en esta célula se desencadena la reorganización de los genes 

de las inmunoglobulinas citoplasmáticas principalmente D y M, cuando el linfocito B  

posee un complemento integro de IgM e IgD se considera que es un linfocito B 

maduro. Cada una de las diferentes células puede identificarse por  sus  antígenos  

CD de superficie, designados  con  un  número.   La   célula   precursora   y   la   pro   

B   se caracterizan  por  tener  una  enzima  nuclear  llamada  desoxi-nucleotidil-

transferasa terminal (TdT) [16]. 

Por otra parte el estadio de los linfocitos T en medula ósea es muy corta; ya que el 

linfocito más primitivo que se encuentra en medula ósea es la unidad formadora de 

colonias linfoides (CFU-L) viaja hacia el timo para su maduración y diferenciación, 

esta solo su puede reconocer con inmunomarcadores específicos. Los linfocitos 

ocasionalmente presentan gránulos positivos a la tinción de ácido peryódico de 

Schiff (PAS por sus siglas en ingles), pero generalmente son negativos [1]. 

En cambio los linfocitos NK llevan a cabo su maduración en la MO, para asegurar 

el linaje de la NK desde la CLP interviene el factor de transcripción ID2 y el factor 

E4EP4, el primero secuestra a la proteína E2A asegurando este linaje. Una vez que 

se  especifica el linaje se conoce como célula inmadura NK, para continuar la 

maduración interviene la IL15,  convirtiéndose en una célula NK inactiva, esta se 

caracteriza por tener un citoplasma granular, en esta etapa dependerá del 
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microambiente que la rodea para activarse, cuando pone en contacto con citosinas 

inflamatorias para a ser una célula NK activa [17 – 18 - 19]. 

TINCIONES HISTOQUÍMICAS 

 

Wright 

El reactivo de Wright está compuesto por eosina y azul de metileno, cuando este se 

oxida se conoce como azurB. La eosina es un colorante ácido que tiene afinidad por 

componentes alcalinos. La propiedad de este compuesto está basada en su 

polaridad negativa, lo que le permite enlazarse con componentes celulares de carga 

positiva; por esta razón colorea componentes citoplasmáticos, la tonalidad 

resultante es rosada-anaranjada para citoplasma y rojo intenso para eritrocitos. El 

color azul de los núcleos es dado por el complejo azul de metileno- DNA. El 

resultado de la tinción se puede ver afectada por diferentes factores como el pH de 

los colorantes y de la solución amortiguadora.  

azurB-DNA 
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Mieloperoxidasa (MPO) 

La mieloperoxidasa se sintetiza en el retículo endoplasmático rugoso, de donde 

pasa a las cisternas del aparato de Golgi quedando localizada fundamentalmente 

en la granulación 1ª o azurófila. Se localiza sobre todo, en los gránulos primarios de 

los neutrófilos y precursores, así como en los gránulos de los eosinófilos y 

monocitos. La enzima se combina in vivo con peróxido de hidrógeno 

transformándose en un potente agente bactericida, viricida y fungicida. La enzima 

se encuentra en los gránulos azurófilos o inespecíficos. La aplicación fundamental 

de la mieloperoxidasa se refiere a la capacidad discriminatoria entre celularidad 

blástica mieloide y linfoide, ya que los mieloblastos muy precoces sin estigmas de 

diferenciación mieloide ya pueden ser mieloperoxidasa positivos. Un déficit de 

mieloperoxidasa en los polimorfonucleares (PMN) maduros, excepto en el caso de 

que se trate de una deficiencia congénita, debe interpretarse como un signo 

disgranulopoyético. Su interpretación es positiva en  células granulocíticas, las 

células del sistema mononuclear fagocítico no se tiñen [20]. 

Su fundamentó se basa en la acción de la enzima, que en presencia de peróxido de 

hidrógeno oxida al clorhidrato de bencidina, lo que ocasiona que de ser incolora se 

torne a un color marrón [21 - 22]. 
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Sudan Negro B 

El sudan negro B es un colorante diazónico que tiñe fosfolípidos, grasas neutras y 

esteroles de la membrana de los gránulos tanto específicos como inespecíficos de 

los neutrófilos y percusores. Aparecerán teñidos sus gránulos de un color gris muy 

obscuro, aunque los eosinófilos cuenten también con granulación, estos aparecerán 

con una zona de palidez en el centro, los monocitos pueden o no teñirse, dependerá 

de si tienen gránulos o no; los linfocitos y linfoblastos son negativos. Los resultados 

que se observan son paralelos a la tinción de mieloperoxidasa [23]. 
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Reacción el ácido peryódico de Schiff (PAS) 

La reacción de PAS o del ácido peryódico de Schiff se basa en la oxidación de los 

grupos 1,2 glicol en aldehídos, por la acción del ácido peryódico, potente agente 

oxidante,  los grupos aldehído se combinan con el reactivo de Schiff dan un 

compuesto de color rojo púrpura intenso.  Identifica al glucógeno en el citoplasma 

celular. Los componentes celulares que contiene polisacáridos, mucopolisacáridos 

y glucoproteínas poseen el grupo 1,2 glicol por lo tanto se tiñen [24]. 
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La reacción de Pas es muy útil en la diferenciación de diferentes tipos de leucemias 

linfoblásticas, en la eritroleucemia y en diversas mielodisplasias.  En la tinción se 

observara un precipitado de color rojo purpura los polinucleares neutrófilos y 

algunos elementos de la serie mieloide [26]. 

Tinción de Perls 

Esta tinción es fundamental para conocer las reservas de hierro en la medula ósea, 

lo cual es fundamental para el diagnóstico de una variedad de condiciones 

asociadas a la anemia. Ocurre una liberación de los iones férricos de su unión con 

las proteínas por la acción del ácido clorhídrico, los iones al reaccionar con el 

ferrocianuro de potasio, forman un precipitado azul de ferrocianuro férrico [27]. 
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La intensidad del color es un parámetro solamente cualitativo y su utilidad es evaluar 

las reservas de Fe al permitir una semicuantificación de los depósitos. Los depósitos 

de hierro los podemos encontrar en células inmaduras eritrocitarias y en                         

macrófagos nodriza. Se observara su actividad de la fosfatasa alcalina por un 

precipitado azul brillante en los gránulos [28].  

 

 Fosfatasa acida 

Se basa en la hidrolisis del sustrato naftolfosfato, se libera naftol insoluble que se 

acopla con pararrosanilina, una sal diazonica, generando un precipitado en el 

citoplasma; esta enzima está presente en la mayor parte de los leucocitos [20].  
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Esterasa inespecífica alfa alfa naftil acetato esterasa (ANAE) 

Como resultado de la actividad de la esterasa hay una hidrolisis enzimática de los 

enlaces éster y se liberan compuestos de naftol libre. El naftol se acopla a una sal 

diazónica, para formar un pigmento visible. La actividad enzimática se puede 

detectar en megacariocitos, macrófagos e histiocitos, está prácticamente ausente 

en granulocitos. Se manifiesta en forma de un precipitado difuso por todo el 

citoplasma [29]. 
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TÉCNICAS INMUNOLÓGICAS 

 

El fundamento de estas técnicas es básicamente el mismo, reacción antígeno-

anticuerpo (Ac-Ag), es un interacción que se da por medio de enlaces covalente que 

se da en dos etapas, la primaria que no es visible y la secundaria que ya es visible 

como la aglutinación o precipitación. 

Hemoaglutinación directa  

La presencia de antígenos en la superficie de los glóbulos rojos se puede detectar 

por la hemoaglutinación producida cuando se añade un antisuero con anticuerpos 

frente a dichos antígenos. Esta técnica se emplea habitualmente para la 

identificación de los grupos sanguíneos y Rh, para lo cual a la sangre heparinizada 

se le añaden los antisueros correspondientes: anti-A, anti-B o anti-AB (todos ellos 

anti-Rh negativos [30] 

 

 

Histoquímica

Wrigth

Componentes 
básicos y acidos

Azul= acido

Rosa=basico

MPO

Bencidina+ H2O2

Coloración ocre

Esterasa

Hidrolisis de 
naftol-AS-Bi-

fosfato

Citoplasma rojo

Perls

𝐹𝑒3++C6N6FeK4

Precipitado azul

PAS

-C-C-+H5IO6= 
Aldehidos+ Schiff

Color rojo o 
purpura intenso

Componentes 
especificos

Figura 25- Esquema general de las tinciones utilizadas. 
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Hemoaglutinación indirecta  

Se basa en el principio de la inhibición de la hemoaglutinación. Para su realización 

se precisan glóbulos rojos a los cuales se les ha unido la misma sustancia que se 

desea detectar o cuantificar (Figura 13). Si estos glóbulos rojos son puestos en 

presencia de anticuerpos preparados frente a dicha sustancia se producirá su 

aglutinación. Por el contrario, cuando se añade un suero problema que contiene la 

sustancia a cuantificar entonces los anticuerpos se unirán a dicha sustancia y no a 

los glóbulos rojos. En este caso no se producirá la hemoaglutinación. Por tanto, 

aglutinación (+) indica ausencia de la sustancia a estudiar, y aglutinación (-) indica 

presencia de la misma. La medida de gonadotrofina coriónica (HCG) para el 

diagnóstico de embarazo puede realizarse por esta técnica [30]. 

Técnica de enzimoinmunoensayo 

 Esta técnica, también se conoce como ensayo de ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay). La identificación de los complejos Ag-Ac, se hace mediante 

el empleo de enzimas, bien unidas al antígeno, o bien unidas al anticuerpo. El 

ensayo de ELISA puede ser directo o no competitivo, constando de los siguientes 

pasos: a) Se tapiza la placa con el anticuerpo específico frente al antígeno a 

determinar. b) Se añade la muestra con el antígeno. c) Se adiciona el anticuerpo 

secundario marcado con la enzima que en presencia de su sustrato da un producto 

coloreado soluble, este producto es cuantificado mediante el lector de ELISA,e 

indirecto o competitivo, se diferencia del caso anterior en que se añaden los 

anticuerpos, previamente incubados con la muestra, los anticuerpos que no se han 

unido a los antígenos de la muestra lo harán a los antígenos de los pocillos. Como 

enzimas se suelen utilizar la peroxidasa, la galactosidasa o la glucosa oxidasa. Otra 

variante de las aplicaciones inmunoenzimáticas es cuando el antígeno se encuentra 

fijo en células o tejidos. Al igual que hemos visto en el apartado de 

inmunofluorescencia indirecta, en este caso también se emplean dos anticuerpos. 

