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ABREVIATURAS USADAS EN EL TEXTO 

GN = Granulocito neutröfilo 

MEB = Microscopio electrónico de barrido 

MET = Microscopio electrónico de transmisión 

RER = Retículo endoplásmico rugoso 

Ig = Inmunoglobulina 

AMP = Adenosina monofosfato 

GMP = Guanosina monofosfato 

SHM = Shunt de las hexosas monofosfato 

NADH = Nicotinamida adenina dinucleótido reducido 

NAD+ = Nicotinamida adenina dinucleótido oxidado 

NADPH = Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NADPH+ = Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

NAT = Nitroazul de tetrazolio 

SOD = Superoxidodismutasa 

GSH = Glutatión reducido 
GS-SG = Glutatión oxidado 
GPX = Glutatión peroxidasa 
GR = Glutatión reductasa 
MPO = Mieloperoxidasa 
6GP = 6-glucosa fosfato 
G6PD = Glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa 

6PG = 6-fosfogluconato 
6PGD = 6-fosfato-gluconato-deshidrogenasa 

"2^2 - Peróxido de hidrógeno 



GN(CF) = Granulocitos neutröfilos obtenidos por el sistema 

de centrifugación 

GN(FL) = Granulocitos neutröfilos obtenidos por el sistema 

de filtración 

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

les había administrado la medicación 
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I. MOTIVACION GENERAL 

El enfermo portador de una hemopatía puede presentar 

múltiples complicaciones en relación con alteraciones cuanti-

tativas o cualitativas de los elementos formes de la sangre 

(hematíes, leucocitos, plaquetas) que comprometen su supervi-

vencia y pueden conducirle a la muerte por anoxia anémica, 

infecciones graves o hemorragias viscerales. Por otra parte, 

los citostáticos empleados en las hemopatías malignas deprimen 

profundamente la medula ósea y fomentan los riesgos anterior-

mente citados. Debido a ello, el tratamiento de soporte consti-

tuye uno de los pilares básicos del tratamiento de estos enfer-

mos en espera de que la medula ósea recupere de nuevo su celu-

laridad normal. 

En estos pacientes, la infección es una de las principa-

les causas de muerte (1-9) y debido a ello su prevención y tra-

tamiento han polarizado la atención de gran número de investi-

gadores en la última década. Diversos autores (10-14) han 

demostrado que la combinación del aislamiento en una unidad 

libre de gérmenes junto con antibioterapia profiláctica de des-

contaminación del tubo digestivo, orificios y pliegues cutá-

neos, reduce en gran manera la morbilidad y mortalidad infecció 

sas en adultos con hemopatías malignas que reciben terapéutica 

de inducción a la remisión. Con todo, el aislamiento y descon-

taminación de los enfermos hematológicos portadores de leuce-

mias agudas, aplasias medulares o agranulocitosis no siempre es 
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posible, pues en muchas ocasiones llegan ya infectados a las 

manos del médico especialista. Generalmente, estas infecciones 

son producidas por gérmenes oportunistas, sobre todo del grupo 

de las enterobacteriâceas, entre las que cabe destacar a la 

Ps. aeruginosa, Klebsiella enterobacter y E. coli, y también 

por hongos del género Candida. Los procesos infecciosos más 

frecuentes son las neumonías 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 antibióticos y las transfusiones de granulocitos. 

La antibioterapia empírica, administrable cuando aún no 

se conoce el tipo de germen responsable de la infección, se 

realiza asociando aminoglucósidos (gentamicina, tobramicina), 

penicilinas sintéticas (carbenicilina) y derivados cefalosporá-

nicos Ccefalotinas, amikacina) (15-18), aunque pueden realizar-

se otras asociaciones (19). 

La transfusión de granulocitos constituye un interesante 

método para la lucha contra las infecciones en los pacientes 

granulopénicos, si bien se enfrenta todavía 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 infecció 

nes por candidas en pacientes neutropénicos y en animales de 

experimentación en las mismas condiciones, ha sido ampliamente 

comprobada (20-34). 

