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ABREVIATURAS USADAS EN EL TEXTO

GN = Granulocito neutrdfilo

MEB = Microscopio electrdnico de barrido

MET = Microscopio electrdnico de transmisidn

RER = Reticulo endopldsmico rugoso

Ig = Inmunoglobulina

AMP = Adenosina monofosfato

GMP = Guanosina monofosfato

SHM = Shunt de las hexosas monofosfato

NADH = Nicotinamida adenina dinucledtido reducido
NAD+ = Nicotinamida adenina dinucledtido oxidado
NADPH = Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido
NADPH+ = Nicotinamida adenina dinucledétido fosfato oxidado
NAT = Nitroazul de tetrazolio

SOD = Superoxidodismutasa

GSH = Glutatidén reducido

GS-SG = Glutatidn oxidado

GPX = Glutatidén peroxidasa

GR = Glutatidén reductasa

MPO = Mieloperoxidasa

6GP = 6-glucosa fosfato

G6PD = Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa

6PG = 6-fosfogluconato

6PGD = 6-fosfato-gluconato-deshidrogenasa

HZOZ - Perdxido de hidrdgeno



GN(CF) = Granulocitos neutrdfilos obtenidos por el sistema
de centrifugacidn

GN(FL) = Granulocitos neutr6filos obtenidos por el sistema
de filtracién

GN(M) = Granulocitos neutrdfilos de donantes a los que se

les habia administrado la medicacién
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I. MOTIVACION GENERAL

El enfermo portador de una hemopatia puede presentar
mGltiples complicaciones en relacién con alteraciones cuanti-
tativas o cualitativas de los elementos formes de la sangre
(hematies, leucocitos, plaquetas) que comprometen sSu supervi-
vencia y pueden conducirle a la muerte por anoxia anémica,
infecciones graves o hemorragias viscerales. Por otra parte,
los citostdticos empleados en las hemopatias malignas deprimen
profundamente la medula 6sea y fomeﬁtan los riesgos anterior-
mente citados. Debido a ello, el tratamiento de soporte consti-
tuye uno de los pilares bdsicos del tratamiento de estos enfer-
mos en espera de que la medula 6sea recupere de nuevo su celu-

laridad normal.

En estos pacientes, la infeccién es una de las principa-
les causas de muerte (1-9) y debido a ello su prevencién y tra-
tamiento han polarizado la atencidén de gran ndmero de investi-
gadores en la dltima dgcada. Diversos autores (10-14) han
demostrado que la combinacién del aislamiento en una unidad

libre de gérmenes junto con antibioterapia profildctica de des-

e
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contaminacidén del tubo digestivo, orificios y pliegues cuti-

P SN

neos, reduce en gran manera la morbilidad y mortalidad infeccio
sas en adultos con hemopatias malignas que reciben terapéutica

de induccidén a la remisién. Con todo, el aislamiento y descon-

taminacidén de los enfermos hematolégicos portadores de leuce-

mias agudas, aplasias medulares o agranulocitosis no siempre es



posible, pues en muchas ocasiones llegan ya infectados a 1las
manos del médico especialista. Generalmente, estas infecciones
son producidas por gérmenes oportunistas, sobre todo del grupo
de las enterobacteridceas, entre las que cabe destacar a la
Ps. aeruginosa, Klebsiella enterobacter y E. coli, y también
por hongos del género Candida. Los procesos infecciosos més
frecuentes son las neumonias e infecciones de las mucosas y de
la piel, y a menudo estos enfermos desarrollan septicemias que
comprometen seriamente su supervivencia. Cuando esto sucede,
los dos recursos fundamentales de que se dispone en la actuali-
dad son los antibidéticos y las transfusiones de granulocitos.

La antibioterapia empirica, administrable cuando adn no
se conoce el tipo de germen responsable de la infeccidn, se
realiza asociando aminoglucdsidos (gentamicina, tobramicina),
peniéilinas sintéticas (carbenicilina) y derivados cefalospora-
nicos (cefalotinas, amikacina) (15-18), aunque pueden realizar-
se otras asociaciones (19).

