La clinica y el laboratorio

Utilidad del extendido de sangre periférica:
las plaquetas*
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“La sangre es pura y elocuente”
(Maxwell Myer Wintrobe, 1901-1986)

Resumen: a pesar de los grandes avances tecnolégicos relacionados con el hemo-
grama, y en particular los derivados de los autoanalizadores de hematologia, cada
vez mas sofisticados y completos, el extendido de sangre periférica contintia siendo
el “estandar de oro” del diagnéstico hematoldgico. De acuerdo con las buenas prac-
ticas de hematologia, el extendido de sangre periférica esta indicado en todos los
hemogramas que muestren alguna desviacion en los recuentos directos, indirectos
o calculados, o cuando se sospeche clinicamente una enfermedad de origen he-
matoldgico o de origen no hematoldgico con manifestaciones hematologicas, aun
con parametros entre los rangos esperados. En el extendido de sangre periférica
es posible observar alteraciones relacionadas con la morfologia de los eritrocitos,
leucocitos y las plaquetas. En este médulo se analizaran los aspectos mas impor-
tantes de la morfologia de las plaquetas, en particular: 1) el recuento de plaquetas
que define los conceptos de trombocitopenia y trombocitosis, 2) las variaciones en el
tamano, la morfologia y los granulos citoplasmaticos y su relacion con las enferme-
dades plaquetarias asociadas, 3) los nuevos parametros plaquetarios derivados de
la incorporacién de los autoanalizadores de hematologia a los laboratorios clinicos,
especialmente el volumen medio plaquetario y el ancho de distribucién de las pla-
quetas y su relacién con los aspectos morfol6gicos evidenciables en el extendido de
sangre periférica, y 4) se aborda el problema de los resultados falsos bajos (seudo-
trombocitopenia) o altos (trombocitosis) y se dan pautas para su adecuado estudio
sistematico cuando se presentan estos resultados. Este médulo, dedicado al ana-
lisis de la morfologia de las plaquetas en el extendido de sangre periférica, provee
al profesional de laboratorio elementos que le permiten identificar adecuadamente
las diferentes alteraciones de estas células, en tanto que al médico le proporciona
informacion para que relacione los hallazgos, tanto cuantitativos como morfolégicos,
con la clinica.
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Utilidad clinica del extendido de sangre periférica: las plaquetas

omo se expresé en dos médulos anteriores, en los cuales se analizé la utilidad clinica

del extendido de sangre periférica en las alteraciones de los eritrocitos [1] y de los leu-

cocitos [2], a pesar del descomunal desarrollo de los autoanalizadores de hematologfa
y de los grandes avances en el campo del laboratorio clinico en general y de la hematologia en
particular, el extendido de sangre periférica contintia como el “estandar de oro” en el diagnéstico
hematolégico. De acuerdo con la clasificacion de los hemogramas, segtin la Sociedad Colombia-
na de Patologia Clinica [3], que coincide con los estandares internacionales [4] y que es acogida,
aunque parcialmente, por el Ministerio de Proteccién Social de Colombia [5], el estudio del ex-
tendido de la sangre periférica hace parte integral de los hemogramas tipo I, I, Il y IV y depende
de los hallazgos de los respectivos autoanalizadores y de las necesidades del médico solicitante,
en los hemogramas tipo V y VI [6]. Muchas enfermedades tienen manifestaciones hematoldgicas
que en el hemograma se expresan como cambios cuantitativos, que pueden ser determinados
por los métodos convencionales para hacer el hemograma ya sea de forma manual o con la ayu-
da de los autoanalizadores, cada vez mas utilizados en los laboratorios clinicos, o como cambios
cualitativos, solos o asociados con los primeros, que solamente pueden ser definidos mediante
un adecuado estudio del extendido de sangre periférica [6-10].

Con este médulo, producto de una amplia revisién bibliogréfica, se concluye una serie de
médulos que sobre el hemograma se presenté en niimeros anteriores de MEDICINA & LABO-
RATORIO [6, 11], sobre todo con relacién a la utilidad clinica del extendido de sangre periférica
[1, 2] y tiene como finalidad presentar a los profesionales del laboratorio clinico las variables que
deben asegurar para que el hemograma logre su objetivo como prueba de laboratorio, y a los
médicos las posibilidades de aplicacién en la clinica que el hemograma le aporta en su diario
quehacer. En esta entrega se revisaran las variaciones mas importantes, cuantitativas y cualitativas,
relacionadas con las plaquetas.

Megacariopoyesis

La megacariopoyesis es el proceso por medio del cual los megacariocitos, que se derivan de
células madre hematopoyéticas pluripotentes [12], cuya funcién principal es la produccién de
plaquetas (trombopoyesis), las cuales son criticas para una adecuada hemostasia en la vasculatura
sanguinea periférica [13]. Un adulto normal, de 70 kilogramos de peso, produce alrededor de
100.000 millones de plaquetas (10") por dia y este nimero puede elevarse hasta 20 veces en
caso de necesidad [14].