El primero, con actividad frente a los antígenos a estudiar, y el segundo, que va 

dirigido frente al primero y que actúa de puente con el complejo portador de la 

enzima. Cuando la enzima es la peroxidasa, este complejo suele ser una 

peroxidasa-antiperoxidasa (PAP). La diferencia principal entre las técnicas de RIA 
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y ELISA es que la primera utiliza como marcador un isótopo y la segunda la actividad 

de un enzima, así el RIA directo y el ELISA competitivo serían equivalentes, y 

también existiría ELISA de inhibición y ELISA en sándwich. El ensayo ELISA tipo 

sándwich es un ensayo de captura de antígeno y detección mediante 

inmunocomplejos. Se trata de un ensayo muy empleado en el que se recubre el 

pocillo con un primer anticuerpo anti-antígeno. Después de lavar el exceso de 

anticuerpo se aplica la muestra problema en la que se encuentra el antígeno, que 

será retenido en el pocillo al ser 36 reconocido por el primer anticuerpo. Después 

de un segundo lavado que elimina el material no retenido se aplica una solución con 

un segundo anticuerpo anti-antígeno marcado. Así pues cada molécula de antígeno 

estará unido a un anticuerpo en la base que lo retiene y un segundo anticuerpo, al 

menos, que lo marca [30]. 

 

CITOMETRÍA DE FLUJO 
 

Es un método analítico que permite la medición rápida de ciertas características 

físicas y químicas (tamaño, forma y complejidad y, cualquier componente celular o 

función que pueda ser marcada con un fluorocromo) de las células suspendidas en 

líquido que producen una señal al interferir con una fuente de luz.[31] 

El fundamento de la citometría de flujo es hacer pasar células u otras partículas en 

suspensión alineadas y pasar por delante de un haz luminoso. La información 

producida se divide en dos tipos fundamentales: la generada por la dispersión de la 

luz y la relacionada con la emisión de luz por los fluorocromos presentes en la célula 

o partícula al ser excitados por el rayo luminoso. Las señales luminosas detectadas 

se transforman en impulsos eléctricos que se amplifican y se convierten en señales 

digitales que son procesadas por una computadora [31]. 
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MEDULA ÓSEA 

 

El Aspirado de medula ósea y biopsia de hueso se utilizan para diagnosticar, 

confirmar o en el seguimiento de enfermedades hematológicas, así como una 

herramienta de diagnóstico en los trastornos no hematológicos y neoplasias 

malignas. En los adultos, la aspiración de médula ósea puede realizarse desde el 

esternón a nivel del espacio intercostal segunda o tercera, la cresta ilíaca anterior, 

o la cresta ilíaca posterior. Debido a la mayor profundidad de penetración requerida, 

la médula ósea biopsias se realizan normalmente de la cresta ilíaca posterior, en la 

región de la espina ilíaca postereosuperior, un lugar que normalmente tiene una alta 

concentración muy hematopoyetica de médula ósea activa [32]. 

La biopsia de médula ósea se obtiene a través del sitio de la incisión cutánea mismo 

que se utiliza para la aspiración de médula, pero la aguja tiene un ángulo diferente 

de la aguja de punción aspiración con el fin de tomar muestras de un área diferente. 

Debido a la mayor calibre de la aguja de la biopsia de la médula ósea, más fuerza 

se requiere generalmente que con la aguja de aspiración [32]. 

 

Patología en medula ósea 

Las alteraciones medula ósea más comunes son: trastornos de la serie roja 

(disminución de producción de hematíes, defectos en la síntesis de los hematíes, 

aumento en la destrucción de hematíes, poliglobulia), trastornos en la serie 

blanca(leucopenia, leucemias agudas), trastornes en la serie megacariocitica 

(trombocitopenia, trombocitosis), síndromes mieloproliferativos, policitemia vera, 

mielofibrosis idiopática, síndromes mielodisplasicos, tumores en medula ósea( 

mieloma múltiple, metástasis) [33]. 

Estas patologías guardan una relación muy estrecha con la citoquimica celular, ya 

que hay un incremento o disminución de un componente celular, la célula sufrirá 

cambios significativos que se verán reflejados en la morfología de la célula, que 

pueden ser evidenciados histoquimicamente. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Según la OMS, entre 250 000 y 500 000 personas sufren cada año en todo el 

mundo lesiones medulares, actualmente  el estudio de enfermedades 

hematopoyéticas, se basa en técnicas sofisticadas, de reconocimiento 

inmunológico (identificación de CD) y citogenético (translocaciones, delecciones 

y mutaciones en cromosomas específicos), ocasionando que los costos sean 

elevados. Un citómetro de flujo oscila desde los $50,000 hasta $1 000,000, por 

lo tanto para laboratorios de rutina o de enseñanza no es costeable adquirir un 

equipo de esta índole. 

Debido a esto, los lineamientos para la clasificación Franco-Américo-Británica 

(FAB, por sus siglas en inglés) se han basado en el reconocimiento morfológico 

y citoquímico como parte integral del diagnóstico celular. Sin embargo, el 

conocimiento de las reacciones químicas que acompaña a dichas reacciones es 

limitado y a menudo se cometen errores técnicos basados en la comprensión de 

las reacciones (interacción colorante componente, reactividad del histomarcaje, 

pH de la muestra). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

La histoquímica son técnicas sencillas de realizar que no requieren de 

implementación tecnológica a gran escala, por lo que estas se pueden implementar 

en la mayoría de los laboratorios clínicos y de enseñanza. Además, estas sirven  

como un tamizaje confiable para orientar el diagnóstico Adicionalmente a la 

reducción de costes, promueven  enseñanza y capacitación entre los químicos que 

laboran en el área histoquímica, siempre tomando como base el fundamento 

químico de cada una de ellas. 

Así mismo, la estandarización de dichas tinciones en modelos experimentales como 

lo es la médula ósea de rata, permite la adquisición de elementos para su marcaje 

tanto positivo como negativo, lo cual es de suma importancia al momento de 

estandarizar una histoquímica, por lo que en el presente trabajo se pretende 

emplear esta herramienta experimental como base celular de histomarcajes, los 

cuales ayuden al laboratorista clínico a estandarizar con facilidad las tinciones en 

su centro de trabajo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

~ 33 ~ 
 

OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Estandarizar las diferentes técnicas histoquímicas relacionadas con la identificación 

celular hematopoyética en médula ósea de rata Wistar 

 

 

Objetivos particulares 

Estandarizar técnicas de extracción para médula ósea de rata Wistar 

Adecuar técnicas histoquímicas para componentes celulares de médula ósea de 

rata Wistar 

Caracterizar la morfometría de los componentes hematopoyéticos. 
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HIPÓTESIS NULA 

 

Las técnicas histoquímicas desarrolladas para humanos no funcionan para 

caracterizar componentes hematopoyéticos de medula ósea de rata Wistar 

HIPÓTESIS ALTERNATIVA 

 

Las técnicas histoquímicas desarrolladas para humanos funcionan para caracterizar 

componentes hematopoyéticos de medula ósea de rata Wistar. 
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DIAGRAMA DE TRABAJO 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Se utilizaron ratas Wistar del bioterio Claude Bernard que pertenece a la BUAP, se 

tomaron muestras de ratas Wistar adultas jóvenes, es decir, de 4 a 6 semanas con 

un peso dentro del rango de 250g a 350g. Se sacrificaron por medio de dislocación 

cervical y se extrajeron los fémures con la técnica descrita en el anexo 1. 

 

 

 

 

Para realizar la estandarización de técnicas y teñir la medula ósea, se utilizaron kits 

de tinción Hycel. 

Tinción de Wright 

Se hidrato el frotis con agua destilada, después se colocaron en puentes de tinción 

de acero inoxidable, se hizo un lavado con detergente triton al 0.1%,después se  

colocó  el colorante de Wright con una punta azul, en forma de una capa fina que 

cubra homogéneamente el extendido celular, después de las modificación 

establecidas ,fue adicionado el buffer fosfatos con un pH 6.4 (aproximadamente 

2ml)con una punta azul diferente, se mezcló gentilmente buffer y colorante con la 

punta azul de la pipeta, generando una mezcla homogénea, esperando a que se 

formara una capa metálica, después se procedió a realizar un lavado con agua, 

evitando el chorro directo. Se dejó secar y se sumergió en Xilol, antes de que el Xilol 

se evapore  se colocan 2 gotas de resina Araldite® 506 en un costado del 

portaobjetos y se coloca el cubreobjetos delicadamente para que por capilaridad la 

resina se esparza uniformemente, evitando burbujas que interfieran con la 

observación. Se procedió a observar en un microscopio Leica, en un objetivo seco 

fuerte para verificar homogeneidad y en inmersión para la toma de  fotomicrografías.  

Tinción de Perls  
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Se hidrato el frotis con agua destilada, después se colocaron en puentes de tinción 

de acero inoxidable, se mezcló en una cubeta de tinción 12.mL de Ferrocianuro de 

potasio con 12.5ml de  ácido clorhídrico al 5% utilizando probetas de vidrio de 50ml 

y puntas amarillas de .5ml  y dejo actuar 1 minuto. Pasado el tiempo de interacción 

de sumergen los frotis 20 minutos en la solución, transcurrido el tiempo se hace un 

lavado con agua destilada, se sumerge el frotis en otra cubeta con rojo nuclear 

rápido durante 5 minutos, se realiza un lavado con agua destilada Se dejó secar y 

se sumergió en Xilol, antes de que el Xilol se evapore  se colocan 2 gotas de resina 

Araldite® 506 en un costado del portaobjetos y se coloca el cubreobjetos 

delicadamente para que por capilaridad la resina se esparza uniformemente, 

evitando burbujas que interfieran con la observación. Se procedió a observar en un 

microscopio Leica, en un objetivo seco fuerte para verificar homogeneidad y en 80x 

para la toma de  fotomicrografías.    

Tinción de Mieloperoxidasa  

Se hidrato el frotis con agua destilada, después se colocaron en puentes de tinción 

de acero inoxidable, se mezcló en una cubeta de tinción 54mL de agua destilada 

más 4 mL del buffer concentrado, mezclar, e incubar a 37°, se midió en probetas de 

vidrio de 50ml. Se añadió con una punta amarilla 0.2%mL de peróxido de hidrogeno 

al 3%. Se  sumergen los frotis 25 minutos en la solución, transcurrido el tiempo se 

hace un lavado con agua destilada, se sumerge el frotis en otra cubeta con safranina 

durante 3 minutos, se realiza un lavado con agua destilada Se dejó secar y se 

sumergió en Xilol, antes de que el Xilol se evapore  se colocan 2 gotas de resina 

Araldite® 506 en un costado del portaobjetos y se coloca el cubreobjetos 

delicadamente para que por capilaridad la resina se esparza uniformemente, 

evitando burbujas que interfieran con la observación. Se procedió a observar en un 

microscopio Leica, en un objetivo seco fuerte para verificar homogeneidad y en 80x 

para la toma de  fotomicrografías.    
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Tinción de PAS 

Se hidrato el frotis con agua destilada, después se colocaron en puentes de tinción 

de acero inoxidable, se sumergió el frotis en una cubeta de tinción con ácido 

peryodio durante 5 minutos, pasado el tiempo se hizo un lavado con agua destilada. 

Después de las modificaciones establecidas en el reactivo de Schiff durante 25 

minutos, pasado este tiempo se lava durante 5 minutos y procedemos a contrateñir 

en otra cubeta de tinción con hematoxilina durante 2. Después se hace una rampa 

de deshidratación con alcoholes al 80%, 90% 100% (sumergir un minuto en cada 

concentración). Después se sumergió en Xilol, antes de que el Xilol se evapore  se 

colocan 2 gotas de resina Araldite® 506 en un costado del portaobjetos y se coloca 

el cubreobjetos delicadamente para que por capilaridad la resina se esparza 

uniformemente, evitando burbujas que interfieran con la observación. Se procedió 

a observar en un microscopio Leica, en un objetivo seco fuerte para verificar 

homogeneidad y en 80x para la toma de  fotomicrografías.    

