Observacion de células eucariontes en frotis sanguineo

Cecilia Martinez Castillo
Facultad de Medicina. UNAM

Introduccidn

a célula, es la unidad estructural y funcional de los organismos vivos. Considerando los niveles de

organizacién bioldgica, una célula es capaz de vivir independientemente en forma unicelular o

integrarse en una organizacion mayor como un organismo pluricelular. Evolutivamente, estas
células se diferencian como procarionte y eucarionte, dado que la complejidad celular se incrementa en
la escala evolutiva. La célula como estructura, manifiesta un nivel de organizacién de la materia que
integra todos los niveles de organizacion previos sobresaliendo, el nivel molecular que forma los
complejos macromoleculares y supramacromoleculares, cuya organizacion culmina en la célula
funcionalmente precisa. La complejidad de los niveles de organizacién se va incrementando en otros
niveles como el tisular, hasta alcanzar la organizacién de un individuo como lo son las plantas y los
animales que incluyen al hombre. La célula realiza tres tipos de funciones: la nutricién, la respiracion vy la
reproduccion.

Es un organismo unicelular, la Unica célula que realiza las tres funciones de forma independiente. En los
organismos pluricelulares, las células se diferencian y especializan para realizar las tres funciones vitales.
La nutricion comprende la incorporacidn de los alimentos al interior de la célula, la transformacién de los
mismos y la asimilacidon de las sustancias Utiles para la estructura y metabolismo celular. Segun su
nutricion, las células son autétrofas y heterétrofas. Las células autdtrofas sintetizan la materia orgdnica
necesaria a partir de la materia inorganica del medio fisico, utilizando para ello la energia quimica
obtenida de la radiacidn solar. Las células heterdtrofas sintetizan su materia organica a partir de la
materia organica contenida en los alimentos que ingieren. La relacién comprende la elaboracién de las
respuestas correspondientes a los estimulos captados. La relacidn basica de recepcién de los estimulos
del medio y las respuestas que las células realizan frente a esos estimulos.

La reproduccién es el proceso de formacidon de nuevas células, a partir de una célula progenitora. Se
reconocen dos formas principales, la reproduccién asexual y la reproduccién sexual. Considerando el
conocimiento de célula eucariota en observaciones microscépicas o representaciones desarrolladas para
su estudio, los esquemas de desarrollo que muestran adaptaciones estructurales que modifican la
eficiencia celular en el desempefo de funciones especificas de cada estirpe celular que proviene del
proceso de desarrollo durante la diferenciacidn celular. La estructura y funciones celulares, la
transduccion de seiales, excitabilidad celular, regulacidn y expresidn del la informacidn genética ligadas
a la diferenciacién celular, son procesos complicados y el entendimiento de los mismos requiere la
integracién de conocimientos previos de biologia, aprendidos durante los afios 5° y 6° en Ensefianza
Media Superior (EMS).

Adicionalmente, en el aprendizaje de los diferentes linajes de células y su especializacién, el concepto de
diferenciacidon celular visto como un proceso que podria explicar el flujo de la materia viva, la
manipulacion genética y celular, constituye un aumento progresivo del conocimiento de la complejidad
estructural y funcional, en el desarrollo de los organismos incluyendo el humano.
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El estudio de la célula es un tema de dificil comprensién para los alumnos de los diferentes ciclos de la
EMS. Entre los problemas de comprensidon se observan las deficiencias en conocimientos previos, la
incomprensién de la células como unidad estructural, dificultad en la comprensién de las
representaciones simbdlicas que se emplean para ilustrar el proceso de construccién del aprendizaje en
el aula, a pesar que se concreta en la representacion de la estructura celular que debe aprender el
alumno.

La dificultad en la asociacion de las estructuras y subestructuras celulares con las funciones
correspondientes, ya que son altamente complejas y los estudiantes no logran integrarlas dentro de una
vision de conjunto que les permita comprender procesos como la respiracion, la reproduccién, nutricién
o los mecanismos de regulacidn genética y la composicion de los organelos [Flores et al.]. La amplitud del
tema vy los diversos niveles en los que se puede analizar. En este trabajo se utilizé el frote de sangre
periférica, como una estrategia de ensefianza-aprendizaje para estudiar caracteristicas comunes y
diferenciales de las células eucariotas. Las propiedades morfoldgicas y funcionales, generales y
particulares, dirigiendo el aprendizaje hacia los estandares estructurales que constituyen adaptaciones
relacionadas con la especializacion

Objetivo

Utilizar el frotis de sangre periférica, como una estrategia de ensefianza-aprendizaje para estudiar
caracteristicas comunes y diferenciales de las células eucariotas.