El megacariocito

El megacariocito, se deriva de las células madre hematopoyéticas primitivas, con un didme-
tro de 50 a 100 um, constituyéndose en la célula mas grande del organismo, es multilobulada
y su ntcleo es poliploide [12]. A diferencia de los otros precursores hematopoyéticos, como los
proeritroblastos, los promegacariocitos (megacarioblastos), los precursores de los megacariocitos,
se diferencian por sucesivas replicaciones del ADN sin dividirse en células hijas, con lo cual el
nGmero de cromosomas presentes en el niicleo se duplica en cada ciclo. Este fenémeno se llama
endomitosis, y origina células con 2, 4, 8, 16, 32 y excepcionalmente 64 veces mas ADN que
una célula somatica (llamadas 2N, 4N, 8N, etc). Al mismo tiempo que aumenta el tamafo del
nicleo, se incrementa la cantidad de citoplasma y la capacidad de producir plaquetas. Por su
gran nicleo, estas células se conocen como megacariocitos. Los megacariocitos 8N y mayores se
diferencian, adquiriendo un gran niimero de granulos azuréfilos, y son los que originan las pla-
quetas. Durante la vida, un megacariocito maduro puede producir hasta 10.000 plaquetas [12].
En la figura 1 se esquematiza el proceso de la trombopoyesis y en las figuras 2 y 3 se muestran
dos megacariocitos tipicos.
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Figura 1. Trombopoyesis normal.

La plaqueta

Las plaquetas son fragmentos citoplasmaticos anucleados, no células como erréneamente
se hace referencia a ellas con frecuencia, que se producen como consecuencia de la ruptura y
liberacién del citoplasma de los megacariocitos de la médula 6sea [15]. Las plaquetas circulan en
la sangre en forma de disco biconvexo (discocitos) de aproximadamente 3 um de diametro, un
volumen (volumen medio plaquetario) de 8,3 a 11,6 fL y 10 pg de peso [15]. Tienen una vida
media en la sangre de 7 a 10 dias y su concentracién oscila entre 150.000 y 450.000 por pL [15].
En su citoplasma contienen glucégeno que les suministra energfa, y ribosomas en las plaque-

Figura 2. Megacariocito normal. Coloraciéon de Wright uti-  Figura 3. Megacariocito normal. Coloracién de Wright uti-
lizando un extensor y coloreador de placas incorporado al  lizando un extensor y coloreador de placas incorporado al
autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®,  autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®,
1.000X. 1.000X.
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[ g w v e tas jévenes; y, similar a los eritrocitos, carecen
o de sintesis proteica [15]. Las plaquetas poseen

o o .o%o organelas inespecificas, como mitocondrias, li-

sosomas y peroxisomas, que tienen caracterfs-

B - . o ticas y funciones similares a las de otras células
Q ° [16], pero ademds, portan organelas especi-

) o - & & ficas, como son los granulos o y los granulos
densos. Los granulos o son organelas esféricas

o (en nimero de 35 a 45) de 140 a 400 nm de

o 0. didmetro, ricos en macromoléculas, con una

porcién de alta densidad en electrones, que

, o u o 10.0!( constituyen un 15 % del volumen total de las
- o -_— or o - células; los granulos densos se caracterizan por
Figura 4. Sangre periférica de un individuo normal en don-  su alta densidad electrénica que le confieren
de se observan, ademas de los eritrocitos normales, varias el elevado contenido en calcio (50 % del total,

plaquetas normales. Coloracién de Wright utilizando un ex- ., | fosf .
tensor y coloreador de placas incorporado al autoanaliza- €N una concentracion 2 mol/L) y TOSIOro inor-

dor de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X. ganico [16, 17] . Con la coloracién de Wright,
en el extendido de sangre periférica, a gran au-
mento (1.000X), se observan 10 a 14 plaquetas por campo, de color rosado caracteristico [16],
como se observa en la figura 4. Sin embargo, esta estimacion semicuantitativa no puede sustituir
el recuento directo de plaquetas, bien sea en cdmara de Neubauer o mejor mediante el empleo
de un autoanalizador de hematologfa. Con la incorporacién, cada vez mayor, a los laboratorios
clinicos de estos instrumentos, las plaquetas y los pardmetros con ellas relacionadas hacen parte
integral de los hemogramas, al menos los considerados de alta tecnologfa como los tipo V'y VI,
de acuerdo con los criterios de la Sociedad Colombiana de Patologia Clinica [3]. En la tabla 1
se presentan los nuevos parametros, de utilidad clinica, y sus respectivos valores de referencia,
derivado del andlisis de 17.191 trombogramas, realizados con un autoanalizador de hematologfa
de Gltima generacién, el XE-2100 de Sysmex®, mediante el método de Bhattacharya [18], para
definir los valores de referencia de un laboratorio clinico privado de Medellin, Colombia, como
se analizardn oportunamente.

Las plaquetas en el extendido de sangre periférica

Asi como el estudio del extendido de sangre periférica tiene indicaciones y aplicaciones cli-
nicas en relacién con los eritrocitos [1] y los leucocitos [2], como se ha revisado ampliamente
en los dos médulos anteriores, en el caso de las plaquetas el extendido de sangre periférica es
indispensable en todos los casos en los cuales el autoanalizador de hematologfa informe trom-

Tabla 1. Valores de referencia para el trombograma*

Parametro Valores de referencia
Recuento de plaquetas 150 a 450 mil por pL
Volumen medio plaquetario 8,3a11,6fL