La obtención de los granulocitos (leucaféresis) se reali-

za fundamentalmente mediante dos procedimientos completamente 

distintos: el sistema de centrifugación a flujo continuo y 
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el sistema de filtración. La centrifugación a flujo continuo 

(35-37) consiste en la separación de la sangre del donante, 

heparinizada e impulsada hacia la centrífuga mediante bombas 

peristálticas, en sus distintos componentes, que posteriormente 

son aspirados mediante otras bombas peristálticas: la de leuco-

citos, que conecta la capa leucocitaria con una bolsa de trans-

fusión, y las de hematíes y plasma, que conectan entre sí 

para mezclar ambos componentes y reintegrarlos al donante. 

El sistema de filtración es un método descrito más 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 los filtros de nylon (Leukopak, Fenwal Laboratories), 

en donde quedarán retenidos los granulocitos ; la segunda consis-

te en la elución de los filtros con soluciones quelantes para 

liberar los GN allí adheridos. Posteriormente son concentrados 

por sedimentación o centrifugación a fin de poder ser tras-

fundidos . 

Toda transfusión de GN lleva implícita la consecución de 

tres objetivos fundamentales: 1) obtener el máximo número de 

GN con un mínimo coste, 2) traumatizar las células lo mínimo 

posible durante la leucaféresis con la finalidad de que conser-

ven su capacidad funcional, y 3) alcanzar una buena respuesta 

clínica. Si bien el método de filtración es más sencillo y e-

conómico que el de centrifugación, y proporciona mayores ren-

dimientos (40,41), para algunos autores su eficacia clínica es 

inferior a los de los GN obtenidos por el procedimiento de 

centrifugación (41,42). 

Los estudios de laboratorio que hasta el momento han sido 



-9 

realizados para valorar la capacidad funcional de los GN obte-

nidos por ambos métodos quizás se inclinan a favor del sistema 

de centrifugación. Los leucocitos así obtenidos muestran una 

morfología 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 filtración presentan importantes alteraciones morfoló-

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, apreciándose notables disminuciones 

de la capacidad de ingestión, 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 niCtodo ( 2 1 , 23 , 40 , 41 , 44 , 4 5) o bien 

éstas desaparecen tratando a los donantes con ciertos fármacos 

o disminuyendo el tiempo de adherencia de los GN a los filtros 

(45-51) . 

Si todas estas alteraciones morfológicas y funcionales 

observadas en los GN obtenidos mediante el sistema de filtra-

ción interfieren o no con la eficacia clínica, no está demos-

trado. Prueba de ello es que cuando se efectúa una valoración 

clínica de las transfusiones de GN centrada en el control de 

la infección, es decir, valorando la desaparición de los focos 

infecciosos preexistentes, la desaparición de las condensacio-

nes pulmonares y la negativización de los cultivos bacteriológi 

eos, las respuestas son similares para ambos procedimientos, 

habiéndose obtenido muy buenos resultados clínicos 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 más frecuentes 

cuando se utiliza el sistema de filtración (21,23,42,44,51, 

52 , 54) . 

La aplicación práctica de las trans fus iones de GN fue 

llevada a cabo por primera vez en nuestro Servicio por el 

Dr. A, GRAÑENA y los resultados del amplio trabajo realizado 

quedaron bien reflejados en su tesis doctoral, presentada en 

el año 1977 bajo el título: Transfusión de Granulocitos (34). 

Actualmente, el tratamiento de soporte con GN obtenidos por 

leucaferes i s const i tuye una medida ob ligatoria en todos los pa-

cientes granulocitopénicos que presentan infección. Hemos 

creído que, una vez cumplida esta primera etapa asistencial, 

sin duda la mas importante, debíamos profundizar en el estudio 

de las células cjue transfundimos a los pacientes, con la fina-

lidad de adquirir nuestra propia experiencia al respecto y con 

el ánimo de que nuestros hallazgos pudiesen, aunque de forma 

indirecta, contribuir a mejorar la asistencia clínica de estos 

en fermos. 
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II. MOTIVACION PERSONAL 

A lo largo de mi estancia en la Clínica Médica C, primero 

como alumno interno y después como médico residente, las ense-

ñanzas más relevantes que he obtenido de su Director, el Prof. 

