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RESUMEN

Se valoro el contaje plaquetario de tres grupos de pacientes, de acuerdo al
método manual de Brecher y Cronkite y automatizado, usando analizadores
hematoldgicos con diferentes principios: Swelab ALFA (impedancia), Cell-dyn
3200 (citometria de flujo) y Beckman Coulter LH 500 (impedancia volumétrica,
radiofrecuencia y dispersion de la luz laser); en individuos con purpura
trombocitopénica (PT) y sindromes mielodisplasicos (SMD), provenientes de la
consulta de hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”
de la ciudad de Cumana. Para tal fin, se tomaron muestras de sangre a
pacientes de ambos sexos, con edades comprendidas entre 15 y 50 afios, ya
diagnosticados con dichas enfermedades. Asimismo, se tomaron 20 individuos
procedentes de la consulta antes mencionada, sin alteracion del numero de
plaquetas como grupo control. Los resultados obtenidos fueron sometidos a un
analisis de varianza y correlacion a un 95% de confiabilidad, arrojando
diferencia significativa en los pacientes con PT y SMD tanto por el método
manual como por los distintos automatizados (p< 0,05) y una correlacién
positiva; en cambio, en el grupo control no se obtuvieron diferencias
significativas (p>0,05). Tomando en cuenta los resultados obtenidos, se pueden
considerar como validos los recuentos realizados por los diversos métodos,
tanto para pacientes con un contaje de plaquetas dentro del rango de
referencia, como por debajo del mismo.



INTRODUCCION

La plaqueta, es un fragmento citoplasmatico del megacariocito, mide de 2-4 ym
de diametro, circula en la sangre periférica y participa tanto directa como
indirectamente, en el mecanismo de la coagulacién de la sangre. Se tiene como
elemento clave de la hemostasia primaria, debido a que su actividad se asocia
basicamente a la activacion por contacto. Su numero y distribucion en sangre
periférica esta finamente controlado asi como su destruccién, la cual se

produce a través de un proceso cuidadosamente predeterminado (Pérez, 1995).

Los hallazgos de Bizzozero realizados entre 1881 y 1882, permitieron el
reconocimiento del papel de las plaquetas en la hemostasia y constituyeron la
base inicial de los estudios que han dado lugar a los conocimientos hoy
existentes. Asimismo, las plaquetas intervienen en otro tipo de procesos
fisiolégicos o patolégicos, como la inflamacién, la cicatrizacion de heridas, la
trombosis, la aterosclerosis y las metastasis tumorales (Crawford y Scrutton,
1987).

Los sindromes mielodisplasicos (SMD) son un grupo de trastornos clonales en
los cuales hay una proliferacion y maduracion de las células hematopoyéticas,
morfolégica y funcionalmente anormal, ademas de ineficaz. Como
consecuencia, se presenta citopenia en al menos una linea celular y también
anormalidades morfoldgicas en las células en sangre periférica y en médula
o0sea (Fundora, 1999). En un 85% de los casos de SMD es comun encontrar
anemia acompafada por macrocitosis moderada; asimismo, se pueden
encontrar eliptocitos, esquistocitos, punteado basdfilo y hasta el 10 % de células
rojas nucleadas. Estas alteraciones reflejan una eritropoyesis anormal
(comunmente hiperplasica) con alteraciones estructurales citoplasmaticas, entre
las que se destacan la presencia de vacuolas y la basofilia intensa, alteraciones

nucleares e incremento del numero de eritroblastos hasta en el 50%. Esto



conlleva, a un desbalance entre la proliferacion y diferenciacion eritroide y la
apoptosis. El recuento de reticulocitos habitualmente esta bajo, aunque en
ocasiones hay reticulocitosis que no excede el 10% en ausencia de hemdlisis

por autoinmunidad (Fernandez y Hernandez, 1999).

De igual manera, es frecuente encontrar en sangre periférica, neutropenia
acompafnada de hipolobulacién, con aparicion de formas pelgeroides (pseudo-
pelger) y de hipogranulacién, con el consiguiente defecto funcional de estas
células. Otras anomalias incluyen la presencia de células con nucleos en anillos
y otras alteraciones nucleares, estas Uultimas mas frecuentes en la
dismielopoyesis secundaria. En médula 6sea, las células granulopoyéticas
usualmente estan aumentadas en numero y se reafirma la existencia de
granulacién mixta y la persistencia de la basofilia citoplasmatica con distribucién

irregular de ésta (Mckenzie, 2000).

La trombocitopenia esta presente en el 30% de los casos en el momento del
diagndstico y puede preceder hasta en 10 afios a la confirmacion del SMD. Las
plaquetas suelen ser gigantes, anormalmente alargadas e hipogranulares o con
granulaciéon central (Fernandez y Hernandez, 1999). Desde el punto de vista
funcional, se conoce que las plaquetas en los SMD presentan defectos como la
disminucién de la adhesion, de la liberacidn y/o de la agregacién (Rasi y Lintula,
1986). La megacariopoyesis frecuentemente estd aumentada a expensas de
megacariocitos pequefios; las alteraciones mas comunes son las referidas a la
lobulacién nuclear. La dismegacariopoyesis en médula ésea, esta presente en
mas de la mitad de los pacientes en el momento del diagnéstico y se plantea
que la combinacion de formas pelgeroides con micromegacariocitos puede ser

considerada un marcador especifico de SMD (Ruiz y cols., 2006)

Se estima que la incidencia de SMD es de 4 - 12 por cada 100 000 personas

por ano, y puede llegar hasta 30 por cada 100 000 personas, en los individuos



mayores de 70 afios. La aparicién en la edad pediatrica y en el adulto joven es
rara y con poca frecuencia se han descrito algunos casos de SMD familiar.
Ademas, se ha sefalado cierto predominio en el sexo masculino, con una
proporcion de 1:5 y no se ha encontrado relacion con la raza. La etiologia es
generalmente desconocida, aunque se sabe que el 20% de los SMD son
secundarios al empleo de drogas antineoplasicas, entre las que sobresalen los
agentes alquilantes, las epipodofilotoxinas y las antraciclinas; al contacto con
productos quimicos, fundamentalmente los derivados del benceno; a la
exposicidn a radiaciones ionizantes y mas recientemente se plantea que el
habito de fumar aumenta el riesgo de padecer SMD. En la infancia su apariciéon
se asocia con la existencia de enfermedades constitucionales (Fernandez y
Hernandez, 1999).