Ancho de distribucion de las plaquetas, desviacién estandar 9ai7fL

Plaquetas reticuladas o inmaduras 1a6,5%

* Observacion: los valores aqui consignados son los valores de referencia de los pardmetros plaquetarios (trombogra-
ma) del hemograma tipo VI, utilizando un autoanalizador de hematologia XE-2100 de Sysmex®, en el Laboratorio Clinico
Hematolégico, en Medellin, Colombia, derivados del anélisis de 17.191 trombogramas de acuerdo con el método de
Bhattacharya [18]. Estos valores sélo pueden ser utilizados como ejemplo, cada laboratorio clinico debe definir sus
respectivos valores de referencia de acuerdo con las caracteristicas de la poblacion a la que atiende, acorde con el
instrumento y la tecnologia utilizada.
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bocitopenia, trombocitosis, desviaciones en cualquiera de los pardmetros plaquetarios y alarmas
relacionadas con las plaquetas como presencia de macrotrombocitos y agregados de plaquetas,
entre otros. También se debe hacer estudio de plaquetas en el extendido de sangre periférica
cuando hay otras alteraciones, sobre todo, en los componentes eritrocitarios como microcitosis y
fragmentacién de eritrocitos [19] y leucocitosis [20-22], por ejemplo. Y algo de vital importancia:
descartar en todos los casos una seudotrombocitopenia o una seudotrombocitosis que pueden
tener nefastas consecuencias para el paciente y los sistemas de salud si no se detectan oportuna-
mente como se analizard mas adelante.

Seudotrombocitopenia

Es el término utilizado para indicar una falsa disminucién en el recuento de plaquetas. Antes
de definir que un paciente tiene trombocitopenia, en todos los casos, se debe seguir un protocolo
que la verifique o excluya, partiendo del extendido de sangre periférica. La seudotrombocitope-
nia es una alteracion in vitro, que se presenta en la poblacién general, en una proporcién de una
por cada 1.000 individuos [23] y hasta en el 1,9% de los pacientes graves [24]. Es importante en-
fatizar que hasta el 15,3% de los pacientes ambulatorios con recuentos plaquetarios bajos tienen
una pseudotrombocitopenia, razén més para sospecharla y descartarla en todos los casos, antes
de informar los resultados de laboratorio [25]. La seudotrombocitopenia usualmente se presenta
por fenémenos que induce el 4cido etilendiaminotetracético, mas conocido como EDTA, el an-
ticoagulante mas utilizado para los hemogramas electrénicos [26, 27]. Desde el punto de vista
del laboratorio clinico, la seudotrombocitopenia se puede presentar por satelitismo plaquetario,
agregados plaquetarios o por la presencia de macrotrombocitos en la muestra, como se analizara
en los subtitulos siguientes.

Satelitismo plaquetario

En el satelitismo plaquetario, las plaquetas se adhieren a otras células circulantes, en particular
a los polimorfonucleares neutréfilos [28] como se observa en las figuras 5 y 6, a los monocitos
[29] como se observa en la figura 7, y a los linfocitos [30] como se observa en la figura 8. Ade-
mas, en nuestro medio las hemos encontrado adheridas a polimorfonucleares baséfilos como se
observa en la figura 9 y a otras plaquetas, usualmente a plaquetas mas grandes que las que se
adhieren, como se observa en la figura 10.

Figura 5. Satelitismo plaquetario alrededor de un polimor-  Figura 6. Satelitismo plaquetario alrededor de un grupo de

fonuclear neutréfilo por EDTA. Coloracion de Wright utili-  polimorfonucleares neutréfilos por EDTA. Ademas del sa-

zando un extensor y coloreador de placas incorporado al  telitismo plaquetario, se presenta un fenémeno de autoa-

autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®,  glutinacién de neutréfilos por EDTA. Coloracién de Wright

1.000X. utilizando un extensor y coloreador de placas incorporado
al autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®,
1.000X.
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Figura 7. Satelitismo plaquetario alrededor de un monocito
en un paciente con diagnéstico de purpura trombocitopé-
nica idiopética. Coloracién de Wright utilizando un extensor
y coloreador de placas incorporado al autoanalizador de
hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X.

4 | J /
Figura 8. Satelitismo plaquetario alrededor de un linfocito
en un paciente con diagnéstico de un linfoma no Hodgkin.
Coloracién de Wright utilizando un extensor y coloreador de
placas incorporado al autoanalizador de hematologia XE-
Alpha N de Sysmex®, 1.000X.

Figura 9. Satelitismo plaquetario alrededor de un polimor-
fonuclear basdfilo en un paciente con diagnéstico de un
sindrome dismielopoyético. Coloracién de Wright utilizando
un extensor y coloreador de placas incorporado al autoana-
lizador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X.

Figura 10. Satelitismo plaquetario alrededor de un mega-
trombocito por EDTA. Coloracién de Wright utilizando un
extensor y coloreador de placas incorporado al autoanaliza-
dor de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X.

Agregados plaquetarios

Son fenémenos que inducen la formacién de agregados plaquetarios [31], como se observa

en la figura 11.

Etiologia de la seudotrombocitopenia

A pesar de que la mayoria de los casos de seudotrombocitopenia, ya sea por satelitismo pla-
quetario y por la formacién de agregados plaquetarios, se explica por la presencia de anticuerpos
contra el EDTA, también se puede presentar como una manifestacién paraclinica en una serie de
enfermedades, que el médico no debe ignorar, como las que se relacionan en la tabla 2.

Otras causas de seudotrombocitopenia

Presencia de macrotrombocitos

Ademas de la seudotrombocitopenia relacionada con el EDTA o con fenémenos autoinmunes
que inducen satelitismo plaquetario o por la formacién de agregados plaquetarios, los contadores
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Figura 11. Agregados plaquetarios por EDTA. Coloracién
de Wright utilizando un extensor y coloreador de placas in-
corporado al autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de
Sysmex®, 1.000X.

de células pueden “ser engainados” cuando las
plaquetas por su tamano, tnicas cuando son
grandes o varias cuando siendo normales se
agrupan dos o tres plaquetas para formar “una
célula mas grande”, interpretando incorrecta-
mente estas plaquetas como eritrocitos, como

Campuzano-Maya G.