Tinción Esterasa  

Se hidrato el frotis con agua destilada, después se colocaron en puentes de tinción 

de acero inoxidable, se hizo una dilución de 6mL de buffer con 54mL de agua 

destilada se midió en probetas de vidrio de 50ml. Se adicionar el reactivo alfa naftil 

acetato disuelto en acetona. Después en un tubo de ensayo se mezclan 0.75mL de 

pararosanilina tomado con un punta amarilla y 0.75mL de nitrito de sodio tomado 

con una punta amarilla, se deja reaccionar 1 minuto y se vacían a la cubeta de 

tinción. Se sumergen los frotis durante 60 minutos en la cubeta de tinción con la 

solución. Se hace un lavado con agua destilada y se contratiñe con verde de metilo 

4 minutos. Se hace un lavado con agua destilada. Se dejó secar y se sumergió en 

Xilol, antes de que el Xilol se evapore  se colocan 2 gotas de resina Araldite® 506 

en un costado del portaobjetos y se coloca el cubreobjetos delicadamente para que 

por capilaridad la resina se esparza uniformemente, evitando burbujas que 

interfieran con la observación. Se procedió a observar en un microscopio Leica, en 

un objetivo seco fuerte para verificar homogeneidad y en 80x para la toma de  

fotomicrografías.    
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

James Homer Wright creó la tinción de Wright modificando la tinción de 

Romanwsky, esta tinción permite diferenciar componentes celulares de la sangre 

periférica y de medula ósea. El principio de la tinción está basado en el contraste 

adquirido por un par de colorantes como los son el azul de metileno y la eosina, 

mismos que son afines a diferentes macromoléculas presentes tanto en núcleo 

como en citoplasma en diferentes momentos de maduración celular. Debido a su 

afinidad química los componentes básicos (azul de metileno) se fijan al núcleo 

celular el cual presenta un componente ácido; mientras que los componentes ácidos 

de la tinción (eosina) reaccionan con componentes básicos primordialmente 

proteínas en el citoplasma celular [34].  

 

Es importante precisar que todas las tinciones de tipo Romanowsky se componen 

de azul de metileno oxidado y eosina. Se sabe ahora que el azul de metileno es sólo 

uno de una familia más grande de tintes de tiazina que tiñen azul. En esta familia 

se incluyen el violeta de metileno; Azur A; Azur B (que tiene un pico de absorción 

similar al del azul de metileno de Giemsa); Azur C; Y tionina (Figura 27). Estos 

colorantes se denominan colorantes básicos porque se unen a componentes 

celulares ácidos, tales como ADN, ARN, matrices de gránulos específicos de 

neutrófilos y proteínas celulares ácidas [35]. Actualmente, la tinción Wright se 

compone de azul de metileno y eosina en una proporción aproximada de 2: 1. El 

azul de metileno representa aproximadamente el 75% del colorante básico 

presente, mientras que sus derivados (principalmente el azul celeste B) representan 

aproximadamente el 25%. Los derivados se producen de manera controlada 

calentando azul de metileno con bicarbonato de sodio, lo que provoca la 

desmetilación oxidativa y la desaminación del azul de metileno. La eosina, el 

colorante ácido, es un miembro de la familia de colorantes de hidroxixanteno 

(fluorona). Estos colorantes se denominan ácidos porque se unen a componentes 

celulares básicos, tales como hemoglobina, contenido de gránulos eosinofílicos y 
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proteínas celulares básicas. Dos miembros de la familia de la eosina, la eosina Y 

(amarillenta) y la eosina B (azulada), son más ácidas y de color rojo claro que las 

otras eosinas y, como tales, son particularmente adecuadas como contra tinción 

para el azul de metileno policromado. De los dos, la eosina Y parece funcionar mejor 

que la eosina B. Afortunadamente, la composición de la eosina no es tan crítica y 

delicada como la del azul de metileno policromado [36] 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Debido a que la tinción fue creada para teñir células hemáticas para humanos, la 

adaptación en otros mamíferos tiene ligeros inconvenientes, debido a los 

componentes mismos de cada especie. Particularmente en la rata, un inconveniente 

de esta tinción es la poca permeabilidad en núcleo, por lo que en el presente trabajo 

se implementó un lavado extra con Tritón-X100 al 0.1%, un tensoactivo no iónico el 

cual es un compuesto químico que actúa como agente humectante en los 

laboratorios de histología y microscopía, se emplea en diluido como humectante en 

algunos protocolos de tinción lo cual ayuda a la permeabilidad membranal, por lo 

Figura 27- Diferentes tipos de Tiazinas  
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que con esta modificación de la técnica se logró establecer una correcta apetencia 

tintorial en los componentes celulares. Así mismo, se modificaron los tiempos de 

interacción del colorante y el buffer, con los componentes celulares a 7 minutos, 

para asegurar la coloración de las estructuras internas, la estandarización de la 

técnica fue parte de los objetivos del presente trabajo.  

En México y Estados Unidos, la tinción de Wright es la de mayor uso en los 

laboratorios clínicos. Esta tinción puede variar dramáticamente de fabricante a 

fabricante en su capacidad de teñir ciertos componentes celulares. Encontrar las 

condiciones ideales de tinción es quehacer del analista clínico, así como, establecer 

la estandarización y modificaciones necesarias para lograr una excelente 

observación de las características de cada componente y linaje celular. En el 

presente trabajo se realizaron adecuaciones a la metodología que permitieron el 

correcto reconocimiento de los componentes de médula ósea de rata Wistar. En 

este sentido, se han encontrado que el uso de combinaciones de tinciones de Wright 

entre fabricantes diferentes es la mejor manera de asegurar una tinción adecuada 

de todas las líneas celulares. Incluso dentro de una misma marca de la tinción de 

Wright, puede haber variación considerable de lote a lote. La calidad de la tinción 

debe ser reevaluada como parte de los protocolos analíticos que se establecen en 

el manual de procedimientos descrito en la NOM-007-SSA3-2011, así como los 

tiempos de tinción predeterminados, por cada nuevo lote de Wright utilizado [35]. 

Lograda la estandarización de la técnica por las modificaciones antes mencionadas, 

se observó que en las células inmaduras en las que existe un predominante 

contenido de RNA, presentan afinidad al componente azul, es por ello que en 

blastos el núcleo se tiñe de manera dual azul-rojizo y el citoplasma fuertemente 

basófilo. Mientras que en la madurez celular el número de RNAs (mensajeros, 

transcripcionales y de transferencia) disminuye, por lo que la afinidad por el azul de 

metileno es menor y la afinidad por la eosina incrementa [37]. Este comportamiento 

está en relación al linaje celular presente en el microambiente de médula ósea.  

Particularmente, en el caso de la maduración eritroide el núcleo menos maduro 

adquirió colores rojos en donde se puede distinguir la presencia de nucléolos y de 
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cromatina laxa (eucromatina; Fig 28-29); mientras el núcleo se va compactando 

hasta ser expulsado de la célula, un color azul intenso aparece en policromatófilos 

y ortocromáticos, estas células presentan primordialmente heterocromatina y no 

observan nucléolos, así mismo, el citoplasma torna a un color azul rojizo, indicativo 

de la producción de hemoglobina en el caso de los policromatófilos y un color rojo 

– rosáceo en el caso de los ortocromáticos (Fig. 30-31).   
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Adicionalmente, estas células pueden ser identificadas en relación al hierro 

presente en la celularidad y se correlaciona con su maduración. El hierro (Fe) es un 

metal esencial muy importante para todos los organismos vivos. La función del Fe 

en los procesos biológicos depende de su capacidad de existir en dos estados redox 

(hierro ferroso y férrico). En consecuencia, el Fe es crucial para las reacciones 

metabólicas de la respiración y la fotosíntesis. Aunque a nivel de toda la planta los 

mecanismos moleculares de adquisición y almacenamiento de Fe están bien 

documentados, el control de la distribución de Fe en los niveles de órganos, células 

y subcelulares es muy poco comprendido y representa una apuesta importante. 

Aprovechando la alta reactividad de iones metálicos para ligandos orgánicos, se 

han utilizado varios reactivos como cromóforos para la tinción histoquímica de 

metales. Entre ellos, el ferrocianuro de potasio, también conocido como reactivo de 

Perl. Este se utilizó desde finales del siglo XIX para producir el azul de Prusia, 

después de la reacción con hierro férrico. El reactivo de Perl’s ha sido ampliamente 

utilizado para teñir el Fe en los tejidos. Sin embargo, es posible aumentar la 

sensibilidad de la tinción por reacciones secundarias con diaminobenzidina (DAB) y 

peróxido de hidrógeno (H2O2). De hecho, dado que el complejo Fe-Perls es activo 

redox, la adición de DAB y H2O2 desencadena la polimerización oxidativa de DAB, 

produciendo pigmentos marrones [38]. Esta reacción es la base de la intensificación 

de la tinción Perls (Perls / DAB). Dichas modificaciones han demostrado que Perls 

/ DAB podía teñir tanto Fe2+ como Fe3+ [39]. Sin embargo, en el presente a trabajo 

únicamente se realizó la tinción tradicional de Perls sin modificaciones para poner 

de manifiesto la serie roja y sus estadios de maduración. 
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Todos los precursores normales de glóbulos rojos contienen hierro que no se ha 

incorporado en el hemo y la tinción de Perls puede revelar hasta tres o cuatro 

gránulos de hierro visibles en microscopía óptica que parecen estar compuestos de 

agregados Ferritina [40]. De dos a tres millones de glóbulos rojos (glóbulos rojos) 

se producen cada segundo y requieren 30-40 mg de hierro entregado al eritrón para 

hacer 30 pg de hemoglobina por célula, un total de 6 g de hemoglobina al día. El 

grupo de hierro unido a la transferrina [Tf-Fe3+] es 10 veces más pequeño que los 

requerimientos diarios de hierro, requiriendo un giro rápido para asegurar un 
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suministro suficiente de hierro. El hierro diario requerido para la eritropoyesis es 

predominantemente derivado del reciclado del hierro hemo por los macrófagos que 

fagocitan a los glóbulos rojos senescentes. Debido a que la mayoría del hierro en la 

mayoría de los organismos se puede encontrar en el compartimiento de la 

hemoglobina, la eritropoyesis domina el metabolismo del hierro y los dos están 

inextricablemente entrelazados. Este proceso dinámico de tráfico de hierro para la 

eritropoyesis requiere diafonía significativa para prevenir la deficiencia de hierro o 

la sobrecarga de hierro y proteger al organismo del desarrollo de la anemia, así 

como de la toxicidad potencial del exceso de hierro. Por ejemplo, la absorción de 

hierro aumenta, a menudo dramáticamente, cuando la eritropoyesis se produce a 

una tasa superior a la normal para acomodar la mayor demanda de hierro [41]. 