Las manifestaciones clinicas en los pacientes afectados por estos sindromes
generalmente son consecuencia del grado de citopenia existente. Los sintomas
mas frecuentes incluyen fiebre, sangramiento y aquéllos que dependen de la
anemia. Un elemento fundamental en el diagnéstico son las alteraciones
morfolégicas cualitativas en una o mas series hematopoyéticas que aparecen
tanto en sangre periférica como en médula 6ésea y deben estar presentes,

como minimo, en el 10% de las células de cada una de las series (Pérez, 1995).

La purpura trombocitopénica (PT) es wuna enfermedad autoinmune,
caracterizada por un bajo recuento de plaquetas (menor a 100,00 x109/I) y
sangrado mucocutaneo (Douglas y cols., 2002). La produccion insuficiente de
plaquetas es explicable en la mayoria de los casos de pacientes con PT, por la
disminucién del numero de megacariocitos en médula 6sea, lo cual ocurre mas
frecuentemente por la supresion de los compartimientos de células madres o de
megacariocitos y por el deterioro de la sintesis del acido desoxirribonucleico
(ADN), como consecuencia, la médula ésea suele contener gran cantidad de

megacariocitos anormales con nucleos deformados en forma de pesas (Rodak,



2004). En los casos de déficit severo de vitamina B12 y acido félico no sélo se
implica la trombocitopenia por produccion ineficiente, sino, que también se ha
observado disminucion de la sobrevida plaquetaria y megacariopoyesis

inefectiva (Pérez, 1995).

La PT en algunos pacientes es producida por un proceso inmune, en el cual los
anticuerpos generados se adhieren a las plaquetas vy, las células del sistema
mononuclear fagocitico, eliminan de la circulacion estos complejos, sobretodo
en el bazo. La vida media de las plaquetas se acorta de 7 a 10 dias, a pocas
horas y la rapidez con la cual son eliminadas de circulacion, se correlaciona con
el grado de trombocitopenia. El factor que produce trombocitopenia en el
plasma del paciente es una inmunoglobulina G (IgG) que puede eliminarse del
suero mediante la adsorcion de plaquetas humanas normales. Los epitopos
sobre las plaquetas, las glucoproteinas llb y llla, son los blancos mas comunes
para los autoanticuerpos en PT; asimismo, los epitopos sobre las
glucoproteinas también se identifican como blanco. Sin embargo, se desconoce
la estimulacion antigénica exacta y el modo de destruccion de las plaquetas
(Rodak, 2004).

Otros mecanismos causantes de PT que se encuentran implicados con el
sistema inmune son: a) En las situaciones en las cuales se forma trombina
intravascular, que da lugar a la formacion de fibrina y a la activaciéon
fragmentaria de plaquetas. b) Después de lesiones del endotelio vascular
sanguineo, de manera que las plaquetas se activan por contacto de superficie
con el colageno subendotelial. ¢) Infiltracion de la médula 6sea por células
malignas con una disminucion progresiva de los megacariocitos, a medida que
las células anormales reemplazan los elementos medulares normales. Estas
células anormales pueden producir inhibidores de la trombopoyesis que
ayudan a determinar la trombocitopenia (McKenzie, 2000). La PT tiene mayor

incidencia en mujeres que en hombres, con una relacion de 3:1. La



presentacion clinica tiene generalmente un comienzo insidioso, lento e historias
de equimosis faciles. Las manifestaciones en piel estan dadas por petequias y
hematomas, fundamentalmente, en las partes declives del cuerpo, en areas de
presion y en zonas donde existe o ha existido recientemente éxtasis venoso. En
la mucosa oral se observan petequias y hematomas submucosos grandes y
friables; éstos ultimos, son caracteristicos de sangramiento por trombocitopenia

severa (Flores y Orna, 2010).

En la mayoria de los casos, la cantidad de plaquetas se halla entre 30 y
80x10%I1. Sin embargo, los pacientes con PT sufren periodos de remision vy
exacerbacion, y el recuento plaquetario puede variar de valores normales a
menos de 20x10% durante dichos periodos. Desde el punto de vista
morfoloégico, las plaquetas parecen normales, aunque mas grande de lo
habitual. Esto se refleja en una media del volumen plaquetario mayor,
determinado por contadores celulares electronicos. La médula se caracteriza
por hiperplasia megacariocitica. Los megacariocitos tienen un tamafio
aumentado y con frecuencia se observan formas jovenes con nucleos unicos,
contorno liso y menor cantidad de citoplasma. Cuando no hay sangrado,
infeccidn u otro trastorno subyacente, los precursores de eritrocitos y leucocitos
son normales en cantidad y morfologia. Las anormalidades en las pruebas de
coagulacion se observan en aquellas dependientes de la funcion plaquetaria,
como el tiempo de sangria y la retraccion del coagulo. En la mayoria de los
pacientes con PT los niveles de IgG asociados con las plaquetas, se

encuentran elevados (Rodak, 2004)

Realizar el contaje plaquetario es indispensable en éstas y otras patologias,
siendo uno de los analisis mas solicitados por los médicos de manera rutinaria;
para ello, los laboratorios clinicos pueden utilizar métodos automatizados o
manuales, éstos ultimos presentan la desventaja de requerir mucho tiempo y

depender de la habilidad del analista (Knoll, 2000). Entre los métodos



manuales, se encuentra el creado por Brécher y Cronkite en 1950, el cual se
basa en la determinacion de las plaquetas en una camara de Neubauer, tras
dilucion de la sangre (1/100) con oxalato de amonio (C2HgN2O4) al 1% (lisis de

eritrocitos), obteniendo asi el numero de plaquetas/| (Leite y cols., 2007).