Material y métodos

El frotis elaborado a partir de sangre de un organismo eucariota, el ratén. Para la extraccién de la
muestra de sangre periférica se obtuvo una gota de sangre por corte del extremo caudal de la cola de un
raton infectado 5 dias antes con una cepa de Plasmodium yoeli yoeli. Esta cepa es especifica para ratény
produce malaria en los ratones. Alternativamente, se extrajo una muestra de sangre humana, limpiando
el dedo pulgar con alcohol y haciendo una puncién en la cara interna del dedo utilizando una lanceta
estéril. Plasmodium es un parasito intracelular del eritrocito y varios de sus formas se buscaron para la
observacién dentro de los eritrocitos. Cuadro 2.

El frotis consistié en colocar una gota de sangre periférica en un extremo de un portaobjetos (soporte) y
se extendio, utilizando otro portaobjetos (extensor), con el fin de obtener una capa delgada de sangre
(Fig. 1). El portaobjetos extensor, forma un angulo de 45° con respecto al portaobjetos soporte,
asegurandose que estuvieran en contacto la superficie con el borde permitiendo que la sangre se
distribuyera por capilaridad en el borde del portaobjetos. Este deslizamiento se termind
aproximadamente, a 1 cm del extremo final del portaobjetos soporte, con un movimiento ascendente
respecto al portaobjetos extensor (Fig. 1). Secaron rapidamente la extension, agitdndola al aire, para que
las células no se modificaran. En seguida el portaobjetos inclinado se deslizd sobre el portaobjetos
horizontal en sentido contrario a donde se colocé la sangre y se dejé secar al aire.

Extensor
S B=452

Soporte Figura 1. Distribucién de los portaobjetos para realizar una extensién de sangre
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La capa de sangre se fijo con metanol puro y se tifid con un colorante especifico, en este caso Giemsa,
preparado en amortiguador de fosfatos dos gotas de una pipeta Pasteur en 1 ml de amortiguador. El
portaobjetos se colocd conteniendo el extendido invertido sobre una placa de tincién y adicionando 1 ml
del colorante. La tincidon de dejé proceder durante 30 minutos, se lavaron con agua destilada y se
dejaron secar. Para evaluar las proporciones celulares presentes en la muestra se hicieron observaciones
al microscopio éptico a 10X, 40X y 100 X empleando aceite de inmersién en el ultimo objetivo.

El frotis se realizd inmediatamente después de extraer la sangre para prevenir la coagulacién de la
sangre fresca ya que no se utiliz6 anticoagulante. Cuando la muestra no se procesa durante las primeras
2 horas, se recomienda usar de anticoagulante, como 4acido etilendiaminotetraacético tripotasico (EDTA)
o Citrato de Sodio. Para asegurar un frote adecuado para la observacién, se hicieron las siguientes
consideraciones. Se prepararon los portaobjetos sumergiéndolos en una mezcla de alcohol-acetona 1:1y
se secaron con una gasa limpia. En la parte superior de la laminilla se detallaron con un marcador
indeleble los datos del ratdn del cual se extrajo la muestra.

El procedimiento y colorante para la tincidon rapida de frotis sanguineos se empleé como solucién
fijadora metanol absoluto conservado en refrigeracion y tapado herméticamente para evitar el deterioro
de las estructuras celulares. La solucién colorante fue Giemsa (azur-eosina-azul de metileno), Merck.
Para el reporte de resultados desarrollaron un cuadro de observaciones, (Cuadro 1) donde registraron la
informacidon bdsica relacionada con las células sanguineas normales y las células eritrociticas
conteniendo el parasito P. yoelii yoelii.

Resultados

Los frotis se evaluaron antes de realizar las observaciones al microscopio y se encontraron diferentes
caracteristicas durante el desarrollo de las actividades. Se diferenciaron las partes que se pueden
distinguir en una extensién.