El hierro dirigido al compartimento eritroide está restringido al hierro ligado a 

transferrina Tf-Fe3+ y su capacidad para unirse al receptor de transferrina (TfR1) es 

un paradigma bien elaborado. La transferrina es la segunda proteína sérica más 

abundante, después de la albúmina, y absorbe el hierro de los enterocitos 

duodenales cuando se absorbe y de los macrófagos cuando el hierro se recicla de 

los hematíes renales. La absorción y el reciclado del hierro están regulados por la 

hepcidina, una hormona peptídica que se cree es el principal regulador de los flujos 

de hierro en el cuerpo. La hepcidina ejerce su función al unirse a la única proteína 

de exportación de hierro conocida, la ferroportina (FPN-1), encontrada en 

hepatocitos, macrófagos, enterocitos duodenales y células placentarias, todas ellas 

implicadas en el metabolismo del hierro. Hepcidina se une FPN-1, provoca su 

internalización y degradación, y los resultados en el cese de la liberación de hierro 

de las células [42].  
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La aparición de más de seis gránulos en el eritroblasto es anormal y se cree que 

estos sideroblastos son patológicos. En algunos sideroblastos patológicos, 

conocidos como sideroblastos anillados, los gránulos están dispuestos alrededor 

del núcleo y se cree que son depósitos mitocondriales de hierro. Los sideroblastos 

patológicos, tanto anillados como no anillados, se han encontrado en una serie de 

situaciones anormales, pero los procesos metabólicos precisos implicados en su 

producción son desconocidos. En algunos sujetos puede observarse un aumento 

del número de gránulos de eritroblastos en ausencia de anemia, o puede ocurrir en 

presencia de una anemia aparentemente no relacionada con los sideroblastos. 

Figura35- Modelo de la relación entre la entrega de hierro, habilidades relativas 

para sintetizar hemoglobina,  exportación de hemo y hierro en diversas 

enfermedades asociadas con patología concurrente de hierro   eritroide [43]. 
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Cabe mencionar que a pesar que la morfología hemática es la principal herramienta 

diagnóstica para el analista clínico de rutina, no es la mejor. Para clasificar 

correctamente a la celularidad se requiere de una batería de proteínas de superficie 

las cuales se les realiza un inmunomarcaje, el cual deberá corresponder a CD34+ 

sólo en proeritroblastos y a medida que madura las marcas de membrana 

corresponderán a CD71 positivo, (90% de la celularidad); CD117 positivo. Mientras 

los componentes mielomonocíticos, megacariocíticos o linfocíticos no son 

expresados (1% de las células expresan CD14; 2.4% de las células expresan CD41; 

3% de las células expresan CD4; 2.5% de las células expresan CD8) [44]. 

Así mismo, fue analizada la apetencia tintorial del linaje granulocítico el cual 

proviene de un precursor mieloide granulocítico común conocido como unidad 

formadora de colonias granulo-monocíticas, el cual por estímulos de interleucinas, 

citocinas y factores de crecimiento específicos de linaje da paso a la primera célula 

que es reconocible por sus características morfológicas, el Mieloblasto [13]; 

mientras la maduración avanza dentro de los macrófagos nodriza que se ubican en 

la médula ósea, la serie granulocítca se distinguen por la presencia de gránulos 

primarios o azurófilos que son sintetizados en mieloblastos de tipo II y III, además 

de los promielocitos. Nuestros resultados mostraron que el mieloblasto fue 

caracterizado por la basofilia del citoplasma característica, sin granulación presente 

(sólo se observaron mieloblastos de tipo I), núcleo grande de color rojizo y cromatina 

laxa (eucromatina) con presencia de nucléolos (Fig. 10.5); en esta célula además 

de su característica morfológica clásica se podría caracterizar su patrón de cluster 

designation el cual correspondería a: CD45, CD38, CD34, CD33 y CD13 [45]. El 

CD45 es un antígeno común de leucocitos, una proteína transmembrana de tipo I 

presente en todas las células hematopoyéticas excepto en las de estirpe eritrocitaria 

que ayuda a la activación celular; Expresada en linfomas, leucemia linfocítica 

crónica de células B, leucemia de células pilosas y leucemia no linfocítica aguda. 

CD38, involucrados en ecto-ADP-ribosil ciclasa y activación celular en muchas 

células hematopoyéticas, plasmáticas y activadas por B y T; aumenta con la 

seroconversión del VIH, la co-expresión con CD8 asociada con la progresión (indica 

la estimulación viral persistente). Algunos anticuerpos dirigidos a CD38 se están 
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ensayando en mieloma múltiple y linfoma no Hodgkin, p. Daratumumab o MOR202 

Celgene. CD34, es un marcador de células madre, adhesión, encontrado en 

precursores hematopoyéticos (se encuentran en altas concentraciones en la sangre 

del cordón umbilical), endotelio capilar y fibroblastos embrionarios. CD33, es un 

marcador de función desconocida encontrado en las células inmaduras mieloides, 

incluyendo blastos de leucemia mieloide aguda y monocitos maduros. Los 

anticuerpos monoclonales anti-CD33 se utilizan ampliamente para el diagnóstico de 

todos los tipos de LMA. CD13, es una metaloproteinasa de zinc, también conocida 

como aminopeptidasa N, que se encuentra naturalmente en células mielo-

monocíticas desde la diferenciación temprana hasta la madurez; usualmente 

presente en blastos de leucemia mieloide aguda y rara vez se encuentra en algunas 

formas de linfoma y leucemia linfocítica [45]. 

Los promielocitos mostraron un tamaño promedio de entre 15 – 20 micras, núcleos 

ovales a redondos en los que los nucléolos no fueron del todo evidentes, mientras 

su cromatina presentó una densidad media (intermedia entre compacta y laxa), 

citoplasma ligero azul con presencia abundante de gránulos primarios (Fig.10.6); en 

esta célula además de su característica morfológica clásica se podría caracterizar 

su patrón de cluster designation el cual correspondería a: CD45, CD33, CD15 y 

CD13 [13, 43] . Algunos CD van perdiéndose durante la maduración celular mientras 

otros comienzan a sintetizarse y exponerse primordialmente en las membranas de 

las células. El CD15, es una molécula de adhesión de carbohidratos (no una 

proteína) que media la fagocitosis y la quimiotaxis, que se encuentra en los 

neutrófilos; esta es expresada en pacientes con enfermedad de Hodgkin, algunas 

leucemias linfocíticas crónicas de células B, leucemias linfoblásticas agudas y la 

mayoría de las leucemias no linfocíticas agudas. También se denomina Lewis x y 

SSEA-1 (antígeno embrionario específico del estadio 1) y representa un marcador 

para las células madre pluripotentes murinas, en las que desempeña un papel 

importante en la adhesión y migración de las células en el embrión pre-implantación 

[46]. En relación a los gránulos primarios observados, estos se dan durante la 

granulopoyesis se inicia en los promielocitos tempranos, cuando las vesículas 

inmaduras de transporte brotan del Golgi y se fusionan [47, 48,49]. Los gránulos de 
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aparición temprana resultantes se definieron originalmente por su alto contenido en 

mieloperoxidasa (MPO) y, en consecuencia, denominados "gránulos positivos a la 

peroxidasa", pero también se denominan "gránulos de azurofilo" debido a su 

afinidad por el colorante básico [50], o simplemente designados "gránulos 

primarios". La producción de MPO cesa en la transición promielocito / mielocito. Por 

consiguiente, los gránulos formados en etapas posteriores de mielopoyesis son 

negativos a la peroxidasa.  

 

 

Figura  36-  Tinción de mieloperoxidasa (MPO) en médula ósea de rata Wistar. Las flechas 

rojas indican las células positivas a la reacción de MPO resaltando los gránulos primarios 

presentes en ellas y por ende su grado de inmadurez; Las flechas amarillas resaltan los 

nucléolos de los mieloblastos tipo III. La magnificación de las imágenes fue adquirida en un 

objetivo de 80X.  
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En el presente trabajo se evidenciaron los gránulos primarios ricos en MPO por 

medio de la histoquímica correspondiente, en la cual se pueden observar la 

presencia de dichos gránulos desde el mieloblasto tipo III, hasta en las transición 

promielocito / mielocitos (Fig 36 y 37). Además de contener grandes cantidades de 

MPO, los gránulos de azurófilos se empaquetan con hidrolasas ácidas y proteínas 

antimicrobianas y durante muchos años se consideraron como lisosomas primarios. 

Al igual que los lisosomas, los gránulos azurófilos contienen granulofisina (CD63) 

en su membrana [51]. Sin embargo, a diferencia de los lisosomas, no expresan las 

proteínas de membrana asociadas a los lisosomas LAMP-1 y LAMP-2 [52], y la 

clasificación de proteínas A azurófilas de estos gránulos no implica el sistema de 

 Figura 37-  Tinción de mieloperoxidasa (MPO) en médula ósea de rata Wistar. Las flechas 

rojas indican las células positivas a la reacción de MPO resaltando los gránulos primarios 

presentes en ellas y por ende su grado de inmadurez. La magnificación de las imágenes fue 

adquirida en un objetivo de 80X.  
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receptor de manosa-6-fosfato esenciales para las enzimas lisosomales dirigidas [53, 

54,55]. Por lo tanto, los gránulos azurófilos probablemente se consideran mejor 

regulados por el ciclo celular, y no como parte de los lisosomas especializados [52]. 

Además de CD63, las únicas proteínas de membrana identificadas en los gránulos 

azurófilos hasta el momento son CD68 [56], presenilina 1 [57], estomatina [58], y un 

tipo vacuolar de H+-ATPasa [59]. Los gránulos azurófilos muestran una gran 

heterogeneidad de tamaño y forma, y varias subpoblaciones con distintas 

características físicas, citoquímicas y morfológicas han sido demostrados [48, 60, 

61,62]. Sobre la base de su tiempo de aparición en la mielopoyesis, los gránulos 

azurófilos pueden dividirse en dos subconjuntos principales: gránulos de defensina 

tempranos de pobre contenido en azurodicina, que se forman desde el comienzo de 

la fase temprana promielocítica, y gránulos de defensina tardíos de ricos en 

azurodicina, que se forman cerca de la transición de promielocitos / mielocitos [63]. 

Los gránulos azurófilos sufren exocitosis limitada en respuesta a la estimulación [64 

y 65], y se cree que contribuyen principalmente a la muerte y degradación de 

microorganismos que tienen lugar en el fagolisosome [66]. 

Muchas proteínas de gránulos azurófilos se sintetizan como pro-formas, que pasan 

por procesos proteolíticos antes de llegar al compartimiento del gránulo primario. 