El prime método automatizado para el recuento de plaquetas, fue el patentado
por Coulter en 1953, basado en el principio de impedancia (Sandhaus y cols.,
2002). Los analizadores de impedancia diluyen la muestra en un medio
eléctricamente conductible y pasan las células a través de una pequena
abertura entre dos electrodos. Un cambio en la impedancia eléctrica resulta
proporcional al tamafno de la célula'y se genera cada vez que una célula pasa
por la apertura (Olsen y cols., 2004). Las limitaciones del método de impedancia
son bien conocidas, e incluyen la incapacidad para distinguir las plaquetas de
otras particulas que se superponen al rango de tamafo de las plaquetas, en
particular, los eritrocitos fragmentados y microciticos. Asi como, interferencia
de particulas y el "ruido electronico" en el extremo inferior del espectro de
tamanos. Los "ajustes de curvas" y “umbral en movimiento”, son los algoritmos
informaticos que se han aplicado a los métodos de impedancia para corregir las
interferencias y mejorar la precision de los recuentos de plaquetas basados en
dicho método. Estudios indican que los métodos para cuantificar plaquetas
realizados mediante el principio Optico pueden ser mas exactos que los

métodos de impedancia (Sandhaus y cols., 2002).

Los primeros trabajos basados en la técnica de citometria de flujo aplicada al
estudio de las plaquetas, aparecieron a finales de la década de los 80
(Caunedo, 2004), y la introduccién por Shattil y cols. (1987) de dicha técnica
para el estudio de la sangre, fue un paso fundamental para su aplicacion clinica.
En los equipos basados en citometria de flujo, coinciden tecnologias de
vanguardia; tales como, la mecanica de fluidos, el laser, la 6ptica, la electronica

y la informatica, que lo convierten en un equipo unico, tanto desde el punto de



vista técnico, como funcional. Las células que seran examinadas, son
suspendidas en el centro de un flujo de liquido isoténico que es impulsado a
gran velocidad por un orificio estrecho y deben pasar a través de una fuente
luminosa (laser) de forma secuencial (Caunedo, 2004). Al atravesar dicha
fuente, las células interaccionan con la luz causando dispersion de la misma.
Basandose en la difraccién de la luz en sentido frontal, se puede evaluar el
tamafo de las células y al medir la reflexion de la luz de manera lateral se
evalua la granularidad o complejidad de éstas (Navarrete, 2005). Estas senales
luminosas son colectadas por detectores y transformadas en sefiales o
impulsos eléctricos, los cuales se digitalizan pudiendo ser observados a través

de los programas de computacion especializados (Abbott diagnostics, 2004)

Ademas de la dispersion de la luz, si previamente a su analisis se le acopla a
las células un fluorocromo a través de un anticuerpo monoclonal (AcMo) que
reconoce una estructura especifica de la misma, se pueden evaluar subgrupos
especificos de plaquetas (Navarrete, 2005). En la actualidad existen equipos
con diferentes detectores de fluorescencia, con los cuales pueden determinarse
diferentes caracteristicas que coexistan en determinadas poblaciones celulares.
Ademas, la manipulacion minima de las muestras evita interferencias por
activacién in vitro y reduce las posibles pérdidas de subpoblaciones de
plaguetas. Sin embargo, estos equipos son muy costosos, por lo que no se

encuentran disponibles en la mayoria de los centros de salud (Caunedo, 2004)

La cuantificacidn de las plaquetas con los instrumentos automatizados incluye
el recuento, la evaluacion de su morfologia a través del volumen plaquetario
medio (VPM), y el ancho de distribucién plaquetaria (ADP). Estos parametros se
obtienen al resuspender las células en una solucion isotonica, y al pasar éstas
por la apertura del instrumento, originan un cambio de voltaje proporcional a su
volumen. A partir de histogramas se obtiene el VPM. Ademas, se utilizan

relaciones matematicas para obtener otros parametros como, el plaquetocrito
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(PCT), producto del valor de VPM vy el recuento plaquetas. Todos estos
parametros se utilizan para estudios comparativos entre diferentes tipos de
poblaciones y principalmente, para evaluar la integridad de la funcién trombética
(Salazar y cols., 1999). Cabe resaltar, que la variabilidad y falta de
estandarizacién para el PCT y ADP, ha impedido que se puedan usar en el
diagndstico de rutina, siendo mas empleados con fines investigativos (Garcia,
2008). ElI VPM, es un parametro que indica el tamafio plaquetario y esta
disponible en la mayoria de los autoanalizadores del mercado. Es un marcador
indirecto de la activacién y funcién plaquetaria, habiéndose observado buenas
correlaciones con la agregacion plaquetaria, sintesis del tromboxano, y
liberacion de [B-tromboglobulina, funcidn procoagulante y expresion de
moléculas de adhesién. Los valores normales del VPM oscilan entre 8 y 11 fl,
disminuyendo con la edad. In vitro se ha demostrado el aumento del VPM al

activarse las plaquetas por la adicion de agonistas (Molero y cols., 2002)

El contaje manual de Brecher y Cronkite desde 1984 era reconocido por varios
autores como el estandar de oro o método de referencia, y hasta hace muy
poco la calibracion de los recuentos de plaquetas por los fabricantes de
contadores automatico de células y material de control de calidad se realiz6 por
este método (Briggs y cols., 2000). Sin embargo, en el afio 2001 la
incorporacion de la fluorescencia a la citometria de flujo permitié desarrollar un
nuevo procedimiento para el recuento automatico de plaquetas basado en su
cuantificacion a partir de sangre tratada con acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), con un anticuerpo monoclonal dirigido contra antigenos de la
membrana plaquetaria como, por ejemplo, la glucoproteina llla (CD61), seguida
del andlisis mediante citofluorometria. Dada la elevada fiabilidad de este
procedimiento, la Sociedad Internacional de Laboratorio de Hematologia (ISLH)
lo recomendé como método de referencia para el recuento de plaquetas en
sustitucién del método 6ptico-manual mediante hemocitometro (Vives y Aguilar,
2006).