La transfusidén de granulocitos constituye un interesante
método para la lucha contra las infecciones en los pacientes
granulopénicos, si bien se enfrenta todavia con una serie de
problemas por resolver.

La eficacia de las transfusiones de GN en el tratamiento
de las septicemias por gérmenes gram negativos y de las infeccio-
nes por candidas en pacientes neutropénicos y en animales de
experimentacidn en las mismas condiciones, ha sido ampliamente
comprobada (20-34).

La obtencién de los granulocitos (leucaféresis) se reali-
za fundamentalmente mediante dos procedimientos completamente

distintos: el sistema de centrifugacidén a flujo continuo y



el sistema de filtraci6én. La centrifugacidén a flujo continuo
(35-37) consiste en la separacién de la sangre del donante,
heparinizada e impulsada hacia la centrifuga mediante bombas
peristdlticas, en sus distintos componentes, que posteriormente
son aspirados mediante otras bombas peristdlticas: la de 1leuco-
citos, que conecta la capa leucocitaria con una bolsa de trans-
fusién, y las de hematies y plasma, que conectan entre si

para mezclar ambos componentes y reintegrarlos al donante.

El sistema de filtracién es un método descrito mids recien-
temente (38,39), basado en la propiedad que poseen los granulo-
citos de adherirse de forma reversible a los filtros de cier-
tas sustancias, como el nylon. Este método consta de dos
partes fundamentales: la primera es el paso de la sangre a tra-
vés de 1los fiitros de nylon (Leukopak, Fenwal Laboratories),
en donde quedarin retenidos los granulocitos; la segunda consis-
te en la elucidén de los filtros con soluciones quelantes para
liberar los GN alli adheridos. Posteriormente son concentrados
por sedimentacidén o centrifugacién a fin de poder ser tras-
fundidos.

Toda transfusidén de GN lleva implicita la consecucidn de
tres objetivos fundamentales: 1) obtener el mdximo ntGmero de
GN con un minimo coste, 2) traumatizar las células lo minimo
posible durante la leucaféresis con la finalidad de que conser-
ven su capacidad funcional, y 3) alcanzar una buena respuesta
clinica. Si bien el método de filtracidén es mids sencillo y e-
conémico que el de centrifugacidén, y proporciona mayores ren-
dimientos (40,41), para algunos autores su eficacia clinica es
inferior a los de los GN obtenidos por el procedimiento de
centrifugacidon (41,42).

Los estudios de laboratorio que hasta el momento han sido



realizados para valorar la capacidad funcional de los GN obte-
nidos por ambos métodos quizds se inclinan a favor del sistema
de centrifugacién. Los leucocitos asi obtenidos muestran una
morfologia poco alterada (40,43) y su funcionalismo parece ser
correcto en todas sus etapas (44,45). La vida media intravascu-
lar es normal y se consiguen notables aumentos postransfusiona-
les en el receptor (21,33, 40-42).

Por el contrario, los GN obtenidos mediante el procedi-
miento de filtracidn presentan importantes alteraciones morfold-
gicas imputables a su paso a través de los filtros (45-49). Des-
de el punto de vista funcional, las alteraciones observadas
también son importantes, aprecidndose notables disminuciones
de la capacidad de ingestidén, actividad bactericida y del
quimiotactismo. Asimismo, la vida media intravascular se halla
disminuida en el receptor y los aumentos postransfusionales
también son menores con este nftodo(21,23,40,41,44,45)0 bien
éstas desaparecen trataﬁdo a los donantes con ciertos farmacos
o disminuyendo el tiempo de adherencia de los GN a los filtros
(45-51).