Tabla 2. Principales entidades clinicas, ordenadas
alfabéticamente, en donde se ha observado seu-
dotrombocitopenia por satelitismo plaquetario o
formacién de agregados plaquetarios

Cirrosis hepatica [32]

Crioaglutininas [33]
Criofibrinogenemia [34]
Enfermedades mieloproliferativas [35]
Gestacion [36, 37]

Infecciones severas [38]

Linfomas no Hodgkin, especialmente los del manto [39]
Lupus eritematoso diseminado [40]
Mieloma mdltiple [41]

Mononucleosis infecciosa [42]
Nefritis por IgA [43]

Reacciones medicamentosas [44]
Sindrome antifosfolipido [45]

Timoma y plasmocitoma [46]
Vasculitis [47]

sucede en los casos en donde hay aglutinacion de plaquetas [48] en los casos de agregacién pla-
quetaria, previamente analizados, o cuando las plaquetas son grandes, como sucede en el sindro-
me de Bernard-Soulier [49, 50] y en las otras formas de macrotrombocitopenias hereditarias [51,
52], entre otras situaciones que usualmente se resuelven cuando se observan las plaquetas en el
extendido de sangre periférica. En las figuras 12 a 15 se muestran algunos ejemplos de seudo-
trombocitopenia por este mecanismo. Es importante anotar que los autoamalizadores de dltima
generacion, que cuentan plaquetas por laser, usualmente no se confunden con erirocitos.

Figura 12. Seudotrombocitopenia por EDTA. Obsérvese la
acumulacién de varias plaquetas que terminan teniendo un
tamano similar al de un eritrocito, que el autoanalizador de
hematologia cuando las cuenta por impedancia las malin-
terpreta como eritrocitos. Coloraciéon de Wright utilizando
un extensor y coloreador de placas incorporado al autoana-
lizador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X.

Figura 13. Seudotrombocitopenia por EDTA. Como en el
caso anterior, la acumulacion de varios grupos de plaque-
tas que cuando se separan parcialmente terminan teniendo
un tamano similar al de un eritrocito, que el autoanalizador
de hematologia cuando las cuenta por impedancia las ma-
linterpreta como eritrocitos. Coloracién de Wright utilizando
un extensor y coloreador de placas incorporado al autoana-
lizador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X.
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Figura 14. Macrotrombocito en paciente con diagnéstico
de purpura trombocitopénica idiopatica, que el autoanaliza-
dor de hematologia por impedancia puede interpretar como
eritrocitos. Coloracion de Wright utilizando un extensor y
coloreador de placas incorporado al autoanalizador de he-
matologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X.

Figura 15. Macrotrombocito en el extendido de sangre peri-
férica de una paciente con diagnoéstico de sindrome dismie-
lopoyético que el autoanalizador de hematologia por impe-
dancia puede malinterpretar como un eritrocito. Coloracion
de Wright utilizando un extensor y coloreador de placas
incorporado al autoanalizador de hematologia XE-Alpha N

de Sysmex®, 1.000X.

Consecuencias de una seudotrombocitopenia no identificada

Como se ha expresado, la seudotrombocitopenia es un fenémeno in vitro que se presenta
s6lo con los autoanalizadores de hematologia [26]. Una seudotrombocitopenia que se deje pasar
como una trombocitopenia verdadera puede confundirse con una purpura trombocitopénica
idiopdtica y el paciente ser sometido a tratamiento que incluye esteroides, citostaticos o esple-
nectomifa [26, 53], trasfusiones plaquetarias innecesarias [54] u otros procedimientos de alto
riesgo para el paciente [55], como se ha informado en la literatura médica. En la figura 16 se
propone un algoritmo para el estudio de seudotrombocitopenia [56].

Seudotrombocitosis

Contrario a la seudotrombocitopenia, seudotrombocitosis es el término utilizado para indicar
un falso aumento en el recuento de plaquetas. Como en el caso anterior, antes de definir que un
paciente tiene trombocitosis, en todos los casos se deben hacer los procedimientos que la verifi-
quen o la excluyan en el extendido de sangre periférica. A diferencia de la seudotrombocitopenia
que es mas un fenémeno in vitro, la seudotrombocitosis usualmente se presenta asociada con
una enfermedad y asf se ha informado en pacientes con crioglobulinemia [21, 57-61], en pacien-
tes con neoplasias asociadas con fragmentacién de células, en particular en algunas leucemias a
partir del momento en que se inicia la quimioterapia, como parte del sindrome de lisis tumoral
[62], en pacientes con leucemia de células peludas [20], en pacientes con quemaduras severas,
en los cuales se presenta un cuadro de coagulacién intravascular diseminada con microesfe-
rocitos que el autoanalizador de hematologia interpreta falsamente como plaquetas [63], en
pacientes con inclusiones citoplasmaticas que pueden inducir un fenémeno de crioglobulinemia
[64] y en pacientes con fragmentacién de eritrocitos como sucede en la coagulacion intravascular
diseminada [19].

Variaciones en el recuento de las plaquetas
Independiente del método utilizado, el recuento de plaquetas define los conceptos mas im-

portantes en las enfermedades plaquetarias: la trombocitopenia y la trombocitosis, como se ana-
lizard a continuacion.
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Figura 16. Algoritmo para el estudio de la seudotrombocitopenia. Tomado de Campuzano-Maya G. Evaluacién del pacien-
te con trombocitopenia. Medicina & Laboratorio 2007; 13: 411-435 [56].