Existen factores que contribuyen a los problemas de exactitud y precision en el
recuento de plaquetas tales como: las limitaciones tecnolégicas del instrumento
para eliminar interferencia celulares y particulas, la reproducibilidad
insatisfactoria del recuento de plaquetas por medio de métodos manuales, y la
interferencia preanalitica. La necesidad de analizadores hematoldgicos
automatizados que produzcan recuentos exactos de plaquetas, particularmente
en pacientes con PT y SMD, es imperativa, pues se trata de alteraciones
potencialmente graves. Dada la importancia de este analisis para diversas
patologias, resulta importante que el licenciado en Bioanalisis conozca la
eficacia de los métodos empleados en el laboratorio, a fin de emplear la
metodologia que aporte mejores resultados. Por lo tanto, surgi6 la inquietud de
valorar y comparar el contaje plaquetario por medio del método manual y
automatizados mas utilizados en la actualidad, y asi aportar mas informacién en

este campo tan controversial de la hematologia.



METODOLOGIA

Poblacion

Se estudiaron pacientes de ambos sexos, con edades comprendidas entre 15 y
50 anos, que acudieron a la consulta de hematologia del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala” (HUAPA) de la ciudad de Cumana, durante un
periodo de tres meses en el afio 2010. Se incluyeron en el estudio pacientes ya
diagnosticados por el médico hematdélogo con SMD, por medio de la
anamnesis, examen fisico, andlisis de los parametros hematolégicos, frotis
coloreados con ABC (1%), biopsia de médula ésea, niveles séricos de folato y
vitamina B12. De igual manera, fueron incluidos pacientes ya diagnosticados
con PT, por medio de la historia clinica del paciente, examen fisico,
hematologia, analisis de extendidos sanguineos coloreados con ABC (1%) vy
biopsia de médula 6sea. Asimismo, se analizé un grupo conformado por 20
individuos, de ambos sexos, y en el mismo intervalo de edad, los cuales fueron
usados como grupo control. Dichos individuos, se tomaron de la consulta antes
mencionada para garantizar que no padecian ninguna patologia que alterara la

linea megacariocitica.

La presente investigacion se realizé teniendo en consideracion las normas de
ética establecidas por la Organizacion Mundial de la Salud para trabajos de
investigacion en humanos en la declaracién de Helsinki; documentos que han
ayudado a delinear los principios de ética mas pertinentes a la investigacion
biomédica en seres humanos (OPS, 2001) (Apéndice 1). Ademas, con su
previo consentimiento, se le realiz6 una encuesta a los pacientes en estudio, a
fin de obtener datos epidemiolégicos y clinicos de interés para esta

investigacion (Apéndice 2).

Recoleccion de las muestras

Se recolectaron muestras de sangre por puncién venosa (5 ml) en tubos de
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plastico con sal tripotasica del acido etilendiaminotetraacético al 10% (EDTA-
K3). La extracciéon de la muestra se llevd a cabo tomando en cuenta las medidas

de bioseguridad e higiene pertinentes.

Realizacion de frotis sanguineo
Se tifieron previamente laminas portaobjetos con el colorante ABC (1%). Luego,
se procedié a tomar una gota de sangre con una laminilla pulida la cual se

invirtié sobre la ldmina portaobjetos coloreada (Arenas, 2000).

Método manual directo para contaje plaquetario (Brecher y Cronkite)

Se mezclo cuidadosamente la muestra por inversion, a fin de homogeneizarla.
Se tomaron 20 pl y se trasvaso al dispositivo Unopette previamente rotulado, el
cual contenia 1,98 ml de oxalato de amonio (C2HgN204) tamponado al 1%.
Luego de homogeneizar la mezcla, se procedié a llenar ambos reticulos del
hemocitometro con la ayuda del capilar del dispositivo. Se dejé reposar durante
10 min en cdmara humeda, seguidamente se observaron en el microscopio con
el objetivo de 40X y ocular 10X para contar las plaquetas en los 25 cuadrados
medianos de cada reticulo de la camara. Valores de referencia: 140-400 x107/
(Fragachan,1984)

Métodos automatizados para contaje plaquetario
Se emplearon tres analizadores automatizados con diferentes principios para el
contaje plaquetario, los cuales contaron con el control de calidad y calibracion

adecuada:

Swelab ALFA: basado en el principio de impedancia, para la realizacion de
analisis hematologicos, a través del aumento de la resistencia producida
cuando una célula sanguinea con baja conductividad pasa a través de un
campo eléctrico. EI numero de intermitencias indica la cifra de células

sanguineas. De igual modo, proporciona informacién sobre VPM (Anexo 1).
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Valores de referencia: PLT: 200 - 400 x10%1VPM: 7,4 - 10,4 fl (Romero, 2009).

Cell-dyn 3200: utiliza la técnica de citometria de flujo para analizar las
plaquetas, ademas, proporciona informacion sobre VPM. Este equipo realiza
las determinaciones basado en el principio de dispersion de luz, obtenidas de
una célula sanguinea que pasa a través de un haz de luz laser (Anexo 2).
Valores de referencia: PLT: 150 - 400 x 10%I. VPM: 5,00 — 10,00 fl (Romero,
2009).

Beckman Coulter LH 500: combina las técnicas de impedancia volumétrica,
radiofrecuencia y dispersion de la luz laser para el analisis de las diferentes
lineas celulares, midiendo los parametros antes mencionados simultaneamente
de manera tridimensional. Asimismo, brinda resultado de VPM (Anexo 3).
Valores de referencia: PLT: 200 - 500 x 10%/1. VPM: 7,0 — 12,0 fi (Coulter LH500
hematology analyzer, 2007).

Anélisis estadistico

Se aplicé un analisis de varianza y de correlacion a un 95% de confiabilidad,
para los valores de plaquetas obtenidos por los métodos empleados (manuales
y automatizados), en los pacientes con SMD, PT y el grupo control (Sokal y
Rohlf, 1981).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente estudio, se evaluaron un total de 52 pacientes de ambos sexos y
diferentes grupos etarios, diagnosticados con PT (20 pacientes) y SMD (12
pacientes) los restantes 20 individuos fueron usados como controles. En el
grupo con SMD, se observé un predominio del sexo femenino con un 66,7% (8
pacientes) sobre el masculino con un 33,3% (4 pacientes), discordando con los
revisados en la bibliografia, que sefiala una mayor incidencia en hombres que

en mujeres (5:1) para esta patologia (Fernandez y Hernandez, 1999).

A continuacion, la tabla 1 muestra los resultados obtenidos del contaje de
plaquetas por el método manual y el equipo automatizado con principio de

impedancia.