1. La cabeza, que es la zona inicial de la extensidn, es la region mas gruesa y en ella se encuentra una
mayor proporcién de linfocitos, y los hematies forman aglutinados celulares por la concentracién
elevada de células.

2. El cuerpo, es la zona media del frotis, el material celular es el apropiado ya que tiene una proporcion
equilibrada de los distintos tipos de leucocitos. Se puede identificar como la zona ideal de observacion,
que corresponde a la porcidn que coexiste con la cola.

3. La cola, es la regidn final de la extensidn, tuvo un aspecto redondeado y correspondia a la region mas
fina. En esta parte del frotis se ubicaron la mayor proporcién de leucocitos grandes (granulocitos y
monocitos). Los eritrocitos aparecieron deformados y presentaron una tonalidad uniforme. En la porcién
terminal solian ser mas abundantes las plaquetas.

4. Los bordes, contenian una mayor proporciéon de leucocitos grandes. Los frotis se seleccionaron de
acuerdo a los siguientes criterios: La cabeza se localizé cerca de uno de los extremos del portaobjetos. La
cola ubicada al otro extremo de la cabeza. El borde de la cola contenia una terminacion difusa, diluida, o
fina. Se observaron todas las extensiones finas y homogéneas que tuvieron los bordes laterales de la
extensién separados de los bordes del portaobjetos por 1 mm aproximadamente de longitud. Se
consideraron buenas las extensiones con una longitud de % partes del portaobjetos.
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Figura 2. Estructura de un frotis.

Los frotis eliminados fueron aquellos que presentaron algin defecto de extensién, como longitud
excesiva, cantidad insuficiente de muestra o longitud y/o demasiada muestra. Los errores en el
desarrollo de la técnica se debieron al tamafio de la gota de sangre, asi como en los cambios en la
velocidad durante la extension y/o a modificaciones en el angulo de extensidn. La presencia de escalones
o estrias se debiéd fundamentalmente a la falta de uniformidad en el deslizamiento de la gota. La
presencia de abundantes zonas redondeadas que carecen de sangre, se debid a la presencia de restos de
grasa en los portaobjetos. Finalmente se descartaron los frotes con el extremo final excesivamente
dentado.

Las células mas abundantes fueron los eritrocitos, fueron vistas sin ndcleo y se observaron de color
anaranjado palido (Fig. 4A) Los leucocitos, se identificaron por su mayor tamafio respecto a los
eritrocitos y los nucleos intensamente tefidos de colores entre azul y violeta (Fig. 3). Las formas de los
nucleos de los leucocitos y la coloracién del citoplasma fueron importantes para su diferenciacion. Las
plaguetas fueron dificiles de reconocer (Fig. 3)

o'®

Basofilo Neutrofilo Monocito Linfocito

Figura 3. Diferentes linajes celulares

A pesar de que las fotografias fueron tomadas con el dispositivo mévil de telefonia, las imagenes vistas
en el microscopio fueron de buena calidad y facilitaron la apreciacion de las diferentes células de sangre
periférica humana y de ratdn, ademas, pudieron observar otras células eucariontes dentro de los
eritrocitos infectados con Plasmodium. Sin embargo no se aprecia la impresion, por ello se presenta el
cuadro de una referencia, ya que no se desarrollé en la estrategia. Los alumnos tuvieron mucha
dificultad en la elaboraciéon de los frotis, no es una técnica fécil y requirié de varias reproducciones para
lograr un frotis que pudiera analizarse en el microscopio.
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Cuadro |. Observaciones de los linajes celulares presentes en las muestras

Linaje Estructura Funcién
celular Observaciones

Eritrocitos Forma de disco bicdncavo. Transporte de oxigeno y diéxido de carbono
Sin  ndcleo. Transportan
hemoglobina que da color
rojo a la sangre.

LEUCOCITOS

Linfocitos Nucleo esférico que ocupa Producen anticuerpos. Son responsables del
la mayor parte de la célula rechazo de los injertos y los trasplantes.

Basofilos Nucleo grande, dos I6bulos. Contienen heparina (anticoagulante), e
Grénulos basodfilos gruesos, tifien | histaminas (vasodilatadores). Responsables de los
el citoplasma de color oscuro y | cambios producidos en los vasos sanguineos
dificultan la observacién del | durante los procesos inflamatorios.
nucleo.