Después de la eliminación de los pro-péptidos del amino terminal, las proteínas se 

almacenan en su conformación activa [67,68, 69]]. Los pro-péptidos de las proteínas 

de gránulos de azurófilos no son reconocidas por ser importantes para el 

procedimiento de direccionamiento descrito para las proteínas LAMP y LIMP. Más 

bien, los pro-péptidos pueden prevenir el mal plegamiento, la auto-toxicidad o la 

retención de las proteínas maduras durante su paso a través de la maquinaria 

biosintética de la célula [67, 68, 70, 71,72]. 
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Por otro lado, en las etapas de maduración, es decir, mielocitos (Figura 38-44), 

puede ser reconocida por la identificación del tamaño promedio que correspondió 

de 13 – 20 micras, núcleo oval, denso, rojo – purpureo, de cromatina densa, 

mientras que el citoplasma ya presenta gránulos finos, secundarios y específicos 

por lo que el color que adquiere es rosa – anaranjado. Mientras que los 

metamielocitos presentan un núcleo más compacto, por lo tanto la cromatina más 

densa y la formación de una escotadura, la presencia de gránulos específicos 

aumenta. A medida que madura la escotadura se hace más grande hasta llegar a 

tener una forma de banda o U, este proceso continua hasta que el núcleo se 

segmenta  en varios lóbulos. 
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Las células con grado de maduración como son mielocitos, metamielocitos, 

neutrófilos en banda y segmentados tienen en común gránulos negativos a la 

peroxidasa, estos pueden dividirse en gránulos específicos (secundarios) y gránulos 

de gelatinasa (terciarios) [73]. Esta separación es arbitraria ya que los gránulos 

negativos a la peroxidasa se forman como un continuo en los mielocitos, los 

metamielocitos, las células de la banda y los neutrófilos segmentados. Sin embargo, 

desde un punto de vista fisiológico, la separación conceptual de los gránulos 

negativos a la peroxidasa en dos subconjuntos es significativa, ya que los gránulos 

específicos y los gránulos de gelatinasa difieren significativamente entre sí con 

respecto al contenido de proteínas y propiedades secretoras. Así, mientras que los 

gránulos específicos más grandes son ricos en sustancias antibióticas, los gránulos 

de gelatinasa son más pequeños y no tienen esta función. Por el contrario, gránulos 

de gelatinasa son más fácilmente exocitados que los gránulos específicos [74]. 

Estas características reflejan que los gránulos de gelatinasa son importantes 

principalmente como un reservorio de enzimas degradantes de la matriz y 

receptores de membrana necesarios durante la extravasación de neutrófilos y la 

diapédesis, mientras que los gránulos específicos participan principalmente en las 

actividades antimicrobianas de los neutrófilos movilizando su arsenal de sustancias 

antimicrobianas al fagosoma o al exterior de la célula [75-76]. 
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Figura 44- Etapas biosintéticas de gránulos, proteínas de gránulos y factores de transcripción. 

Gránulos formados en una etapa dada de la mielopoyesis están empaquetados con proteínas 

sintetizadas de forma simultánea, y surge la heterogeneidad gránulo secundariamente a las 

diferencias en las ventanas de biosíntesis de proteínas de gránulos. El control de la expresión 

de la proteína del gránulo está mediado por combinaciones de factores de transcripción 

presentes en distintas etapas de desarrollo de células mieloides. MB, mieloblasto; PM, 

promielocito; MC, mielocito; MM, metamielocito; BC, célula de banda; PMN, neutrófilos 

polimorfonucleares. Proteínas gránulos: MPO, mieloperoxidasa; PR - 3, proteinasa 3; NE, 

elastasa de neutrófilos; LF, lactoferrina; TC - I, transcobalamina - I; CRISP-3, proteína secretora 

rica en cisteína-3 (SGP-28). Factores de transcripción: CASP, CDP alternativamente 

empalmado producto; CDP, proteína de desplazamiento de CCAAT; C / EBP, CCAAT / 

potenciador proteína de unión (tomado y modificado de Cowland y Borregaard) [77]. 
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Los constituyentes conocidos de gránulos específicos y de gelatinasa abarcan 

varios péptidos antimicrobianos potentes que incluyen lactoferrina, hCAP18, NGAL, 

lisozima y Nramp-1. Los gránulos negativos a la peroxidasa también contienen tres 

metaloproteasas de gran importancia fisiológica y fisiopatológica, a saber, la 

colagenasa (metaloproteinasa de matriz-8; MMP-8), la gelatinasa (MMP-9) y la 

recién descubierta leucolisina (MMP-25). El citocromo p22 / gp91phox (citocromo b) 

es un constituyente de la membrana de ambos subgrupos de gránulos negativos a 

la peroxidasa que se transfiere a la superficie o la membrana fagosomal en la 

activación de neutrófilos [75]. Después de la translocación, el citocromo b 558 

funciona como el portador de electrones terminal de la explosión de la ráfaga 

respiratoria montada. Los compartimentos intracelulares movilizables de los 

neutrófilos difieren en la disponibilidad para la exocitosis. Vesículas secretoras son 

más propensos a la liberación extracelular, seguido de gránulos de gelatinasa, 

gránulos específicos, y azurófilos gránulos [76]. Por lo tanto, la estimulación in vitro 

con concentraciones nanomolares de mediadores inflamatorios tales como fMLP 

conduce a una descarga rápida y casi completa de vesículas secretoras sin 

liberación significativa de gránulos [78]. La estimulación con agonistas más 

poderosos como el acetato de miristato de forbol (PMA) induce la liberación 

exhaustiva de gránulos de gelatinasa, liberación moderada de gránulos específicos 

y exocitosis de bajo grado de gránulos azurófilos [79].  

Las vías de señalización que ligan la ligación de los receptores de superficie a la 

degranulación son complicadas y sólo han sido parcialmente mapeadas. La 

movilización jerárquica de gránulos de neutrófilos y vesículas secretoras descritas 

anteriormente puede reproducirse in vitro mediante elevaciones graduales en el 

nivel de Ca intracelular [80]. Se ha demostrado que varios estímulos inducen 

incrementos en la concentración de Ca2+ citosólica, incluyendo ligación de L-

selectina, CD11b / CD18 y el receptor fMLP [81-82]. La unión con las integrinas 

induce la activación de proteínas citoplasmáticas tirosina quinasas [83- 84], que 

fosforilan y activan un rango de proteínas, incluyendo fosfolipasa C y fosfolipasa D      

[85-86]. Las fosfolipasas activadas catalizan fosfatidilinositol y descomposición de 

fosfatidilcolina y generación de inositol (1, 4,5) P3, diacilglicerol y ácido fosfatídico. 
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A su vez, estos metabolitos activar la proteína quinasa C y desencadenar la 

liberación de Ca2+ de los almacenes intracelulares y el flujo de Ca2+ a través de la 

membrana plasmática [87-88-89]. Del mismo modo, la estimulación vía el receptor 

de fMLP acoplado a proteína G eleva rápidamente la concentración de inositol 

citosólico (1, 4,5) P3 a niveles suficientes para movilizar Ca2+ desde almacenes 

intracelulares [90]. Los mecanismos anteriores vinculan la rotación de lípidos y la 

transición de Ca2+ como factores principales de la degranulación leucocitaria.  

Así mismo, los gránulos secundarios de los leucocitos han sido demostrados por 

técnicas y métodos bioquímicos, en los que, los leucocitos neutrófilos contienen 

cantidades considerables de glucógeno en relación a su maduración, por lo tanto 

es bastante lógico que tengan una fuerte reacción periódica ácido-Sehiff (PAS). La 

reacción se basa en la oxidación de los grupos 1,2 glicol aldehídos, por la acción 

del ácido peryódico, los grupos aldehído se combinan con el reactivo de Schiff 

dando un compuesto de color rojo púrpura intenso, para contrastar se utiliza 

hematoxilina para poner en evidencia núcleos de las células. Tiñendo los gránulos 

presentes en citoplasma y glucógeno presente en este. Como se muestra en la 

figura 45. 
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Figura 45- Tinción de ácido periódico de Schiff (PAS) en médula ósea de rata Wistar. Las 

flechas naranjas indican  células positivas a la reacción de PAS resaltando los gránulos 

secundarios presentes en ellas y por ende su grado de maduración. La magnificación de las 

imágenes fue adquirida en un objetivo de 80X. En el metamielocito (B) se observa la forma 

característica del núcleo con un a escotadura y la granulación es fina y dispersa por todo el 

citoplasma, debido a que es una célula más inmadura, el neutrófilo en banda (C) el núcleo se 

compacto, tomando la forma de una “banda”, de ahí su nombre, por lo tanto la cromatina se 

vuelve más densa, es por eso el que el color morado es más intenso,  el granulado rosa sigue 

disperso por el citoplasma, pero más denso,  para el neutrófilo maduro (D) el núcleo presenta 

2 lobulaciones y se puede observar como el color rosa del granulado se volvió más denso, 

debido a que la producción de gránulos aumenta a medida de que la célula madura. 
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Por otro lado el linaje agranulocítico también conocido como monocítico, surge de 

la monopoyesis por la cual monocitos en sangre periférica y macrófagos en los 

tejidos son producidos a partir de sus precursores en médula ósea. El linaje monocit-

macrófago es derivado de un precursor común conocido como precursor granulo-

monocítico (GMP). El GMP, por influencia del factor estimulante de colonias 

granulo-monocíticas (GM-CFS), factor estimulante de colonias monocíticas (M-

CFS) e interleucina 3; además de una proteína de cierre de leucinas básicas (bZIP), 

el factor de transcripción MafB, lleva a la maduración del monoblasto a monocito, 

pasando por promonoblasto. Los precursores monoblasticos son reconocibles 

morfológicamente por sus características, tanto tintoreales como morfológic as que 

son plenamente diferenciables entre el monoblasto, el promonocito y el monocito. 

En los que sólo el monoblasto y promonocito tienen capacidad de división. Los 

monocitos en circulación tienen una sobrevida de 20 – 40 horas, y posteriormente 

migran a diferentes tejidos en donde maduran a macrófagos, para cumplir su papel 

en las funciones fagocíticas, cooperadoras en inflamación y su direccionalidad 

celular, así como el papel de presentadoras antigénicas [91-92-93].  
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Morfológicamente por microscopía de campo claro los monoblastos son células 

agranulares de tamaño similar al mieloblasto y de citoplasma basófilo, el núcleo a 

diferencia de los mielobastos es invaginado, lobular e irregular asemejando una 

forma arriñonada o en forma de frijol, sus nucléolos son menos evidentes, 

normalmente polarizados a los extremos [94]. En nuestros resultados, los 

monoblastos mostraron las siguientes características, citoplasma agranular con 

ligera basofilia, núcleo con pliegues y sin una forma definida, cromatina laxa con 

nucléolos visibles. En este mismo sentido, su maduración lleva a la fase de 

promonocitos que son ligeramente más grandes como se observa en la figura 48, 

su relación núcleo citoplasma disminuye, así como la basofília citoplasmática, su 

núcleo es un tanto más ovoidal e indentado pero sus nucléolos son prominentes, el 

citoplasma presenta ligeras granulaciones azurófilas. 

Este linaje se asocia principalmente al marcaje de designación CD14, CD36 y CD64. 

En el proceso de maduración se presenta la regulación negativa de CD34 y CD117, 

por otro la expresión de los antígenos CD64, CD33, CD36 y HLA-DR, CD45 y CD15 

es alta, mientras que la expresión de CD13 es moderadamente baja. Durante la 

maduración progresiva a monocitos incrementa la expresión de CD14, CD11b, 

CD13, CD36 y CD45, mientras que la expresión de CD15 y HLA-DR desciende de 

manera progresiva. Los monocitos completamente maduros en relación a sus 

antígenos de superficie presentan un amplio inmunomarcaje para CD14, CD33, 

CD36, CD38 y CD64, variable para CD13 y bajo para CD15 [95-96-97]. 