Tabla 1. Comparacion del contaje plaquetario en pacientes con purpura
trombocitopénica, sindromes mielodisplasicos y grupo control provenientes de
la consulta de hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”

Grupos Principio del Intervalo X DS F p
contaje

plaquetario

PT Manual 10-155 109,75 46,851 10,471  0,009*
Impedancia 8-156 108,75 51,980

SMD Manual 30-235 95,83 74,430 68,237 0,003*
Impedancia 22-226 93,17 61,532

Control Manual 205-425 286,55 70,805 20,347 0,002*
Impedancia 213-410 275,45 61,539

*' p < 0,05 (significativo); X : media; DS: desviacion estandar; F: Fisher; p: significancia; PT:
purpura trombocitopénica; SMD: sindromes mielodisplasicos

Para cada grupo en estudio, existe diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05) entre el contaje manual y el automatico por medio del principio de
impedancia. Dicha diferencia, puede deberse a los errores que conllevan los

diferentes pasos a realizarse por el método manual, lo cual hace que esta

técnica posea un coeficiente de variacion interlaboratorio del orden del 10 al
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25% (Lewis y cols., 2008). De igual manera, una medicion precisa y fiel de las
plaquetas por el método de impedancia presenta inconvenientes con los
fragmentos de glébulos rojos (esquistocitos, microcitos, microesferocitos), de
leucocitos (linfocitos linfomatosos, blastos mieloides o monocitoides),
agregados lipidicos y proteicos (crioglobulinas) e incluso bacterias, ya que éstos
son incluidos en el recuento por su tamano similar a las plaquetas,
sobreestimando el contaje principalmente en casos de trombocitopenia intensa
al perderse la linealidad y aumentar el ruido de fondo (Molero y cols., 2010). Sin
embargo, a pesar de estas limitaciones, el contaje plaquetario realizado por
medio del principio de impedancia, resulta mas preciso debido a que presenta

un coeficiente de variacion por debajo del 3% (Maya, 2007)

La tabla 2, muestran los resultados obtenidos de los contajes plaquetarios de
los tres grupos en estudio, al analizarlos mediante la metodologia manual y el

equipo automatizado con principio de citometria de flujo.

Tabla 2. Comparacion del recuento plaquetario en pacientes con purpura
trombocitopénica, sindromes mielodisplasicos y grupo control provenientes de
la consulta de hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”

Grupos Principio del contaje Intervalo X DS F P
plaquetario
PT Manual 10-155 109,75 46,851 344,926 0,001*
Citometria de flujo 19-155 109,52 48,810
SMD Manual 30-235 95,83 74,430 32,170 0,008*
Citometria de flujo 30-271 107,50 78,762
Control Manual 205-425 286,55 70,805 3,098 0,109ns

Citometria de flujo  223-430 311,55 58,138

*. p<0,05 (significativo); ns: p>0,05 (no significativo); X: media; DS: desviacion estandar; F:
Fisher; p: significancia; PT: purpura trombocitopénica; SMD: sindromes mielodisplasicos

Como se aprecia en la tabla 2, no existe diferencia significativa entre la técnica

manual y automatizada con el principio de citometria de flujo al tratarse de
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pacientes con un numero de plaquetas en el rango de referencia. Sin embargo,
al estudiar pacientes con un numero de plaquetas disminuido ocurre lo
contrario; en el grupo con PT se observo diferencia significativa, coincidiendo
este resultado con los obtenidos por Latif y cols. (2003) que reportaron
diferencias significativas para el contaje de plaquetas por el método manual y
automatizado (usando un equipo con principio de citometria de flujo) en
pacientes purpuricos. Asimismo, en el grupo con SMD se obtuvo diferencias
estadistica significativas (p<0,05), esto pudo ser causado por interferencia
preanalitica, tales como la agregacién plaquetaria, que dificulta un recuento
preciso de las plaquetas tanto por métodos manuales como automatizados
(Sandhaus y cols., 2002).

La evaluacion de los extendidos de sangre periférica coloreados con ABC al 1%
permitié tener una mejor orientacién sobre el numero, distribucion y morfologia
de las plaquetas. Al revisar los frotis pertenecientes a los pacientes purpuricos,
se observaron plaquetas morfolégicamente normales y en algunos casos
aumentadas en tamano. En el caso de pacientes con SMD, se observaron
macroplaquetas, las cuales son caracteristicas en esta patologia (Fernandez y
Hernandez, 1999).

La comparacion estadistica del contaje plaquetario llevado a cabo a través del
método manual y automatizado con principio combinado, realizado en los tres
grupos en estudio se muestran en la tabla 3. En dicha tabla se puede observar,
que no se obtuvieron diferencias significativas en los pacientes del grupo
control, contrario a los resultados arrojados para el grupo de pacientes con PT y
SMD. Esta diferencia pudo ser causada por el tamafo de la muestra en estudio;
asi como por lo explicado por Kaplan y cols. (2001) los cuales exponen en su
trabajo que debido a que muchos analizadores automatizados (incluyendo
analizadores Coulter) utilizan el principio de impedancia eléctrica para

determinar las plaquetas, cuentan restos celulares y eritrocitos pequefios o
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fragmentados constituyendo las sustancias que interfieren. Estas particulas
pueden ajustase al tamafo de las plaquetas, y al mismo tiempo, plaquetas
grandes pueden quedar fuera de este rango. Sin embargo, es importante
reconocer que la precision en los recuentos plaquetarios automatizados no solo
se debe a la tecnologia subyacente que se emplea para contar plaquetas, sino
también a los algoritmos computarizados que han sido disefiados para evaluar
los datos plaquetarios, minimizando las posibles interferencias que puedan

presentarse en el contaje (Sandhaus y cols.,2002)

Tabla 3. Comparacion del contaje plaquetario en pacientes con purpura
trombocitopénica, sindrome mielodisplasico y grupo control provenientes de la
consulta de hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”

Grupos Principio del contaje  Intervalo X DS F p
plaquetario

PT Manual 10-155 109,75 46,851 19,372 0,025*
Combinado 13-156 106,30 55,689

SMD Manual 30-235 95,83 74,430 7,316 0,045*
Combinado 30-228 105,33 77,321

Control Manual 205-405 286,55 70,805 1,767 0,275ns
Combinado 203-430 317,90 71,282