Si todas estas alteraciones morfolégicas y funcionales
observadas en los GN obtenidos mediante el sistema de filtra-
cidén interfieren o no con la eficacia clinica, no estid demos-
trado. Prueba de ello es que cuando se efectla una valoracidn
clinica de las transfusiones de CON centrada en el control de
la infeccidn, es decir, valorando la desaparicién de los focos
infecciosos preexistentes, la desaparicién de las condensacio-
nes pulmonares y la negativizacidén de los cultivos bacteriolédgi-
cos, las respuestas son similares para ambos procedimientos,
habiéndose obtenido muy buenos resultados clinicos con

ambos métodos (21,23,33,47,52,53). Con todo, las reacciones
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adversas en el donante y en el receptor son mads frecuentes
cuando se utiliza el sistema de filtracidn (21,23,42,44,51,
52,54).

La aplicacidén practica de las transfusiones de GN fue
llevada a cabo por primera vez en nuestro Servicio por el
Dr. A. GRANENA vy los resultados del amplio trabajo realizado
quedaron bien reflejados en su tesis doctoral, presentada en
el afio 1977 bajo el titulo: Transfusién de Granulocitos (34).
Actualmente, el tratamiento de soporte con GN obtenidos por
leucaféresis constituye una medida obligatoria en todos los pa-
cientes granulocitopénicos que presentan infeccidén. Hemos
creido que, una vez cumplida esta primera etapa asistencial,
sin duda la mds importante, debiamos profundizar en el estudio
de las células que transfundimos a los pacientes, con la fina-
lidad de adquirir nuestra propia experiencia al respecto y con
el d4nimo de que nuestros hallaczgos pudiecsen, aunque de forma

indirecta, contribuir a mejorar la asistencia clinica de estos

enfermos.
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I1. MOTIVACION PERSONAL

A lo largo de mi estancia en la Clinica Médica C, primero
como alumno interno y después como médico residente, las ense-
fianzas mds relevantes que he obtenido de su Director, el Prof.
C. ROZMAN, han sido fundamentalmente dos: 1) la obligatoriedad
de una buena formacidén en el campo de la Medicina Interna,
cuyo ejercicio integrado subraya con tanto acierto mi director
actual, el Prof. D. Alfonso BALCELLS GORINA, y 2) la necesidad
para todo internista, de profundizar en alguno de los campos
o especialidades en que aquélla puede dividirse.

Mi interés por el tema nacid hace yva algunos afos, durante
mi permanencia en la sala de Medicina Interna, cuya direccién
cstd a cargo del Dr. A. URBANO MARQUEZ, a quien quiero dar
testimonio de mi agradecimionto v afecto. En ella tuve ocasién
de vivir la problemdtica clinica, fundamentalmente infecciosa,
del enfermo hematolégico ingresado en una sala convencional.

La creacidén de una unidad de aislamiento libre de gérmenes vy
la terapéutica de soporte con transfusiones de granulocitos ha
,Supuesto un gran avance en el tratamiento de los enfermos con
granulocitopenia.

Por otra parte, el interés por el estudio de los GN ha
suscitado la atencidén de algunos compafieros de nuestro grupo y
ha sido motivo de realizacidén de sus tesis doctorales. Asfi,
¢l Dr. J.M. FERNANDEZ-HUERTA(S5) estudid el quimiotactismo
granulocitario, la Dra. N. PUJOL (56), con la que tuve ocasidn
de colaborar, desarroll6 el método de la reduccidn del NAT y su
aplicacién clinica, ¢l Dr. A. GRANENA (34) introdujo en la cli-

nica las transfusiones de granulocitos y el Dr. E. FELIU (57)
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efectud el estudio del funcionalismo granulocitario en la
cirrosis hepdtica. Estos trabajos han ofrecido la posibilidad
de ampliar esta linea de investigacidén hacia otros campos,
como por ejemplo la determinacidn de las enzimas intragranulo-
citarias llevadas a cabo por el Dr. J.L. VIVES-CORRONS y el
estudio a nivel funcional de la patologia congénita del GN.

En nuestro Servicio la aplicacidn clinica de las trans-
fusiones de granulocitos se efectla desde hace aproximadamente
5 6 6 anos. Una vez establecida esta primera etapa asistencial,
sin duda la md&s importante, he creido de interés profundizar
en el estudio de los GN obtenidos mediante el procedimiento de
1eucaféresis, con el dnimo de que nuestros hallazgos podrian
de alguna forma contribuir a mejorar 1la asistencia clinica de
los enfermos con granulocitopenia. La posibilidad que tenia
de combinar los estudios funcionales con la observacidn mor-
foldgica ultraestructural de las células, influyd notablemente

en la eleccidn de la presente tesis doctoral.