Trombocitopenia

Es el término utilizado para indicar la disminucion, con relacién al valor minimo (150.000
por uL) esperado, en el recuento de plaquetas [65]. En la figura 17 se presenta un extendido de
sangre periférica de un paciente con una severa trombocitopenia (5.000 por pL) en donde no se
visualizan las plaquetas. Son muchas las causas de trombocitopenia, pero vale la pena enfatizar
una recientemente descrita, la trombocitopenia mediada inmunolégicamente por la infeccién
por Helicobacter pylori, que explica hasta el 84% de las trombocitopenias inmunoldgicas en
Colombia y hasta el 54% en el mundo, como lo demuestra el seguimiento de mas de 1.500 pa-
cientes en donde la erradicacién de la infeccién, puede revertir la trombocitopenia, con curacion
definitiva de la enfermedad [66]. Las causas intimas por las cuales se presenta trombocitopenia
son mdltiples y para ello es preferible consultar las tablas que traen los textos clésicos de hema-
tologia [67] o revisiones especializadas [53, 68-70]. Como en las otras alteraciones cuantitativas
del hemograma, en todos los casos en donde hay trombocitopenia, sola o asociada con otras
alteraciones, es necesario complementar el estudio con la observacion directa de las plaquetas en
extendidos de sangre periférica a cargo de profesionales debidamente entrenados en morfologia
sanguinea [65].
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Figura 17. Extendido de sangre periférica de una pacien-
te con diagndstico de purpura trombocitopénica idiopatica
con un recuento de 5.000 plaquetas por uL. Obsérvese la
ausencia total de plaquetas en el extendido. Coloracién de
Wright utilizando un extensor y coloreador de placas incor-
porado al autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de
Sysmex®, 1.000X.

Trombocitosis

Es el término utilizado para indicar el au-
mento, con relacién al valor maximo (450.000
por L) esperado, en el recuento de plaquetas
[65]. Como en el caso anterior, antes de definir
que un paciente tiene trombocitosis se deben
hacer los procedimientos que la verifiquen en
el extendido de sangre periférica [71]. El re-
cuento de plaquetas no tiene diferencia por
género, edad ni grupo étnico [65]. Las causas
intimas por las cuales se presenta trombocitosis
son mdltiples y para ello es preferible consul-
tar las tablas que traen los textos cldsicos de
hematologia [71] o revisiones especializadas
[72, 73]. Como en las otras alteraciones cuan-
titativas del hemograma, en todos los casos en
donde hay trombocitosis, sola o asociada con
otras alteraciones del hemograma, es necesario
complementar el estudio con la observacion

directa de las plaquetas en extendidos de sangre periférica a cargo de profesionales debidamente
entrenados en morfologfa sanguinea [65]. En las figuras 18 y 19 se muestra en extendido de san-
gre periférica de una trombocitosis reactiva y una trombocitosis neopldsica, respectivamente.

Variaciones morfoldgicas de las plaquetas

Desde el punto de vista practico, se presentan tres posibilidades: variaciones en el tamano,
variaciones en la forma y variaciones en el contenido citoplasmatico. Algunas de las variaciones
morfolégicas de las plaquetas se correlacionan con los nuevos pardmetros derivados de los autoa-
nalizadores de hematologfa de (Gltima generacion.

Figura 18. Trombocitosis reactiva en un paciente con un
cuadro infeccioso de tipo viral. Recuento de plaquetas
580.000 por uL, volumen medio plaquetario 9 fL, ancho de
distribucién de las plaquetas 9,8 fL. Ademas del aumento
en el recuento de plaquetas, se observa en extendido de
sangre periférica un linfocito reactivo. Coloracién de Wright
utilizando un extensor y coloreador de placas incorporado
al autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®,
1.000X.

Figura 19. Trombocitosis en un paciente con diagndstico
de un sindrome dismielopoyético. Recuento de plaquetas
750.000 por pL, volumen medio plaquetario 12 fL, ancho
de distribucion de las plaquetas 13,1 fL. Ademas de los pa-
rametros cuantitativos, en el extendido de sangre periférica
se observa una marcada anisocitosis plaquetaria con pre-
sencia de megatrombocitos y cambios en la coloracién de
las plaquetas. Coloracion de Wright utilizando un extensor
y coloreador de placas incorporado al autoanalizador de
hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X.
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Variaciones en el tamafo de las plaquetas