*. p<0,05 (significativo); ns: p>0,05 (no significativo); X : media; DS: desviacion estandar;
F: Fisher; p: significancia; PT: puarpura trombocitopénica; SMD: sindromes mielodisplasicos

En la ultima década, se han desarrollado técnicas de determinacién indirecta de
las plaquetas por métodos inmunoldgicos, que consisten en incubar la sangre
extraida con EDTA, con un AcMo dirigido contra una proteina de la membrana
plaquetaria, pudiendo ser analizado por citometria de flujo o por técnicas
automaticas (sistema éptico bidimensional), métodos que sin duda ofrecen una
mejor precision y exactitud siendo el indicado para detectar fielmente una tasa

inferior a 20 x 10%dl (Molero y cols., 2002). El recuento citofluorométrico
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plaquetario ha demostrado sensibilidad, objetividad y fiabilidad, y ha sido ya
recomendado como método de referencia por el Comité Internacional de
estandarizacion en Hematologia (ICSH) y por la Sociedad Internacional del
Laboratorio de Hematologia (ISLH) en el afio 2001, utilizando dos AcMo
dirigidos contra antigenos de la membrana plaquetaria: anti-CD61 y anti-CD41,
y analizando el ratio plaquetas /gldbulos rojos. Se han utilizado también otros
AcMo como el CD41a, CD42a y CD42b. Las ventajas de los métodos
inmunoldgicos son su rapidez, exactitud y precision, contando las plaquetas
estables y activadas con un buen limite de deteccion y un excelente limite bajo
de cuantificacién. Las limitaciones se centran en el elevado costo de los
equipos con esta tecnologia, impidiendo que la mayoria de los laboratorios

cuenten con ella (Thomas y cols., 2007)

En Cumana actualmente, ningun laboratorio posee los equipos que disponen
del método inmunoldgico. La mayoria de los equipos, tanto en los laboratorios
privados como publicos cuentan con el principio de impedancia, por lo cual
recurren al método manual como referencia (Brécher y Cronkite). Otros
emplean un recuento indirecto basado en los leucocitos, que consiste en
calcular el numero de plaquetas en el frotis en 100 leucocitos (Molero y
cols.,2002):

numero de plaquetas x total de leucocitos
100

Ne plaquetas/ul=

En las tablas 4 y 5, se resumen los resultados del analisis de correlacion lineal
realizado en los pacientes con PT y SMD respectivamente. En dichas tablas se
puede apreciar una buena asociacion entre los contajes de plaquetas obtenidos
por las distintas metodologias, observandose entre ellos una diferencia
estadistica significativa (p<0,05) y una fuerte correlacion positiva. Lo expuesto
en las tablas antes mencionadas y expresado ademas en las figuras1

(Apéndice 4) y 2 (Apéndice 5), ratifican la buena asociacion entre los resultados
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obtenidos, debido a que existe una correlacion positiva para ambas patologias
(PT y SMD) al realizar el recuento plaquetario por la técnica manual y
automatizada, consiguiéndose un coeficiente de correlacidn muy cercano a 1.
Estos resultados coinciden con los obtenidos en el afio 2000 por Kunicka y
cols., en cuyo estudio el recuento plaquetario por el método manual y
automatizado, mostré una fuerte correlacién positiva (r =0,975).

Tabla 4. Analisis de correlacion entre el contaje plaquetario manual y la
técnica automatizada (impedancia, citometria de flujo y combinada), realizado
en pacientes con purpura trombocitopénica, provenientes de la consulta de
hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”

Principio del contaje plaquetario N X+ DS r P
Manual 20 109,75 +46,851 0,882 0,009*
Impedancia 20 108,75 £ 51,980
Manual 20 109,75+46,851 0,926 0,001*
Citometria de flujo 20 109,52 £ 48,810
Manual 20 109,75 +46,851 0,915 0,025*
Combinado 20 106,30 + 55,689

n: nimero de pacientes; X : media; DS: desviacion estandar; r: coeficiente de correlacion;
*: p<0,05 (significativo)

Tabla 5. Analisis de correlacidén entre el contaje plaquetario manual y la técnica
automatizada (impedancia, citometria de flujo y combinada), realizado en
pacientes con sindrome mielodisplasico provenientes de la consulta de
hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”

Principio del contaje plaquetario N X+ DS r P
Manual 12 95,83 £74,430 0,968 0,008*
Impedancia 12 93,17 £ 61,532
Manual 12 95,83 £74,430 0,982 0,003*
Citometria de flujo 12 107,50 £ 78,762
Manual 12 95,83 £74,430 0,867 0,045*
Combinado 12 105,33 £ 77,321

n: nimero de pacientes; X : media; DS: desviacion estandar; r: coeficiente de correlacion;
*: p<0,05 (significativo)
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En cuanto al VPM, en este estudio no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) al determinar dicho parametro en
pacientes con PT, SMD y el grupo control, por medio de los analizadores
automaticos con impedancia y citometria de flujo, tales resultados se presentan
en la tabla 1 (Apéndice 3); la misma significancia (p>0,05) se obtuvo al
comparar los valores obtenidos del VPM de todos los pacientes en estudio, por
el contador hematolégico automatizado con principio combinado, tal como se
observa en la tabla 2 (Apéndice 3). La comparacién estadistica de estos
resultados al no dar diferencias significativas, muestran que el VPM podria ser
evaluado con un equipo automatizado bien calibrado, basado en cualquiera de
los principios de determinacion, aunque estos resultados podrian deberse al
tamano de la muestra. Se cree que el VPM esta influenciado por determinados
anticoagulantes, y por la presencia en sangre periférica de artefactos como
fragmentos de eritrocitos y células inmaduras, que influyen en la distribucién del
volumen plaquetario y la aparente relacion de éste con el contaje de plaquetas
(Agustino y cols., 2002). Ademas, depende mucho de la técnica de medicion,
asi como de la duracion de condiciones y almacenamiento anteriores a la

realizacion de las pruebas sanguineas (Romero, 2009)