IIT. OBJETIVO DE LA TESIS DOCTORAL

En el proceso de leucaféresis intervienen diversos facto
res, como el tiempo requerido para obtener un nlimero suficiente
de GN, 1la premedicacién que reciben los donante, el trauma-
tismo mecdnico que supone el propio proceso de obtencién, etc.,
que pueden alterar en grado variable a los GN. Estas alteracio-
nes pueden repercutir de forma indirecta sobre la respuesta
clinica del receptor con granulocitopenia.

El objetivo de la presente tesis doctoral es identificar
las posibles alteraciones morfoldgicas y funcionales en los
GN obtenidos con los procedimientos de centrifugacién a flujo
continuo y de filtracibén, e intentar averiguar cudles pueden

ser las causas responsables de las mismas.
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IV. REVISION BIBLIOGRAFIA

4.1. INTRODUCCION

El granulocito neutréfilo (GN) tiene, como misién funda-
mental, la de luchar contra los agentes patdgenos que invaden
el organismo. Su funcidn la realiza mediante el desplazamiento
activo hacia el foco infeccioso, donde ingiere y destruye 1las
bacterias. A diferencia de otras células, capaces de fagocitar
s6lo ocasionalmente y en menor grado, el GN pertenece al grupo
de los llamados fagocitos ''profesionales', por ser ésta su
principal propiedad (58).

Los estudios al microscopio electrdnico, tanto de barrido
(MEB) como de transmisién (MET), han contribuido de manera

notable a la comprensidén de los aspectos funcionales del GN.

4.2. ASPECTOS ULTRAESTRUCTURALES DEL GN EN REPOSO

En primer lugar procede analizar los aspectos ultraestruc-
turales que muestra el GN en reposo y preguntarse acerca de la
finalidad funcional de sus distintas subestructuras.

Cuando el GN en reposo se observa al MEB (Fig.1), aparece
como una cé€lula redondeada, en cuya superficie aparecen dnica-
mente algunas microvellosidades y crestas (59). Este aspecto
es bien distinto del monccito cuya superficie ofrece unas for-
maciones que le son bien caracteristicas, los llamados "ruffles"

0 volantes fruncidos, comparables también a pétalos de flor.
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Fig. 1.- Preparacién de sangre periférica vista al MEB. E1 GN
muestra en su superficie una cresta y algunas microvellosida-
des. En cambio, el monocito (M) estd poblado de "ruffles" o

volantes fruncidos. (Aumento original 9.000x)
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El linfocito, ademds de ser mds pequefio, suele tener la
superficie poblada de microvellosidades.

Los cortes del GN en reposo, examinados al MET (60)

(Fig. 2), muestran una célula con uno o varios segmentos nu-
cleares, un citoplasma lleno de orgdnulos y una membrana
celular.

4.2.1. E1 nicleo es propio de una célula madura, es decir,
con predominio de heterocromatina y ausencia de nucléolos. El
nimero de segmentos nucleares depende del eje por el que pasa
la seccidn, pudiendo oscilar entre uno y cinco. En ocasiones,
estdn unidos entre si por finos puentes de heterocromatina
(Fig. 3). El significado funcional de la segmentacién nuclear
parece ser el facilitar el desplazamiento de la célula (61,62),
si bien adn falta sobre este punto la demostracién definitiva.

4.2.2. La membrana citopldsmica ofrece la cldsica estruc-

tura trilaminar (de 8 a 10 nm de espesor), con dos capas
fosfolipidicas densas y otra proteica intermedia, mids clara.
Mediante tinciones especiales (con nitrato de lantano o rojo
de rutenio) (63,64) cabe demostrar en la superficie externa de
la -membrana una cubierta amorfa (61), constituida por muco-
polisacdridos. En eclla asientan probablemente diversos recepto-
res, tales como los de la fraccidén Fc de 1la IgG y los del C3,
que tendrian gran importancia en la fase de reconocimiento,
con la que se inicia la fagocitosis propiamente dicha.