Tradicionalmente, el tamano de las plaquetas puede ser evaluado comparandolas con los
eritrocitos o, idealmente, midiéndolas con un micrémetro ocular cuando se hace por métodos
manuales [65]. Cuando se dispone de un autoanalizador de hematologia, especialmente cuando
se tiene un instrumento de Ultima generacion, el tamafio de la plaqueta se determina electr6-
nicamente bajo el pardmetro volumen medio plaquetario, que similar al volumen corpuscular
medio de los eritrocitos, determina en femtolitros (fL) el tamafo promedio de las plaquetas [11,
74]. Cuando se estudian las plaquetas con la ayuda de los autoanalizadores de hematologia se
observa que el tamafo de las plaquetas en individuos normales varfa inversamente con el re-
cuento de plaquetas [75], pero esta variacion no es suficiente para ser detectada en el extendido
de sangre periférica [76]. Con la incorporacion de nuevos pardmetros plaquetarios a la actividad
médica, el extendido de sangre periférica cobra mayor importancia como un estudio comple-
mentario en caso de alteraciones cuantitativas de estos pardmetros, de las alarmas incorporadas
a los instrumentos y de la clinica por la cual se solicita un estudio plaquetario en particular. Las
plaquetas grandes, de mas de 4 um de dia-
metro, se denominan megatrombocitos [76] y
pueden llegar a tener un tamano similar al de
un linfocito o un eritrocito como se observa en
la figura 20. Desde el punto de vista practico,
las variaciones en el tamano de las plaquetas
se miden objetivamente con el volumen me-
dio plaquetario, pardmetro exclusivo de los
autoanalizadores de hematologia y se verifi-
ca con el extendido de sangre periférica [77].
De acuerdo con el volumen medio plaque-
tario, similar a la clasificacién morfolégica de
las anemias que las define de acuerdo con el
volumen corpuscular medio de los eritrocitos : S
en microciticas, normociticas y macrociticas,  Figura 20. Megatrombocito, plaqueta del tamaio de un lin-
en o caso e Igs plaguetas, y en partculr en 15 P 0 0 s, xndic ce g
las trOmbOCitOpeniaS, de acuerdo con el vo-  foide cronica. Este tipo de plaqueta usualmente es contado
lumen medio plaquetario se pueden agrupar  por el autoanalizador de hematologia como un eritrocito,

icrot bociti t bociti por lo cual se presenta seudotrombocitopenia y falso au-
en microtrombociticas, NOrmotrombOCIlCAs  mentg de eritrocitos. Coloracién de Wright utilizando un

y macrotrombociticas si estan por debajo, en  extensor y coloreador de placas incorporado al autoanali-
el rango o por encima del valor de referencia  zador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X.
[78], respectivamente.

Alteraciones plaquetarias con microtrombocitos

Corresponden a un grupo de enfermedades muy raras que estan caracterizadas por la presen-
cia en sangre periférica de plaquetas pequefas (con un volumen medio plaquetario por debajo
de 6,9 fL) también denominadas microtrombocitos, con o sin alteraciones en el recuento de las
plaquetas. De éstas la mas representativa es el sindrome de Wiskott-Aldrich que serd analizado
a continuacion.

Sindrome de Wiskott-Aldrich

Es un raro desorden hereditario ligado al cromosoma X [79] producido por una mutacién
en el gen WASP localizado en el brazo corto del cromosoma X, que codifica para una proteina
de 502 aminodcidos llamada WAS [79, 80]. Esta proteina intracelular se expresa sélo en células
hematopoyéticas y es un miembro de una familia de proteinas que participan en la transduc-
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cion de sefiales desde receptores celulares en
la membrana celular hacia el citoesqueleto de
actina [81]. Desde el punto de vista clinico, el
sindrome de Wiskott-Aldrich se caracteriza por
la triada: trombocitopenia, inmunodeficiencia
y eczema, que se manifiesta por hemorragias
y aumento en la susceptibilidad a las infeccio-
nes bacterianas y virales [82]. La importancia
de diagnosticarlo lo mds temprano posible ra-
dica en el hecho de que la enfermedad con
frecuencia es fatal antes de los 10 anos, debido

' = a infecciones, sangrado o neoplasia linforre-
Figura 21. Extendido de sangre periférica de un paciente peulet LB YAqueSgiF pacientes se pueden

con sindrome de Wiskott-Aldrich, en donde se evidencianla ~ beneficiar de un trasplante de medula 6sea
trombgcitopenia y los Ticrotrom.bocito_s_ caracteristicos de  [84]. Ademads de la triada antes citada, el dafo
sl crome Colritn de g liando 1 S {1 también puede manffestarse. como
hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X. hemolisis autoinmune, vasculitis, enfermedad

inflamatoria intestinal y alergia a leche de vaca
y otros alimentos [80, 85]. El recuento de plaquetas en estos pacientes oscila entre 20.000 y
100.000 por pL, pero la caracteristica mas llamativa es el tamano de las plaquetas que fluctta
entre 3 fL y 5 fL (valor de referencia: 6,9 a 10,5 fL) [82, 86], como se observa en la figura 21.
De manera interesante, las plaquetas producidas in vitro por megacariocitos de pacientes con
sindrome de Wiskott-Aldrich, tienen tamaio normal y arquitectura anormal [87] y es posible que
las anormalidades estructurales conlleven a una remocién de las plaquetas por parte del bazo,
ya que la esplenectomia usualmente corrige tanto la trombocitopenia como el volumen medio
plaquetario en estos pacientes [80].

10.0 pm

Otras formas de trombocitopenia microtrombocitica

Ademas del sindrome de Wiskott-Aldrich, otras enfermedades mds raras y atin no informadas
en el medio, son la trombocitopenia ligada al cromosoma X (variante del sindrome de Wiskott-
Aldrich), una forma de trombocitopenia hereditaria ligada al cromosoma X en forma recesiva que
se ha descrito en varios grupos familiares y se manifiesta por sintomas de atopfa y anormalidades
en el laboratorio, como disminucién del volumen medio plaquetario y aumento de los anticuer-
pos antiplaquetarios del tipo IgG, que sugirieren que esta entidad estd relacionada con el sindro-
me de Wiskott-Aldrich [88]. Ademas de la variante del sindrome de Wiskott-Aldrich previamente
descrita, en algunas familias se han reportado otros casos de microtrombocitopenia ligada al cro-
mosoma X con pardmetros plaquetarios normales [89] o elevacién del volumen medio plaque-
tario [90]. Algunos representan sindromes clinicos diferentes, tales como la trombocitopenia con
talasemia ligada al cromosoma X [91] y la seudoobstruccién intestinal idiopatica crénica [83].