C. ROZi'̂ 'AN, han sido fundamentalmente dos: 1) la obligatoriedad 

de una buena formación 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 nació hace ya algunos años, durante 

mi permanencia en la sala de Medicina Interna, cuya dirección 

está a cargo del Dr. A. URBANO MARQUEZ, a quien quiero dar 

testimonio de mi agradecimiento y afecto. En ella tuve ocasión 

de vivir la problemática clínica, fundamentalmente infecciosa, 

del enfermo hematológico ingresado en una sala convencional. 

La creación de una unidad de aislamiento libre de gérmenes y 

la terapéutica de soporte con transfusiones de granulocitos ha 

supuesto un gran avance en el tratamiento de los enfermos con 

granuloc i topen i a. 

l'or otra parte, el interés por el estudio de los GN ha 

suscitado la atención de algunos compañeros de nuestro grupo y 

ha sido motivo de realización de sus tesis doctorales. Así, 

el Dr. J.M. I-ERNANDL:-liUliRTA ( 55) estudió el quimiotactismo 

granulocitario, la Dra. N. PUJOL (56), con la que tuve ocasión 

de colaborar, desarrolló el método de la reducción del NAT y su 

aplicación clínica, el Dr. A. GRAÑENA (34) introdujo en la clí-

nica las transfusiones de granulocitos y el Dr. E. FELIU (57) 
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efectuó el estudio del funcionalismo granulocitario en la 

cirrosis hepática. Estos trabajos han ofrecido la posibilidad 

de ampliar esta línea de investigación hacia otros campos, 

como por ejemplo la determinación de las enzimas intragranulo-

citarias llevadas a cabo por el Dr. J.L. VIVES-CORRONS y el 

estudio a nivel funcional de la patología congènita del GN. 

En nuestro Servicio la aplicación clínica de las trans-

fusiones de granulocitos se efectúa desde hace aproximadamente 

5 ó 6 años. Una vez establecida esta primera etapa asistencial, 

sin duda la mas importante, he creído de interés profundizar 

en el estudio de los GN obtenidos mediante el procedimiento de 

leucaferes is, con el ánimo de que nuestros hallazgos podrían 

de alguna forma contribuir a mejorar la asistencia clínica de 

los enfermos con granuloci topen i a. La posibilidad que tenía 

de combinar los estudios funcionales con la observación mor-

fológica ul traestructural de las células, influyó notablem.ente 

en la elección de la presente tesis doctoral. 
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III. OBJETIVO DE LA TESIS DOCTORAL 

En el proceso de leucaféresis intervienen diversos facto 

res, como el tiempo requerido para obtener un número suficiente 

de GN, la premedicacion que reciben los donante, el trauma-

tismo mecánico que supone el propio proceso de obtención, etc., 

que pueden alterar en grado variable a los GN. Estas alteracio-

nes pueden repercutir de forma indirecta sobre la respuesta 

clínica del receptor con granulocitopenia. 

El objetivo de la presente tesis doctoral es identificar 

las posibles alteraciones morfológicas y funcionales en los 

GN obtenidos con los procedimientos de centrifugación a flujo 

continuo y de filtración, e intentar averiguar cuáles pueden 

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

4.1. INTRODUCCION 

El granulocito neutrófilo (GN) tiene, como misión funda-

mental , la de luchar contra los agentes patógenos que invaden 

el organismo. Su función la realiza mediante el desplazamiento 

activo hacia el foco infeccioso, donde ingiere y destruye las 

bacterias. A diferencia de otras células, capaces de fagocitar 

sólo 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 electrónico, tanto de barrido 

(MEB) como de transmisión (MET), han contribuido de manera 

notable a la comprensión 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.l ) , aparece 

como una célula redondeada, en cuya superficie aparecen única-

mente algunas microvellosidades y crestas (59) . Este aspecto 

es bien distinto del monccito cuya superficie ofrece unas for-

maciones que le son bien características, los llamados "ruffles" 

o volantes fruncidos, comparables también a pétalos de flor. 
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Fig. 1.- Preparación de sangre periférica vista al MEB. El GN 

muestra en su superficie una cresta y algunas microvellosida-

des. En cambio, el monocito (M) está poblado de "ruffles" o 

volantes fruncidos. (Aumento original 9.000x) 
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El linfocito, además de ser más pequeño, 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-

cleare¿\, un citoplasma lleno de orgánulos y una membrana 

celular. 