Eosindfilos Nucleado, dos [6bulos. | Fagocitan los complejos antigeno- anticuerpo.
Granulados aciddfilas dan una | Proliferan en las reacciones alérgicas y en las
coloracién rojiza al citoplasma. infecciones parasitarias.

Monocitos Nucleo ovoide, en forma de | Fagociticas. Activos al atravesar la pared de los

herradura. Nucleo mds claro que
en linfocitos.

capilares y penetrar en el tejido conjuntivo.
Fagocitan sobre todo virus, hongos y protozoos.

Neutroéfilos

Nucleo lobulado 3 - 5. Granulados

Fagocitosis. Pueden salir del torrente sanguineo y
penetrar tejidos para fagocitar.

Plaguetas Son fragmentos citoplasmaticos Produccion y propagacion del coagulo.

sin nucleo de células gigantes

llamadas Megacariocitos

originados en la médula dsea. Se

observan como agregados

basofilos.
Eritrocitos Color violeta, sin nucleo Sustituyen a los eritrocitos que se estdn
inmaduros infectando en etapa temprana de la infeccién.
Eritrocitos Color azul, Formas intracelulares, | Destruyen al eritrocito. Reduccidn del nimero de
parasitados | con nucleo color rojo. | eritrocitos.
Cuadro 2. Granulaciones.

Para concluir la estrategia diddctica los alumnos resolvieron un cuestionario.

FEEFEEEEE

¢Cudl es la unidad a partir de la cual estan formados los organismos vivos?
Sefialar la diferencia principal entre los dos principales tipos de células.
¢éLas células de las plantas son similares a las células de los animales?
¢Dénde se forman las células sanguineas?
éQué otros componentes constituyen la sangre?

éPor qué no se distingue el nucleo de los gldbulos rojos?

La sangre también contiene glébulos blancos, écdmo se observan en el frotis?
éPor qué los eritrocitos se denominan también g

dbulos rojos?
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% ¢Como se diferencian las diferentes células observadas, como un leucocito, un linfocito, un
eritrocito y una plaqueta?

+ ¢los eritrocitos son células carentes de nucleo, por qué se observaron estructuras en el interior
de ellos? ¢A qué corresponden estas formas encontradas en el eritrocito?

Cecilia Martinez Castillo. 2012

B
Figura 4. A. Células humanas y B. Células eritrociticas parasitadas con diferentes formas de Plamodium.

Conclusiones

Las células observadas en los frotes fueron ejemplos claros de células especializadas, y pudo trascender
en el desarrollo cognitivo de los alumnos de educacidon media superior. En estos casos, las caracteristicas
comunes de las células eucariotas y los patrones estructurales que se asociaron a la especializacion vy el
frotis sanguineo es un ejemplo que permitid percibir dicha especializacion. En estos casos, las
caracteristicas comunes de las células eucariotas y los patrones estructurales que estan asociados a la
especializacién, determinan la regularidad estructural que fue identificada en observacién directa al
microscopio y en las representaciones las cuales contribuyeron al aprendizaje de la célula como unidad
estructural y funcional.

La sangre es un fluido que contiene una serie de células en diferente proporcion y las muestras de sangre
estudiadas correspondieron a sangre capilar contiene mds hematies y leucocitos y menos plaquetas que
la sangre venosa, por ello fue dificil de observar las plaquetas con esta estrategia. Cada una de estas
células posee una funcién especifica sean los glébulos rojos o eritrocitos o hematies, los glébulos blancos
o leucocitos y las plaquetas o trombocitos.

La sangre se considera como un tejido ya que esta formada por un conjunto de células en suspension en
un liqguido denominado plasma. Adicionalmente los alumnos aprendieron y desarrollaron habilidades en
el manejo de las muestras, a tomar medidas preventivas en el uso de tejidos bioldgicos y parasitarios.

Perspectivas: el dominio de la técnica mediante la repeticidn de la experiencia.
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Cuadro 2. Diferentes estadios intraeritrociticos de varias especies de Plasmodium

P. falciparum P. vivax P. malariae P. ovale

:

Young
-

Trophozoites

Oid

Immature

Schizonts

Mature

Male

Gametocytes

Female

http://www.slideshare.net/tpoe36/plasmodium-sp
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