Alteraciones plaquetarias con normotrombocitos

En la mayoria de los trastornos plaquetarios, el tamafo y sus variaciones y la forma de las
plaguetas son normales, clasificindosen, de esta manera, casi todas las trombocitopenias y trom-
bocitosis en este grupo morfolégico.

Alteraciones plaquetarias con macrotrombocitos

Como en el caso de las trombocitopenias con plaquetas pequefias, este grupo de enferme-

dades muy raras estan caracterizadas por la presencia en sangre periférica de plaquetas grandes
(con un volumen medio plaquetario por encima de 11,6 fL) también denominadas macrotrom-
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bocitos, con o sin alteraciones en el recuento de las plaquetas. De estas la mds representativa es
el sindrome de Bernard-Soulier que sera analizado a continuacion.

Sindrome de Bernard-Soulier

El sindrome de Bernard-Soulier, también conocido como distrofia trombocitaria-hemorra-
gipara congénita, es un desorden de la funcién plaquetaria caracterizado por trombocitopenia,
plaguetas gigantes y tiempo de sangria prolongado [92] que se presenta como resultado de una
anormalidad molecular que afecta las plaquetas [93] e induce una disfuncién plaquetaria por
falta de interaccién de las plaquetas con el factor von Willebrand [94]. El sindrome de Bernard-
Soulier es una enfermedad extremadamente rara, con una prevalencia de 1 por millén y es
frecuente encontrar consanguinidad, debido a que se hereda en forma autosémica recesiva [95].
A nivel molecular, la causa predominante de las diversas mutaciones, como la deleccién de di-
nucleétidos, es que altera la lectura estructural de las regiones que decodifican la glicoproteina,
produciendo de esta manera proteinas anormales, responsables de las manifestaciones del dafio
funcional de las plaquetas y hasta el momento se han descrito mas de 30 mutaciones relaciona-
das con el sindrome de Bernard-Soulier [96]. Los estudios de sobrevida plaquetaria sugieren que
en el sindrome de Bernard-Soulier la vida media de las plaquetas estd acortada [93], hallazgo que
podria explicar la elevacion del indice de plaquetas inmaduras que se observa en estos pacientes
(observacion personal). Y, finalmente, desde el punto de vista de su diagnéstico, en el extendido
de sangre periférica, del 30% al 80% de las plaquetas de un paciente con sindrome de Bernard-
Soulier caracteristicamente tiene mds de 3,5 um de didmetro y ocasionalmente pueden llegar a
tener 20 pm a 30 um de didmetro, més grandes que los eritrocitos y los leucocitos [49]. El tiempo
de sangrfa caracteristicamente estad por encima de 20 minutos [49], en los estudios de agregaci6n
plaquetaria no responde a la ristocetina [49] y, en contraste con la enfermedad de von Wille-
brand, no corrige con la adicion de plasma [97]. En las figuras 22 y 23 se muestran plaquetas en
el extendido de sangre periférica de pacientes con sindrome de Bernard-Soulier. Es importante
aclarar el diagnéstico del sindrome de Bernard-Soulier debido a que facilmente puede ser mal
interpretado como una purpura trombocitopénica idiopatica [98], con nefastas consecuencias.

Otras formas de trombocitopenia macrotrombocitica

Plaquetas similares a las descritas en el sindrome de Bernard-Soulier, sobre todo en relacién
con su morfologfa, se pueden observar en otros sindromes mucho mas raros como la trombo-

1,0 0 88%

m’ 8 ‘
°O 2001
20,0002

Figura 22. Extendido de sangre periférica de un paciente  Figura 23. Extendido de sangre periférica de una paciente
con diagnéstico de sindrome de Bernard Soulier. Se obser-  con diagnéstico de sindrome de Bernard Soulier. Se ob-
va una plagqueta méas grande que los eritrocitos. Coloraciéon  serva un megatrombocito carcateristico de este sindrome.
de Wright utilizando un extensor y coloreador de placas in-  Coloracién de Wright utilizando un extensor y coloreador de
corporado al autoanalizador de hematologia XE-AlphaN de  placas incorporado al autoanalizador de hematologia XE-
Sysmex®, 1.000X. Alpha N de Sysmex®, 1.000X.
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citopenia macrotrombocitica del Mediterrdneo [51], la anomalia de May-Hegglin [99] como se
observa en la figura 24, el sindrome de Fechtner [100], el sindrome de Sebastian [101], el sin-
drome de Epstein [102], el sindrome de plaqueta gris [103] como se observa en la figura 25, la
trombocitopenia Parfs-Trousseau [104], el sindrome plaquetario Montreal [105], el sindrome de
plaquetas en “queso suizo” [106], entre otras, atin no informados en nuestro medio, que fueron
ampliamente analizados en un médulo anterior de Medicina & Laboratorio [53]. La macrotrom-
bocitopenia también puede ser de origen adquirido tras administrar, en la hiperalimentacién
basada en emulsiones de lipidos derivados de soya, grandes cargas venosas de fitoesteroles (es-
teroles de origen vegetal) [107].

Figura 24. Extendido de sangre periférica de un paciente  Figura 25. Sindrome de plaqueta gris. Obsérvese como
con diagnostico de anomalia de May-Hegglin. Aparte del  las plaquetas casi que pasan desapercibidas por su falta
megatrombocito, se observa una inclusion citoplasmatica  de grénulos. Coloracién de Wright utilizando un extensor
en el polimorfonuclear neutrdfilo. Coloracién de Wright uti- vy coloreador de placas incorporado al autoanalizador de
lizando un extensor y coloreador de placas incorporado al  hematologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X.
autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de Sysmex®,

1.000X.