Con lo que respecta a monocitos, estos son los leucocitos más grandes de la sangre 

periférica. En los frotis, varían considerablemente en diámetro (15 - 30 μm) y en 

morfología (Figura 49). El núcleo es grande y excéntrico y puede ser redondeado, 

en forma de riñón, en forma de herradura o lobulado. La cromatina es compacta, el 

citoplasma es abundante de color azul grisáceo y contiene pocos granos azurófilos 

finos e generalmente imperceptibles por microscopía de campo claro. Algunos de 

estas células pueden  presentar endosomas intracitoplasmáticas. Los estudios 

citoquímicos con el microscopio óptico han demostrado la presencia de muchas 

enzimas hidrolíticas, incluyendo fosfatasa ácida, esterasas no específicas, 
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galactosidasas y lisozima. Los monocitos también contienen en pequñas 

concentraciones enzimas de defensa como la mieloperoxidasa, colagenasa, 

elastasa y proteínas del sistema de coagulación (factor tisular, factores V, VII, IX, X 

y XIII, activador del plasminógeno) y tienen receptores de membrana para IgG-Fc y 

C3. Además, tienen dos receptores de quimiocinas, CCR2 y CCR5, que se unen a 

diversas quimiocinas, tales como a la proteína quimioatrayente monocítica 1 (MCP-

1), MCP-2, MCP-3, RANTES, la proteína inflamatoria de macrófago-1α (MIP- 1α) y 

MIP-1βc [98-99-100]. 
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Bajo el microscopio electrónico, los gránulos de monocitos varían 

considerablemente en tamaño y forma, y son relativamente homogéneos en 

electrones densos. Algunos de los gránulos contienen fosfatasa ácida y peroxidasa. 

Los gránulos positivos a la peroxidasa son característicamente más pequeños que 

los de los neutrófilos. En secciones delgadas, los monocitos muestran proyecciones 

de su membrana celular, similares a los dedos de una mano. Su citoplasma contiene 

cantidades apreciables de retículo endoplasmático rugoso, número moderado de 

ribosomas dispersos, un aparato de Golgi bien desarrollado, varias mitocondrias y 

haces de microfibrillas. El núcleo tiene cantidades moderadas de heterocromatina y 

los nucléolos se ven comúnmente por microscopía electrónica. Los monocitos 

sanguíneos son, como los neutrófilos, distribuidos entre el “pool circulante” y un 

“pool marginal”; en promedio, existen 3,6 veces más pool marginal que las células 

en circulación. Los monocitos dejan la circulación de forma exponencial, con un 

promedio de un tiempo de estancia media de aproximadamente 71 horas. Luego se 

transforman en macrófagos en diferentes tejidos y pueden sobrevivir en esta forma 

durante varios meses [100-101-102] 

Los monocitos son células activamente móviles que responden a estímulos 

quimiotácticos (por ejemplo, MCP-1, RANTES, MIP-1α y MIP-1β), partículas para 

fagocitar y matan microorganismos de una manera similar a la descrita para los 

granulocitos neutrófilos. Los monocitos y los macrófagos son conspicuos en sitios 

de inflamación crónica. Además de su papel como célula fagocítica, los macrófagos 

desempeñan papeles importantes en diversos aspectos de la respuesta inmune. 

Estos incluyen el procesamiento y presentación de antígeno en moléculas del 

complejo de histocompatibilidad principal (MHC) de clase II (moléculas Ia) en una 

forma reconocible por los linfocitos T auxiliares y la degradación del exceso de 

antígeno. También segregan citoquinas pro-inflamatorias, inmunorreguladoras o 

anti-inflamatorias tales como IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α). Los macrófagos del hígado, el bazo y la médula ósea 

destruyen los glóbulos rojos senescentes y los de la médula producen varias 

citocinas que regulan diversos aspectos de la hemopoyesis, incluyendo el G-CSF, 

el M-CSF, el GM-CSF, eritropoyetina y timosina B. Los macrófagos también 
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producen fibroblastos Factor de crecimiento y factor de crecimiento derivado de 

plaquetas [103-104-105-106] 

Como ya se ha mencionado en párrafos anteriores, los monocitos se tiñen 

positivamente para la esterasa de acetato de α-naftil (esterasa no específica) y la 

alfa-naftil-butirato-esterasa, pero son negativos a α-naftol-AS-D-cloroacetato-

esterasa. La actividad tanto del acetato de α-naftilo como de la esterasa de butirato 

son inhibidas por el fluoruro (en contraste con los granulocitos). Las esterasas no 

específicas (EC 3.1.1) son un grupo heterogéneo y omnipresente de 

carboxilesterasas celulares que se detectan citoquímicamente con sustratos de 

éster de naftilo y acopladores diazotizados. Las características especiales de la 

enzima en los monocitos, la convierten en un marcador citoquímico clave en la sub-

clasificación de las leucemias mieloides agudas, según lo recomendado por el grupo 

de estudio de leucemias franco-estadounidense-británica (FAB) [107-108]. Nuestros 

resultados muestran una positividad fuerte para las células del linaje monocítico de 

medula ósea de rata Wistar, como se muestra en las figuras 51 y 52 y se manifiesta 

en forma de un precipitado difuso o concentrado por todo el citoplasma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 51-Tinción de esterasa ANAE en médula ósea de rata Wistar. La flecha naranja indica un promonocito 

(19.5 µm) esterasa positivo, debido a que es un célula inmadura tiene gran concentración de esta esterasa, que 

abarca más de la mitad de la célula y parte del núcleo. La magnificación de las imágenes fue adquirida en un 

objetivo de 80X. 

 



  

~ 64 ~ 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La (s) función (es) exacta (s) de esta enzima en monocitos y sus sustratos naturales 

permanecen esquivas. La familia de las carboxilesterasas es importante en 

aspectos farmacológicos y toxicológicos porque son capaces de degradar o 

transformar xenobióticos, incluyendo fármacos y contaminantes ambientales que 

contienen enlaces éster o amida. Su amplia especificidad y la disponibilidad de 

múltiples formas de esterasas que transforman el mismo sustrato permiten esta 

desintoxicación. Por otra parte, el amplio espectro de sustratos posibles complica la 

búsqueda de los sustratos normales y el papel fisiológico de muchas de las 

esterasas[109]. La evidencia ha mostrado que la ausencia de las esterasas en los 

monocitos, puede conducir a ciertas enfermedades malignas y autoinmunes. Se ha 

encontrado que la deficiencia de esta enzima (ausencia completa o reducción 

sustancial) aumenta significativamente (con una incidencia del 4-14% A 0,8% en 

donantes de sangre normales) en pacientes con enfermedad de Hodgkin, linfoma 

no Hodgkin, leucemia linfocítica crónica (CLL), cáncer gastrointestinal y ciertas 

Figura 52 - Tinción de esterasa ANAE en médula ósea de rata Wistar. En esta fotografía podemos comprar la 

positividad de células inamaduras con células maduras para, los monoblastos (A y B) son esterasa altamente 

positivos, debido a que son células in maduras, en cambio un monocito (C) es levemente positovo o nulo. La 

magnificación de las imágenes fue adquirida en un objetivo de 80X. 
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enfermedades autoinmunes [110-111-112]. Además, se ha observado una 

capacidad reducida para matar células tumorales, en contraste con los monocitos 

positivos para la enzima, que tras la estimulación con lactoferrina presentaron un 

aumento de 5 a 11 veces su citotoxicidad, los monocitos esterasa negativos de 

individuos normales son incapaces de lisar células de la línea celular de 

eritroleucemia K - 562. En conjunto, los procesos de desintoxicación fisiológica y / 

o en la defensa autoinmune contra los tumores parecen relevantes y definitivos por 

la actividad de dicha esterasa [113-114-115] 

Así mismo, los monocitos y sus precursores tienen alguna positividad granular PAS, 

leve positividad granular MPO, fuerte apetencia tintorial para la fosfatasa ácida y 

falta de actividad de la fosfatasa alcalina. Los monocitos contienen lisozima. 

Proporciones similares de promonocitos, monocitos en médula ósea y monocitos 

sanguíneos tienen receptores IgG-Fc, IgE-Fc y C3b. En la figura 53 se muestra de 

manera comparativa la afinidad por PAS entre la serie monocítca y granulocítica.  
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Por otro lado, en la serie linfocitaria, el progenitor linfoide común (CLP), es el 

precursor de los linfocitos maduros, surge de la diferenciación del HSC bajo la 

influencia de IL-7 y FLT3. Las células progenitoras linfoides comunes existen en los 

tejidos hematopoyéticos tanto fetal como postnatal. Éstos generan células B, células 

T y células NK progenitoras y dan lugar a todos los tipos de linfocitos. Gran parte de 

la linfopoyesis que ocurre en la médula ósea normal es independiente de la 

estimulación antigénica y sirve para suministrar al organismo linfocitos B maduros 

o progenitores linfoides T, que maduran en células T en el timo. Las células B y T 

maduras recién formadas entran en la circulación y luego migran a los tejidos 

linfoides periféricos (bazo, ganglios linfáticos, placas de Peyer, anillo de Waldeyer) 

[116-117-118]. 

Figura 53 – Tinción de PAS medula ósea. Toda la seria Granulocitica es positiva a la tinción de PAS, en cambio, 

la afinidad tintorial para la serie monocitoide, dependerá de la madures de la célula, el Monoblasto será nulo 

debido a la ausencia de gránulos, los promonocitos pueden son levemente positivos o nulos, ya que esta célula 

empieza la producción de gránulos, el monocito que es la célula más madura y presenta granularidad será PAS 

positivo. La magnificación de las imágenes fue adquirida en un objetivo de 80X. 
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La producción de células B comienza en la vida fetal dentro de la médula ósea, el 

hígado fetal y el saco vitelino. Postnatalmente se restringe a la médula ósea donde 

es dependiente de la interacción de la CLP y su progenie con células del estroma 

de la médula. Las principales características del desarrollo de una célula CLP en 

una célula plasmática secretora de anticuerpos; este desarrollo se caracteriza por 

la transposición escalonada de los segmentos V, D y J de los loci de genes de 

cadena pesada y ligera de inmunoglobulina (Ig), y de la expresión diferencial de los 

genes reordenados. La maduración de células B tempranas, pro-B, pre-B y células 

B inmaduras es independiente del antígeno y se produce dentro de la médula ósea 

bajo la influencia de PAX5 e IL-4 [119-120-121]. Las células B maduras que 

abandonan la médula tienen IgM e IgD en su superficie. Las células B recién 

formadas que entran en tejidos linfoides periféricos pueden sufrir proliferación 

dependiente de antígenos dentro del tejido linfoide y maduración adicional en 

células plasmáticas. La activación de una célula B madura resulta de la unión del 

anticuerpo de superficie con una especificidad de antígeno única (generada por el 

reordenamiento del gen de la inmunoglobulina) al antígeno no procesado 

correspondiente. Las células B también pueden activarse mediante antígeno 

procesado a través de un mecanismo dependiente de células T. Algunas células B 

sufren un desarrollo dependiente de antígeno en las células plasmáticas en la propia 

médula ósea. Otras células B activadas por antígenos se desarrollan en células B 

de memoria en lugar de células plasmáticas, lo que permite una rápida producción 

de anticuerpos en una respuesta inmune secundaria [122-123-124] 

La producción de células T ocurre predominantemente en el timo y esto requiere un 

suministro de progenitores tempranos (células progenitoras de siembra de timo) de 

la médula ósea. El desarrollo de los linfocitos T depende de la interacción de las 

células precursoras con las moléculas superficiales y los productos secretores de 

los elementos epiteliales del timo. Durante la linfopoyesis de T en el timo, el 

progenitor de la semilla del timo (TSP) madura secuencialmente a partir de 

progenitores tímicos tempranos, a través de etapas de transición a los linfocitos T 

maduros. Durante las etapas tempranas de la reorganización de la ontogenia de 

células T de los genes del receptor de células T (TCR) se produce en la secuencia 
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δ, γ, β y luego α. El TCR (el receptor de antígeno en la superficie de una célula T) 

es un heterodímero que consiste en una cadena α y una β en aproximadamente 

95% de los timocitos maduros y células T maduras, y de una cadena γ y una cadena 

δ el resto. Durante el desarrollo de las células T timicas, la célula atraviesa un 

estadio doble positivo (timocito común) cuando se expresan los antígenos CD4 y 

CD8. Los timocitos maduros y las células T maduras son CD4 + CD8- (células T 

auxiliares) o CD4 + CD8 + (células T citotóxicas) [125-126-126-128]. 