En una investigacion realizada en 2002 por Molero y Jou, sostienen que los
errores que se producen en los resultados de los laboratorios son debidos en un
82% a la fase preanalitica, el 6% a la fase analitica y el 12% a la postanalitica.
Es por ello, que para brindar resultados en el analisis hematolégico que sean
precisos, relevantes para el diagndstico y seguimiento de los pacientes, asi
como utiles para estudios epidemioldgicos o de vigilancia de la salud publica, el
laboratorio debe ser fiable, eficaz y eficiente sin menoscabo de la calidad, sea
cual sea la metodologia que se esté empleando. Para lograr estos objetivos, se
requiere aplicar todas las normas de control de calidad, y realizar actividades

especificas para la evaluacion de la misma, tanto interna como externamente.
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En base a los resultados obtenidos, podria considerarse como aceptables el
recuento obtenido tanto por la metodologia manual como por la automatizada
ya sea por el principio de impedancia, citometria de flujo o combinado
(Impedancia volumétrica, radiofrecuencia y dispersién de la luz laser), aun
cuando se trata de pacientes con un numero de plaquetas por debajo del rango
de referencia. Debido a que las sustancias que interfieren, siguen siendo uno
de los principales inconvenientes para determinar ciertos analitos en el examen
hematologico automatizado, se recomienda emplear el método manual de
Brécher y Cronkite conjuntamente con la revisién de frotis sanguineo, de tal
manera que los resultados sean confiables y coincidan con la clinica del
paciente. Es importante destacar que los laboratorios automatizados, deben
establecer sus criterios propios para el empleo de un método alternativo como
el manual y la revision dirigida de los extendidos de sangre, basada en los
objetivos de rendimiento establecidos, las sefalizaciones del instrumento y las

limitaciones inherentes a él.

Es por ello, que los profesionales de laboratorio tendran que mantener una
base de conocimientos sobre los principios basicos de la instrumentacion y las
sustancias o condiciones que interfieren en las pruebas de laboratorio clinico,
tales como en el contaje de plaquetas. Resultados inusuales constituyen una
sefal de alerta querequiere la confirmacion delos analisis porlos
métodos auxiliares y alienta a los profesionales de laboratorio al estudio
constante de los avances en hematimetria para hacer mas segura y mas rapida
la asistencia clinica de los pacientes. De esta manera, se lograra optimizar el
diagndstico, contribuir al prondstico y participar en el buen seguimiento

terapéutico de los pacientes
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CONCLUSIONES

Los valores del contaje plaquetario de los pacientes con SMD y PT obtenidos
por los analizadores automaticos con distintos principios fueron similares,
demostrando que el analisis por cualquiera de dichos equipos puede ser valido

para los contajes bajos de plaquetas.

El recuento de plaquetas por el método manual en pacientes con PT y SMD,
arrojo una correlacién positiva y una diferencia significativa (p<0,05), al
compararlo con la metodologia automatizada, pudiéndose aceptar los valores

por este método.

La revision de los frotis sanguineos permitié corroborar el tamafio, morfologia y
distribucion de las plaquetas en todos los pacientes, considerandose como una

herramienta util para la confirmacion de éstas y otras patologias.
El valor del VPM para los grupos en estudio, no obtuvo diferencias al ser

determinado por los tres analizadores automaticos con distinto principio

(impedancia, citometria de flujo y combinado)
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RECOMENDACIONES

Participar en programas de garantia de calidad que lleven a mejorar la gran
variabilidad en los reportes y garantizar la confiabilidad del proceso analitico,
con el fin de obtener el maximo beneficio de las metodologias de avance

vigentes.

Promover campanas de actualizacion para dar a conocer las nuevas
tecnologias y los distintos parametros que ofrecen para mejorar la calidad del
analisis hematoldgico y asi ayudar y orientar al clinico para un optimo

diagndstico y tratamiento de los pacientes.

Para futuros estudios, podrian incluirse un mayor numero de pacientes con PT,
SMD y/o trombocitosis, y asi comparar el rendimiento de las técnicas manual y
automatizada cuando el numero de plaquetas estan fuera del rango de

referencia.
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APENDICES
Apéndice N° 1

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO DE SUCRE

ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

Yo portador de la C.I. , a

través de la presente, manifiesto que he sido informado y doy mi
consentimiento, para participar en la toma de muestra del trabajo intitulado
“COMPARACION DEL CONTAJE PLAQUETARIO, EMPLEANDO
DIFERENTES METODOLOGIAS, EN PACIENTES CON PURPURA
TROMBOCITOPENICA Y SINDROMES MIELODISPLASICOS”, el cual le
servira como Trabajo de Grado en la modalidad investigacién, a la Br. Norielis
del Carmen Zabala Garcia, C.l. 17870 220, estudiante regular de la Licenciatura

en Bioanalisis.

Firma del paciente

Apéndice N° 2
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UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO SUCRE

ESCUELA DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOANALISIS

Proyecto de trabajo de grado intitulado: Comparacién del contaje plaquetario,
empleando diferentes metodologias, en pacientes con purpura trombocitopénica

y sindromes mielodisplasicos. Tesista: Norielis Zabala. Cl: 17 870 220.

Encuesta para datos epidemioldgicos y clinicos
Nombre:
Edad:

Direccién actual:

Teléfono:

Diagnéstico:

Fecha del diagnéstico:

¢ Tiene algun tratamiento? SI _____ NO

De ser afirmativa su respuesta, indique cual es el tratamiento

Signos y sintomas:

Apéndice N° 3

Tabla 1. Comparacion del volumen plaquetario medio determinado por el
analizador Swelab ALFA (principio: impedancia) y Cell-dyn 3200 (principio:
citometria de flujo) en pacientes pertenecientes a los tres grupos en estudio
(purpura trombocitopénica, sindromes mielodisplasicos y control) provenientes
de la consulta de hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de
Alcald”
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Grupos  Principio del analizador  Intervalo X DS F P
automatico
PT Impedancia 7,20-12,20 8,82 1,34 1,787 0,271ns
Citometria de flujo 7,36-16,50 11,03 2,23
SMD Impedancia 6,80-10,30 8,25 1,16 4,640 0,36ns
Citometria de flujo 7,42-14,70 10,57 2,89
Control Impedancia 6,50-8,40 7,47 047 2470 0,095ns