4.2.1. El núcleo es propio de una célula madura, es decir, 

con predominio de heterocromatina y ausencia de nucléolos. El 

número de segmentos nucleares depende del eje por el que pasa 

la sección, pudiendo oscilar entre uno y cinco. En ocasiones, 

están unidos entre sí por finos puentes de heterocromatina 

(Fig. 3). El significado funcional de la segmentación nuclear 

parece ser el facilitar el desplazamiento de la célula (61,62), 

si bien aún falta sobre este punto la demostración definitiva. 

4.2.2. La membrana citoplásmica ofrece la clásica estruc-

tura trilaminar (de 8 a 10 nm de espesor), con dos capas 

fosfolipídicas densas y otra proteica intermedia, más clara. 

Mediante tinciones especiales (con nitrato de lantano o rojo 

de rutenio) (63,64) cabe demostrar en la superficie externa de 

lamembrana una cubierta amorfa (61), constituida por muco-

polisacáridos. En ella asientan probablemente diversos recepto-

res, tales como los de la fracción Fe de la IgG y los del C3, 

que tendrían 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-

plásmico más imprtante, ya que en ellos residen las sustancias 

destinadas a causar la muerte y degradación bacteriana. Aten-

diendo a su morfología y contenido se distinguen dos tipos 

principales (Tabla I): a) Granulación azurófila o primaria y 
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Fig. 2." Imagen de un CN en sección, visto al MET. En el inte-

rior de esta célula destacan tres segmentos nucleares (N) y 

abundante granulación citoplásmica de distinto tamaño, forma y 

densidad. (Aumento original 16.000x) 
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Fig. 3." Los dos segmentos nucleares están unidos entre sí 

por un fino puente de heterocromatina (flecha curva), todeado 

de cisterna perinuclear. Junto a la granulación, cabe recono-

cer en el citoplasma numerosas partículas de glucógeno, algu-

nas de ellas señaladas con flechas rectas. (Aumento original 

30.000X) 
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TIPOS DE GRANULACIONES CONTENIDAS EN LOS GN 
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PRIMARIAS 
(azuröfilas) 

SECUNDARIAS 
(específicas) 

MORFOLOGIA 

DIAMETRO (nm) 

FORMA 

PORCENTAJE 

DENSIDAD (M.E.) 

500 

ESFERICA 
ELIPTICA 

331 

MEDIA 

200 

ESFERICA 
CILINDRICA 
RELOJ DE ARENA 

6 71 

MAYOR 

CONTENIDO ENZIMATICO 

MIELOPEROXIDASA 

FOSFATASA ACIDA 

OTRAS HIDROLASAS 
ACIDAS 

MUCOSUSTANCIAS A. Y 
PROETINAS CATIONICAS 

LISOZIMA 

LACTOFERRINA Y 
COLAGENASA 

FOSFATASA ALCALINA . + ? 
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Granulación específica o secundaria. Los gránulos azuröfi-

los constituyen aproximadamente una tercera parte de toda la 

granulación (65, 66) y contienen: mieloperoxidasa, fosfatasa 

ácida y otras hidrolasas ácidas, proteínas catiónicas antibac-

terianas, mucosustancias ácidas y lisozima. Ofrecen, por 

tanto, las características de auténticos lisosomas. Son en gene-

ral de tamaño bastante grande (unos 500 nm) y de forma redondea-

da o elipsoide. Su contenido es de densidad electrónica mediana. 

Los gránulos específicos constituyen 2/3 partes de la granula-

ción y carecen de mieloperoxidasa y de hidrolasas ácidas. 

Contienen, en cambio, lactoferrina, colagenasa, lisozima y, tal 

vez, fosfatasa alcalina, si bien la localización exacta de esta 

última aún se discute (67-69). La granulación específica es de 

tamaño menor y de contenido más electrodenso. Muestra un perfil 

redondeado (diámetro aproximado de 200 nm) o bien baciliforme, 

en pesario o reloj de arena (unos 130 por 1.000 nm) (66). La 

diferenciación entre ambos tipos de granulación se consigue 

por los criterios morfológicos expuestos, pero es más precisa 

recurriendo a la demostración citoquímica de la actividad peroxi-

dásica (70) que muestran los gránulos azurófilos (71) (Fig. 4). 