4.2.3. Granulos. - Son funcionalmente el componente cito-
pladsmico mds imprtante, ya que en ellos residen las sustancias
destinadas a causar la muerte y degradacidén bacteriana. Aten-

P4

diendo a su morfologia y contenido se distinguen dos tipos

principales (Tabla 1): a) Granulacién azur6fila o primaria y
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Fig, 2,- Imagen de un GN en seccifn, visto.al MET. .En el inte-
rior de esta célula destacan tres segmentos nucleares (N) y
abundante granulacidén citopldsmica de distinto tamafio, forma y

densidad;v(Aumento original 16.000x)
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Fig. 3.- Los dos segmentos nucleares estdn unidos entre si

por un fino puente de heterocromatina (flecha curva), fodeado
de cisterna perinuclear. Junto a la granulacién, cabe recono-
cer en el citoplasma numerosas particulas de glucbégeno, algu-
nas de =llas seflaladas con flechas rectas. (Aumento original

30.000x)
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TIPOS DE_GRANULACIONES CONTENIDAS EN LOS GN

PRIMARIAS SECUNDARIAS
(azurdfilas) (especificas)
MORFOLOGIA

DIAMETRO (nm) 500 200

FORMA ESFERICA ESFERICA
ELIPTICA CILINDRICA

RELOJ DE ARENA
PORCENTAJE 334 67%
DENSIDAD (M.E.) MEDIA MAYOR
CONTENIDO ENZIMATICO

MIELOPEROXIDASA + -

FOSFATASA ACIDA + -

OTRAS HIDROLASAS

ACIDAS + -

MUCOSUSTANCIAS A. Y

PROETINAS CATIONICAS + -

LISOZIMA + +

LACTOFERRINA Y

COLAGENASA - +
FOSFATASA ALCALINA - i+?
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b) Granulacién especifica o secundaria. Los granulos azurdfi-

los constituyen aproximadamente una tercera parte de toda 1la
granulacién (65, 66) y contienen: mieloperoxidasa, fosfatasa
dcida y otras hidrolasas dcidas, protefnas catiénicas antibac-
terianas, mucosustancias &cidas y lisozima. Ofrecen, por
tanto, las caracteristicas de auténticos lisosomas. Son en gene-
ral de tamafio bastante grande (unos 500 nm) y de forma redondea-
da o elipsoide. Su contenido es de densidad electrénica mediana.
Los grénulos especificos constituyen 2/3 partes de la granula-
€cidén y carecen de mieloperoxidasa y de hidrolasas &cidas.
Contienen, en cambio, lactoferrina, colagenasa, lisozima y, tal
vez, fosfatasa alcalina, si bien la localizacién exacta de esta
iltima aGn se discute (67-69). La granulacién especifica es de
tamafio menor y de contenido mis electrodenso. Muestra un perfil
reddndeado (didmetro aproximado de 200 nm) o bien baciliforme,
en pesario o reloj de arena (unos 130 por 1.000 nm) (66). La
diferenciacién entre ambos tipos de granulacién se consigue
por los criterios morfolégicos expuestos, pero es mis precisa
recurriendo a la demostracién citoquimica de la actividad peroxi-
ddsica (70) que muestran los granulos azuréfilos (71) (Fig. 4).
Ademds de la granulacién azur6fila y especifica se ha
demostrado en los GN la existencia de orgdnulos mis pequefios
que contienen catalasa y que han sido designados como peroxi-
somas (72,73). Por Gltimo se discute si existiria afin otro tipo

de granulacién, llamada terciaria, la cual contendria hidrola-

sas 4cidas (67, 73-75).
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Fig. 4.- Reaccidn de la peroxidasa (con contraste muy débil).
Se observan dos segmentos nucleares (N) y en el citoplasma,
granulos peroxidasa-positivos (azurd6filos o primarios) (flechas
curvas) y otros peroxidasa-negativos (especificos o secunda-
rios) (flechas rectas). Los hematies circundantes muestran
también reaccién positiva debido a su actividad seudoperoxi-