La regulación de la linfopoyesis es compleja, e implica citoquinas, factores de 

transcripción y células estromales; La misma citoquina puede afectar el desarrollo 

de diferentes linajes. Para la linfopoyesis de células B, la IL-4 derivada de células 

del estroma desempeña un papel clave, así como IL-5, IL-6, KL (ligando kit), FL 

(ligando FLT3) e IL-11. La expresión de los factores de transcripción EBF (factor de 

células B tempranas) y PAX5 compromete la célula progenitora linfoide al linaje B. 

IL-7 tiene un papel crítico para el linaje T y es indispensable para el desarrollo de 

linfocitos T. Otras citoquinas clave son el factor de células madre, FL, IL-2, IL-3, IL-

4, IL-12 e IL-10. La unión de ligandos en nichos intratímicos al receptor Notch-1 y la 

franja lunática de glicosil transferasa (Lfng) sobre la superficie progenitora 

compromete progenitores al linaje de células T [129-130].  

 Por su parte la expresión antigénica de la célula progenitora linfoide común es 

CD34+, CD10+, CD45RA+, CD24- y no expresa marcadores de superficie para 

células T, B o NK. Las células B y T experimentan entonces una secuencia 

ordenada de expresión de antígeno durante su diferenciación. Células B: existen 

patrones característicos de expresión de antígeno a través de la diferenciación de 

células B en la médula ósea. El concepto actual es que las células B progenitoras 

experimentan diferenciación como sigue: 

1. Líneas B comprometidas en el linaje: CD34+, CD10-, TdT+, cCD79a+, CD19+, 

progenitor linfoide común o etapa temprana de B (E-B). 

2. Células Pro-B: CD34+, CD19+, CD10+, TdT+, CD38++, CD20-, citIgM-. Las 

moléculas de MHC Clase II se expresan en Pro-células B y células más maduras 

hasta las células B maduras. 
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3. Células pre-B: disminución de la regulación de CD34 y TdT para convertirse en 

CD34+, CD19+, CD38++, cytIgM+, CD20+. Las células pre-B pueden subdividirse 

en subconjuntos de tipo I y II. 

4. Células B inmaduras (IM): CD34-, CD19+, CD20+, CD38++, CD10dim / - sIgMlow/- 

TdT-. 

5. Células B maduras: CD10-, CD19+, CD38+/-, CD20+, sIgM+, sIgD y cadenas 

ligeras expresas. 

Al microscopio de campo claro, como podemos observar en nuestros resultados los 

linfoblastos son morfológicamente identificables en la médula y también son 

conocidos como hematogones, la mayoría de los cuales son precursores de células 

B. Son células mononucleares redondas de tamaño pequeño a intermedio, con una 

alta relación núcleo/citoplasma 4:1, núcleos redondeados o indentados, cromatina 

condensada homogénea, nucléolo ausente o discreto y citoplasma agranular 

ligeramente basófilo (Figura 54). Comprenden hasta el 5% de las células en la 

médula ósea de nuestros modelos. Los prolinfocitos  presentan citoplasma  

agranular, muy similar al linfoblasto, pero tiende a ocupar una mayor proporción de 

la célula. El núcleo es redondo, oval o indentado, muestra la cromatina más 

compactada, los nucléolos no son usuales, puede llegar a tener uno pero no más 

(Figura 55) Los linfocitos maduros de la médula, en contraste, son más pequeños 

con un núcleo redondeado, cromatina más gruesa y sin nucléolo. Tienen una 

relación núcleo / citoplasma moderadamente alta y citoplasma basófilo que es 

visible alrededor de la mayoría del núcleo. La morfología de los linfocitos B y T 

maduros no es diferente.  

Los linfocitos tienen un volumen medio de aproximadamente 180 fl y un diámetro 

de 7-12 μm. La mayoría de los linfocitos son pequeños y como se pudo observar en 

nuestros resultados (Figura 56) tienen citoplasma azulado escaso, el núcleo es 

redondo o ligeramente indentado y hay una condensación considerable de la 

cromatina nuclear. El citoplasma, que a veces sólo consiste en un borde estrecho 

alrededor del núcleo, puede contener unos pocos gránulos azurófilos. Estudios 

ultraestructurales revelan que los linfocitos pequeños contienen unos pocos 
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monoribosomas dispersos, un aparato de Golgi inactivo, unas pocas mitocondrias, 

unos pocos gránulos lisosómicos y un pequeño nucléolo [131]. Aproximadamente 

el 10% de los linfocitos son linfocitos grandes. Estos son de aproximadamente 12-

16 μm de diámetro, contienen más citoplasma y cromatina menos condensada que 

los linfocitos pequeños. En la sangre, un linfocito grande ocasionalmente tiene 

citoplasma voluminoso y varios gránulos azurófilos gruesos (grandes linfocitos 

granulares). Los linfocitos dejan la circulación sanguínea a través de las células 

endoteliales de las vénulas postcapilares de los órganos linfoides y finalmente 

regresan a los canales linfáticos y vuelven a entrar en la sangre a través del 

conducto torácico. La duración de vida de los linfocitos varía considerablemente. La 

vida media en seres humanos parece ser de unos 4 años, pero algunas células 

sobreviven durante más de 10 años. En roedores van de uno a varios meses [132]. 
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Aunque la mayoría de los linfocitos maduros son morfológicamente similares entre 

sí, pueden dividirse en dos grandes grupos funcionalmente distintos, los linfocitos B 

(células B) y los linfocitos T (células T) [133]. En base a la naturaleza de las dos 

cadenas unidas por disulfuros al receptor de células T (TcR), las células T se dividen 

en células αβ-T (con αβ-TcR) y γδ-T (con γδ- TcR); La mayoría de las células T son 

células αβ-T. Existen cuatro grupos funcionalmente diferentes de células αβ-T, 

llamadas células auxiliares o células T, células T citotóxicas / supresoras o células 

TC, células T reguladoras o células Treg y células TH17[134]. Las TH son células 

CD4 positivas, reconocen el antígeno y liberan linfocinas implicadas en la promoción 

de las funciones de las células B y la maduración de otros tipos de células T, 

incluidas las células TC. Las células TH se subdividen en células TH1 y células TH2. 

Cuando las TcR de las células T1 reaccionan con los fragmentos de antígeno en las 

moléculas del CMH de clase II en las células dendríticas, las células presentadoras 

del antígeno producen IL-12, IL-18 e IFN-γ que a su vez estimulan las células T1 

para secretar las citoquinas inflamatorias TNF- Y IFN-γ[135]. Estas citocinas activan 

los macrófagos, promoviendo así la muerte de patógenos intracelulares, y también 

atraen a los leucocitos. Cuando se activan por fragmentos de antígeno en células 

dendríticas, las células TH2 producen citoquinas tales como IL-4 que afectan al 

crecimiento y diferenciación de células B (que promueven la síntesis de anticuerpos, 

incluyendo IgE), IL-13 que promueve la síntesis de IgE, recluta y activa basófilos, y 

a IL-5 que recluta y activa eosinófilos. De esta manera están involucrados en la 

muerte de patógenos extracelulares. Después de la reacción con antígenos 

peptídicos específicos sobre moléculas de MHC clase II, algunas células T CD4 
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positivas pueden funcionar directamente como células citotóxicas [135], células TC 

son positivas para CD8, inhiben las funciones de otros linfocitos y también tienen 

capacidad citotóxica contra células malignas o infectadas por virus. Reaccionan y 

son activados por péptidos presentados con moléculas de MHC clase I en la célula 

anormal. Las células TC activadas adquieren gránulos citoplasmáticos azurofílicos 

(lisossomas) que contienen perforina que forma poros en la membrana celular diana 

y granzimas (serina proteasas) que entran en la célula a través de los poros y 

median la apoptosis de la célula diana [136-137]. 

También expresan más ligando Fas en su superficie; la reacción con Fas en la 

superficie de la célula diana da como resultado la apoptosis de la célula blanco. 

Cuando se activan por péptidos presentados en moléculas MHC de clase II, otro 

subconjunto de células T, las células T reguladoras (células Treg) producen IL-10 

que inhibe los efectos estimulantes mediados por TH1 sobre la inflamación y los 

efectos estimulantes mediados por TH2 sobre la síntesis de anticuerpos; estos 

efectos operan hacia el final de una respuesta inmune[138].  Un subconjunto 

adicional de células T, células TH17, se localiza cerca de la piel y las superficies de 

mucosas, y cuando se activan producen TGF-β e IL-21 y eventualmente IL-17[139]. 

Los efectos antibacterianos de células TH17 están mediados por la secreción de 

defensinas y la atracción de los neutrófilos al sitio de la inflamación. También existen 

linfocitos que no son ni células B, ni células T. Estos fueron originalmente llamados 

células nulas, pero ahora se llaman células NK (natural killer); Tienen la apariencia 

de grandes linfocitos granulares [136]. Las células NK carecen de receptores 

específicos del antígeno pero tienen receptores NK que tienen una capacidad innata 

para reconocer células infectadas con virus y células tumorales con baja expresión 

de moléculas MHC de clase I, y matan dichas células por exocitosis de perforina y 

granzimas. También secretan la citocina antiviral IFN-γ y la citoquina proinflamatoria 

TNF-α. Los linfocitos TH regulan la hemopoyesis normal incluyendo la 

granulocitopoyesis eosinófila y la eritropoyesis [140]. Además, las anomalías en las 

subpoblaciones de células T parecen jugar un papel en la patogénesis de las 

citopenias en algunos casos de anemia aplásica, aplasia de glóbulos rojos pura 

asociada con leucemia linfocítica crónica y neutropenia idiopática crónica, de aquí 
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la relevancia de su identificación tanto histomorfológicamente por tinciones 

rutinarias como especiales. 