Además de la granulación azurófila y específica se ha 

demostrado en los GN la existencia de orgánulos más pequeños 

que contienen catalasa y que han sido designados como peroxi-

somas (72,73). Por último se discute si existiría aún otro tipo 

de granulación, llamada terciaria, la cual contendría hidrola-

sas ácidas (67, 73-75). 
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Fig. 4." Reacción de la peroxidasa (con contraste muy débil). 
Se observan dos segmentos nucleares (N) y en el citoplasma, 
gránulos peroxidasa-positivos (azurófilos o primarios) (flechas 
curvas) y otros peroxidasa-negativos (específicos o secunda-
rios) (flechas rectas). Los hematíes circundantes muestran 
también reacción positiva debido a su actividad seudoperoxi-
dâsica. (Aumento original ló.OOOx). 
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4.2.4. Centriolo y microtûbulos.- El centriolo del GN no 

difiere del de otras células y su función, al igual que en ellas, 

estriba en regular el proceso de la división celular. Pero, 

además, y en estrecha unión con los microtûbulos, parece in-

tervenir como vector de la migración dirigida o quimiotaxis. 

Los microtûbulos presentan, en sección longitudinal, el 

aspecto de un canalículo (Fig. 5) de longitud variable y de 

unos 24 nm de diámetro. En sección transversal aparecen como 

círculos. 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 región 

submembranosa. En ésta se insertarían preferentemente en los 

puntos de contacto de la membrana con alguna superficie exter-

na (76). Están compuestos por una proteína llamada tubulina, 

en forma polimerizada (77). Se conocen diversas sustancias 

capaces de despolimerizar y polimerizar, respectivamente, a la 

tubulina y, por tanto, de "desmontar" y"montar" los microtû-

bulos. Funcionalmente constituyen una parte importante del 

citoesqueleto e intervienen en la adhesión (78,79), qumiotaxis 

(80,81), formación de pseudópodos y desgranulación (82). 

4.2.5. Microfilamentos.- Difíciles de detectar mediante 

las técnicas habituales, son finas estructuras fibrilares 

(Fig. 6). Los más importantes funcionalmente son los microfila-

mentos de actina, de unos 6 nm de diámetro (83) que forman 

una malla irregular en la zona submembranosa. Cabe evidenciar-

los de modo más ostensible mediante la incubación con meromiosi-
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Fig. 5." A partir del centriolo (doble flecha) surgen de forma 
radial varios microtúbulos (flechas). (Aumento original 30..000x) 
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Fig. 6.- Franja citoplâsmica de un GN adherida a un hematíe (H) 

y rodeando a un fagosoma (F), Con las flechas se señalan 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 están íntimamente 

relacionados, desde el punto de vista funcional, con otras dos 

proteínas contráctiles, la miosina y la proteína ligadora de 

actina. Sin embargo, estas dos últimas proteínas escapan aún 

más de la demostración ultraestructural mediante técnicas con-

vencionales. 

Además de los microfilamentos de actina, cabe hallar en 

el GN otros de mayor grosor (unos 10 nm), distribuidos de 

modo más uniforme por todo el citoplasma (81). Su función se 

desconoce. 

4.2.6. Otras estructuras.- Las mitocondrias son escasas y 

pequeñas, como corresponde a una célula terminal. Ello es, ade-

más, explicable por cuanto en los fenómenos metabólicos diri-

gidos a producir la muerte bacteriana, no se requiere de la 

producción mitocondrial de ATP. Por contra, se hallan disper-

sas en el citoplasma y con escasa tendencia a la agrupación, 

abundantes partículas de glucógeno, fuente energética esencial 

de los fenómenos de ingestión bacteriana (8 5) . En algunos GN, 

particularmente tras incubación, cabe demostrar en el citoplas-

ma gotas lipídicas (Fig. 7), probable depósito de triglicéridos 

requeridos en la síntesis de las membranas en la fase post-

fagocítica (86). Por último, 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 misión del GN se desarrolla en una serie de pasos 
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