dasica. (Aumento original 16.000x).
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4.2.4. Centriolo y microtGbulos.- El1 centriolo del GN no

difiere del de otras células y su funcién, al igual que en ellas,
estriba en regular el proceso de la divisi6én celular. Pero,
ademds, y en estrecha unién con los microtGbulos, parece in-
tervenir como vector de la migracién dirigida o quimiotaxis.
Los microtGbulos presentan, en seccidén longitudinal, el
aspecto de un canalfculo (Fig. 5) de longitud variable y de
uhos 24 nm de didmetro. En seccibén transversal aparecen como
circulos. Suelen organizarse de forma radial alrededor del
centriolo, a cuyos satélites se adhieren pero cabe hallarlos
también en otras zonas del citoplasma, sobre todo en la regién
submembranosa. En ésta se insertarian preferentemente en los
puntos de contacto de la membrana con alguna superficie exter-
na (76) . Estédn compuestos por una protefna llamada tubulina,
en forma polimerizada (77). Se éonocen diversas sustancias
capaces de despolimerizar y polimerizar, respectivamente, a la
tubulina y, por tanto, de 'desmontar" y'"montar" los microt@-
bulos. Funcionalmente constituyen una parte importante del
citoesqueleto e intervienen en la adhesién (78,79), qumiotaxis
(80;81), formacidén de pseuddpodos y desgranulacién (82).

4.2.5. Microfilamentos.- Dificiles de detectar mediante

las técnicas habituales, son finas estructuras fibrilares

(Fig. 6). Los mds importantes funcionalmente son los microfila-
mentos de actina, de unos 6 nm de didmetro (83) que forman

una malla irregular en la zona submembranosa. Cabe evidenciar-

los de modo mids ostensible mediante la incubacidén con meromiosi-
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Fig. 5.- A partir del centriolo (doble flecha) surgen de forma
radial varios microt@ibulos (flechas). (Aumento original 30..000x)
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Fig. 5. Franja citopldsmica de un GN adherida a un hematie (H)
y rodeando a un fagosoma (F). Con las flechas se seflalan algu-
nos microfilamentos en la zona submembranosa. (Aumento original

70.000x)
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na pesada, proceso que genera estructuras fibrilares en punta
de flecha (84). Los filamentos de actina estdn intimamente
relacionados, desde el punto de vista funcional, con otras dos
proteinas contrictiles, la miosina y la proteina ligadora de
actina. Sin embargo, estas dos filtimas proteinas escapan ain
mis de la demostracibén ultraestructural mediante técnicas con-
vencionales.

Ademds de los microfilamentos de actina, cabe hallar en
el GN otros de mayor grosor (unos 10 nm), distribuidos de
modo mis uniforme por todo el citoplasma (81). Su funcibn se
desconoce.

4.2.6. Otras estructuras.- Las mitocondrias son escasas y

pequefias, como corresponde a una célula terminal. Ello es, ade-
mis, explicable por cuanto en los fen6menos metab6licos diri-
gidos a producir la muerte bacteriana, no se requiere de la
produccién mitocondrial de ATP. Por contra, se hallan disper-
sas en el citoplasma y con escasa tendencia a la agrupacion,
abundantes particulas de gluc6geno, fuente energética esencial
de los fenbmenos de ingestién bacteriana (85). En algunos GN,
particularmente tras incubacifn, cabe demostrar en el citoplas-

ma gotas lipidicas (Fig. 7), probable depdsito de triglicéridos

requeridos en la sintesis de las membranas en la fase post-
fagocitica (86). Por Gltimo, el GN no muestra RER ni ribosomas

libres y el aparato de Golgi tiene aspecto inactivo.

4.3. ASPECTOS ULTRAESTRUCTURALES DEL GN EN ESTADO FUNCIONAL

La misién del GN se desarrolla en una serie de pasos
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