Finalmente, la serie megacariocítica tambien fue analizada en el presente trabajo. 

La megacariopoyesis es el proceso de desarrollo de megacariocitos y plaquetas 

dentro de la médula. Los seres humanos generan 1011 plaquetas por día, y la 

producción se puede aumentar 20 veces cuando se demanda[141]. Los 

megacariocitos se derivan de una cascada de diferenciación del progenitor 

megacariocito-eritroide (MEP). El MEP bipotente se compromete a la 

megacariopoyesis bajo la influencia de la trombopoyetina (TPO), el regulador 

primario de la producción de plaquetas, IL-6 e IL-11 para generar unidades 

formadoras de colonias de megacariocitos (CFUMK). CFU-MK es una población de 

células diploides, en la que la síntesis de ADN y la división nuclear (cariocinesis) es 

seguida por la división celular (citocinesis). CFU-MK sufren una maduración 

adicional a los megacarioblastos, el primer miembro morfológicamente reconocible 

de la serie de megacariocitos. Se pueden identificar cuatro tipos de células 

megacariocíticas en los frotis de médula ósea teñidos con Romanowsky. Estos son, 

en orden creciente de madurez: 

1. megacarioblastos (megacariocitos del grupo I) 

2. promegacariocitos (megacariocitos del grupo II) 

3. megacariocitos granulares (megacariocitos del grupo III), que producen plaquetas 

4. núcleos "desnudos". 

La síntesis de ADN ocurre en el 44% de los megacarioblastos, el 18% de los 

promegacariocitos y en sólo el 2% de los megacariocitos granulares. La síntesis de 

ADN no está asociada con la división celular y, por lo tanto, los ciclos de síntesis de 

ADN dan lugar a la producción de células poliploides mononucleadas. El contenido 

de ADN de un megacarioblasto oscila entre 4 n y 32 n (1 n = contenido de ADN 

haploide) y el de los promegacariocitos y megacariocitos granulares de 8 n a 64 n. 

Estas células poliploides experimentan una ampliación celular masiva para permitir 

que se formen grandes cantidades de plaquetas; Cada megacariocito genera 1000-
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3000 plaquetas. El citoplasma de megacariocitos contiene una red de membranas 

especializadas, el sistema de membrana de demarcación (DMS), cuerpos densos, 

vesículas secretoras y otros orgánulos. Extensiones largas del DMS forman ramas 

y sufren evaginación para formar procesos pro-plaquetas. Las plaquetas, que se 

forman por la fragmentación de estos procesos citoplasmáticos, tienen un diámetro 

de 1-3 μm. Durante la liberación plaquetaria, los megacariocitos granulares 

sobresalen procesos citoplasmáticos cercanos o directamente a los sinusoides de 

la médula, trozos de citoplasma se separan y se fragmentan en plaquetas. El núcleo 

casi "desnudo" que permanece después de la liberación de las plaquetas está 

rodeado por un estrecho borde de citoplasma que contiene unos pocos gránulos y 

otros organelos. El tiempo necesario para que un megacarioblasto madure en un 

megacariocito granular que produce plaquetas es de aproximadamente 6 días. 

Aunque la mayoría de los megacariocitos están en la médula, algunos entran en la 

circulación a través de los sinusoides y quedan atrapados en los pulmones; Algunos 

megacariocitos pulmonares parecen producir plaquetas. 

Los megacarioblastos tempranos son difíciles de distinguir de los mieloblastos en 

médula ósea, pero tienen una apariencia y un fenotipo ultrastructurales distintos. 

Los megacarioblastos (20-30 μm de diámetro) tienen un único núcleo oval, de forma 

de riñón o de lóbulo grande, con varios nucléolos, una relación de núcleo a 

citoplasma muy alta y un citoplasma agranular profundamente basofílico como se 

puede observar en la figura 53. Promegacariocitos son generalmente más grandes 

que los megacarioblastos y tienen un núcleo más bajo a la proporción del citoplasma 

y menos citoplasma basófilo (Figura 54). Tienen lóbulos nucleares superpuestos y 

el citoplasma puede contener gránulos citoplasmáticos azurófilos. Los 

megacariocitos granulares (Figura 55) tienen un diámetro de hasta 70 μm y poseen 

abundante citoplasma de coloración pálida y numerosos gránulos citoplasmáticos 

azurófilos. El núcleo tiene cromatina gruesa granular y múltiples lóbulos que se 

extienden a través de gran parte de la célula. Antes de la formación de las plaquetas 

por la fragmentación de procesos citoplasmáticos, los lóbulos nucleares se unen 

bastante apretadamente. Después de completar la formación de plaquetas, un 

núcleo "desnudo" permanece. 
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1Las células del linaje de megacariocitos expresan glicoproteínas plaquetarias. La 

glicoproteína IIIa (CD61, integrina αIIβ3) seguida por la glicoproteína IIb (CD41, 

integrina αIIb), la glicoproteína Ib (CD42), la glicoproteína V y el antígeno 

relacionado con el factor VIII. También se expresan el receptor de trombospondina 

(CD36, glicoproteína IIIb) y el factor de adhesión celular plaquetaria-endotelial 

molecular (PECAM-1, CD31). Se han realizado extensos estudios de 

megacariocitos a lo largo de la diferenciación. Estudios citoquímicos y 

ultraestructurales han demostrado una peroxidasa plaquetaria (PPO), distinta de la 

mieloperoxidasa (MPO), en el retículo endoplasmático y el espacio perinuclear de 

promegacarioblastos, megacarioblastos y megacariocitos. PPO también está 

presente en los cuerpos densos y el sistema tubular denso de las plaquetas [94-95]. 

Así mismo, los megacarioblastos granulares son altamente PAS positivos como se 

puede observar en la figura 56.  

 

 

 

 

 

 

Figura 60 –  Tinción de PAS medula ósea. Megacarioblasto con alto 
contenido de glucógeno en sus gránulos, es por eso que tiene una alta 
positividad a la tinción. 
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CONCLUSIÓN  

 

1. Se logró realizar la técnica extracción de médula ósea de huesos largos de 

las extremidades inferiores de rata. 

 

2. Se demostró que las técnicas histoquímicas para humanos funcionan para 

caracterizar los componentes hematopoyéticos en la medula ósea de ratas, 

haciendo las variaciones y adecuaciones necesarias en dependencia del 

grado de grasa contenida en la muestra primaria. 

 

3. Se caracterizaron histoquímica y morfométricamente a de los componentes 

hematopoyéticos de las 5 líneas celulares en médula ósea. 
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ANEXOS  

 

Extracción de medula ósea  

Las ratas fueron sacrificadas por dislocación. Una vez dentro de la campana de 

cultivo y con el material de cirugía previamente esterilizado, se extraían los dos 

fémures y las tibias de la rata. Para la obtención de la médula ósea, se cortan los 

huesos por ambos extremos y se pasaban 2 ml de medio de cultivo a través del 

hueso, utilizando una aguja 25G 

En el presenta trabajo fue realizado para lograr una estandarización de técnicas 

histoquímicas para identificar celularidad específica de médula ósea para lo cual se 

realizó como primer paso una técnica de extracción de médula ósea, está fue 

realizada en fémur de rata Wistar, en donde posterior a la limpieza de la pieza ósea, 

la médula fue extraída por medio de aspirado con jeringa y posteriormente 25 – 50 

uL de la muestra primaria fue colocado en una laminilla previamente electrocargada 

por polilisina y se realizó un extendido de tipo impronta, para evitar que la células 

se aglomeraran en la impronta y así no dificultar la tinción y la lectura de las mismas. 

Tinción de Wrigth 

1) Hidratar el frotis 1 minuto con agua destilada  

2) Cubrir el frotis con “tritón” al 0.1% durante 2 minutos 

3) Lavar con agua destilada  

4) Cubrir el frotis con el colorante de Wrigth durante 7 minutos 

5) Agregar el buffer y soplar suavemente hasta ver la formación de una capa 

metálica y dejar interactuar 7 minutos 

6) Lavar con agua destilada 

7) Dejar secar 

8) Fijar con resina  
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Tinción de Perls  

1) Hidratar el frotis 1 minuto con agua destilada   

2) Mezclar en el portaobjetos 12.mL de Ferrocianuro de potasio con 12.5ml de  

ácido clorhídrico al 5% y dejar actuar 1 minuto 

3) Sumergir el frotis en las soluciones 20 minutos 

4) Lavar con agua destilada 

5) Contrateñir con rojo nuclear rápido durante 5 minutos 

6) Lavar con agua destilada 

7) Dejar secar 

8) Fijar con resina 

 

Mieloperoxidasa 

1) Hidratar el frotis 1 minuto con agua destilada 

2) En la cubeta de tinción colocar 54mL de agua destilada más 4 mL del buffer 

concentrado, mezclar, e incubar a 37° 

3) Disolver el reactivo 4-cloro-1-naftol en 5 mL de metanol y adicionar a la 

cubeta de tinción  

4) Adicionar 0.2%mL de peróxido de hidrogeno al 3% 

5) Sumergir el frotis durante 25 minutos 

6) Lavar el frotis con agua destilada  

7) Contrateñir con safranina durante 3 minutos  

8) Lavar con agua destilada  

9) Dejar secar 

10) Fijar con resina 

 

Tinción de PAS 

En esta técnica se tuvo que modificar el tiempo de interacción con el reactivo de 

Schiff a 25 minutos. 

1) Hidratar el frotis 1 minuto con agua destilada  

2) Sumergir en ácido peryódico durante 5 minutos 

3) Lavar con agua destilada 

4) Sumergir en el reactivo de Schiff durante 25 minutos 

5) Lavar durante 5 minutos 

6) Contrateñir sumergiendo el frotis en hematoxilina durante 2 minutos  

7) Lavar con agua destilada 

8) Sumergir en alcohol ácido y automáticamente en agua por 30 segundos 

9) Sumergir 5-10 segundos en carbonato de litio 

10) 1 minuto a un 1:30 segundos en alcohol al 80% 

11) 1 minuto a un 1:30 segundos en alcohol  al 96% 
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12) 1 minuto a un 1:30 segundos en alcohol  al100% 

13) Sumergir en Xilol 

14)  Fijar con resina 

 

Tinción de esterasa  

1) Hidratar el frotis 1 minuto con agua destilada  

2) En la cubeta de tinción hacer una dilución de 6mL de buffer con 54mL de 

agua destilada 

3) Adicionar el reactivo alfa naftil acetato disuelto al mezclar 

4) En un tubo mezclar 0.75mL de pararosanilina y 0.75mL de nitrito de sodio, 

dejar reaccionar 1 minuto y vaciar a la cubeta de tinción 

5) Sumergir el frotis en la mezcla 60 minutos 

6) Lavar con agua destilada  

7) Contrateñir con verde de metilo 4 minutos  

8) Lavar con agua destilada  

9) Dejar secar 

10) Fijar con resina  

 

 

 

 

 

 

 

 

 