Citometria de flujo 6,44-10,70 8,18 1,15

X :media; DS: desviacion estandar; F: Fisher; ns: p>0,05 (no significativo) p: significancia; PT:
purpura trombocitopénica; SMD: sindromes mielodisplasicos

Tabla 2. Comparacion del volumen plaquetario medio determinado por el
analizador Swelab ALFA (principio: impedancia) y Coulter LH 500 (principio
combinado: Impedancia volumétrica, radiofrecuencia y dispersion de la luz
laser) en pacientes pertenecientes a los tres grupos en estudio (purpura
trombocitopénica, sindromes mielodisplasicos y control) provenientes de la
consulta de hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcal@”

Grupos  Principio del analizador Intervalo X DS F P
automatico

PT Impedancia 7,20-12,20 8,82 1,34 1,658 0,301 ns
Combinado 7,40-12,80 9,46 1,32

SMD Impedancia 6,80-10,30 8,25 1,16 0,798 0,711 ns
Combinado 6,90-10,60 8,46 1,27

Control Impedancia 6,50-8,40 7,47 0,47 1576 0,253 ns
Combinado 6,80-9,40 8,09 0,72

X : media; DS: desviacion estandar; F: Fisher; ns: p>0,05 (no significativo) p: significancia; PT:
purpura trombocitopénica; SMD: sindromes mielodisplasicos
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Numero de plaquetas (x10%/1). Método

Numero de plaquetas (x10%/1). Método

automatizado

automatizado

100

Apéndice N° 4

® Metodo manual vs
impedancia. r=0,852
Etodo manual vs
citometria de flujo.
r=0 926
método manual vs
@ método combinada.
r=0915

300

200

100+

[ I I
50 100 150
Numero de plaquetas (x10%1). Método manual

Figura 1. Correlacion del recuento de plaquetas entre el método manual y
automatizado (impedancia, citometria de flujo y combinado), en pacientes con
purpura trombocitopénica provenientes de la consulta de hematologia del

Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”

@ Método manual vs
impedancia. r=0 968
Metodo manual vs
citametria de flujo.
r=0,982
Método manual vs

@ métado combinado.
r=0,867

| [ [ [ [
50 100 150 200 250
Numero de plaauetas (x10%1). Método manual

Figura 2. Correlacion del recuento de plaquetas entre el método manual y
automatizado (impedancia, citometria de flujo y combinado), en pacientes con
sindromes mielodisplasicos provenientes de la consulta de hematologia del

Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”
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ANEXOS

Anexo 1. Swelab ALFA

Anexo 2. Cell-dyn 3200

Anexo 3. Beckman Coulter LH 500
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Titulo DIFERENTES METODOLOGIAS, EN PACIENTES CON PURPURA

TROMBOCITOPENICA Y SINDROMES MIELODISPLASICOS

Subtitulo
Autor(es)
Apellidos y Nombres Cdédigo CVLAC / e-mail
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Lineas y sublineas de investigacion:

Area Subarea

Ciencias Bioanalisis

Resumen (abstract):

Se valoro el contaje plaquetario de tres grupos de pacientes, de acuerdo al método manual de
Brecher y Cronkite y automatizado, usando analizadores hematoldgicos con diferentes
principios: Swelab ALFA (impedancia), Cell-dyn 3200 (citometria de flujo) y Beckman Coulter
LH 500 (impedancia volumétrica, radiofrecuencia y dispersién de la luz laser); en individuos con
purpura trombocitopénica (PT) y sindromes mielodisplasicos (SMD), provenientes de la consulta
de hematologia del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” de la ciudad de Cumana.
Para tal fin, se tomaron muestras de sangre a pacientes de ambos sexos, con edades
comprendidas entre 15 y 50 afios, ya diagnosticados con dichas enfermedades. Asimismo, se
tomaron 20 individuos procedentes de la consulta antes mencionada, sin alteracion del niumero
de plaquetas como grupo control. Los resultados obtenidos fueron sometidos a un analisis de
varianza y correlaciéon a un 95% de confiabilidad, arrojando diferencia significativa en los
pacientes con PT y SMD tanto por el método manual como por los distintos automatizados (p<
0,05) y una correlaciéon positiva; en cambio, en el grupo control no se obtuvieron diferencias
significativas (p>0,05). Tomando en cuenta los resultados obtenidos, se pueden considerar
como validos los recuentos realizados por los diversos métodos, tanto para pacientes con un

contaje de plaquetas dentro del rango de referencia, como por debajo del mismo.
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Ciudadano

Prof. JESUS MARTINEZ YEPEZ
Vicerrector Académico
Universidad de Oriente

Su Despacho

Estimado Profesor Martinez:

Cumpilo en notificarle que el Consejo Universitario, en Reunién Ordinaria
celebrada en Centro de Convenciones de Cantaura, los dias 28 y 29 de julio
de 2009, conocié el punto de agenda “SOLICITUD DE AUTORIZACION PARA
PUBLICAR TODA LA PRODUCCION INTELECTUAL DE LA UNIVERSIDAD
DE ORIENTE EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL DE LA UDO, SEGUN
VRAC N° 696/2009".

Leido el oficio SIBI - 139/2009 de fecha 09-07-2009, suscrita por el Dr.
Abul K. Bashirullah, Director de Bibliotecas, este Cuerpo Colegiado decidi6, por
unanimidad, autorizar la publicacién de toda la produccién intelectual de la
Universidad de Oriente en el Repositorio en cuestion.
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a usted a los fines consiguientes.
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mummmmmmm Director de Bibliotecas, Direccién de Publicaciones,
a Direccién de Computacién, Coordinacién de Teleinformdtica, Coordinacién General de Postgrado,

JABC/ YGC/ maruja

Apartado Correos 094 / Telfs: 4008042 - 4008044 / 3008045 Telefax: 4008043 / Cumand - Venezuela
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del Il Semestre 2009, segin comunicacién CU-034-2009) : “los Trabajos de
Grado son de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y solo podran ser
utilizados para otros fines con el consentimiento del Consejo de Ncleo respectivo,

quien debera participarlo previamente al Consejo Universitario para su autorizacion”.
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