Variaciones en la forma de las plaquetas

Como en el caso de los eritrocitos, la morfologia plaquetaria puede modificarse dando origen
a anisocitosis y poiquilocitosis plaquetaria que se correlacionan con el volumen medio plaqueta-
rio y el ancho de distribucién de las plaquetas y la morfologia de las plaquetas en los extendidos
de sangre periférica, como se analizard a continuacion.

Anisocitosis plaquetaria

Similar al ancho de distribucién de los eritrocitos, que determina el grado de anisocitosis
(diferencias en los tamafos), el ancho de distribucién de las plaquetas determina el grado de ani-
socitosis de las plaquetas y define los conceptos de homogeneidad plaquetaria y heterogeneidad
plaquetaria de acuerdo con los valores de referencia para la poblacién sujeta a la prueba [11],
como se ha establecido en la tabla 1. Desde el punto de vista semiolégico, las variaciones en el
tamano de las plaquetas se expresan con el término de anisocitosis plaquetaria, que en los autoa-
nalizadores de hematologia aparece como el ancho de distribucién de las plaquetas, pardmetro
exclusivo de los autoanalizadores de hematologia de Gltima generacién que va demostrando ser
de utilidad en el diagnéstico diferencial de las trombocitopenias de origen inmunolégico [108] y
en las trombocitosis especialmente cuando estén relacionadas con enfermedades mieloprolifera-
tivas, el cual se encuentra francamente elevado [109]. En los casos de anisocitosis plaquetaria, en
la sangre periférica se observan plaquetas de diferentes tamanos: desde normales hasta plaquetas
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del tamafno de un eritrocito, como se observa
en la figura 26.

Poiquilocitosis plaquetaria

Desde el punto de vista semiolégico, las
variaciones en la forma de las plaquetas se ex-
presan como poiquilocitosis plaquetaria y asf
como los autoanalizadores de hematologfa son
altamente eficientes para detectar la anisocito-
sis plaquetaria, éstos dejan mucho que desear
con respecto a la poiquilocitosis, que se debe
hacer mediante observacién microscépica,
pues de lo contrario muchos casos nunca se
diagnosticarfan. La poiquilocitosis plaquetaria
es altamente sospechosa de un proceso mielo-
proliferativo [110], especialmente cuando esta
acompanada de otras alteraciones cuantitati-
vas o cualitativas del hemograma. En la figura
27 se muestra el aspecto caracteristico de una

Campuzano-Maya G.

Figura 26. Extendido de sangre periférica de un paciente
con diagnostico de sindrome dismielopoyético, en donde
se evidencia una marcada anisocitosis plaquetaria con
plaguetas grandes, normales y pequenas. Coloracién de
Wright utilizando un extensor y coloreador de placas incor-
porado al autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de
Sysmex®, 1.000X.

enfermedad mieloproliferatiava con poiquilocitosis plaquetaria y en la figura 28 un caso de
poiquilocitosis plaquetaria en un paciente con diagnéstico de sindrome de Bernard Soulier.

Variaciones en el contenido citoplasmatico de las plaquetas

Cuando las plaquetas pierden o no tienen los granulos o se observan pélidas o “grises” dan-

do el cuadro clinico conocido como sindrome de plaqueta gris [103, 111]. En el sindrome de
plaqueta gris los polimorfonucleares neutréfilos se observan marcadamente hipogranulares [112],
hallazgo que puede ser (til para afianzar el diagndstico. Ademds, ocasionalmente el EDTA inhibe
la coloracién de las plaquetas en el extendido de sangre periférica [113], situacion que puede

llevar a un falso diagnéstico de un sindrome de plaqueta gris.

Plaquetas agranulares se pueden observar en pacientes con flebotomfas traumaticas debido
a que durante el procedimiento se pueden degranular las plaquetas como respuesta al trauma

Figura 27. Extendido de sangre periférica de un paciente
con diagnostico de sindrome dismielopoyético, en donde
se evidencia la presencia de poiquilocitosis plaquetaria ca-
racteristica de los procesos mieloproliferativos. Coloracion
de Wright utilizando un extensor y coloreador de placas in-
corporado al autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de
Sysmex®, 1.000X.

Figura 28. Extendido de sangre periférica de una paciente
con diagnostico de sindrome de Bernard Soulier, en don-
de se observa poiquilocitosis plaquetaria representada en
un macrotrombocito en forma de “cigarro” y una plaqueta
de tamarno normal pero pobre en granulos. Coloracion de
Wright utilizando un extensor y coloreador de placas incor-
porado al autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de
Sysmex®, 1.000X.
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de la flebotomia, situacion que se ha observado en pacientes con sindrome de Bernard-Soulier
[114]. También se puede presentar por EDTA [115] y, como en el caso de las seudotrombocito-
penias, otra muestra con citrato o heparina aclara el diagnéstico [10]. Los pacientes con enfer-
medades cardiovasculares, en particular con bypass cardiopulmonar pueden liberar los granulos
o en la circulacion y mostrar en los extendidos de sangre periférica plaquetas agranulares [10].
Las plaquetas en la anomalia de May-Hegglin, ademas de ser grandes, pueden tener formas
anormales, como en forma de cigarro [116]. También se ha encontrado plaquetas parasitadas por
Plasmodium vivax [1171]. En las figuras 29 y 30 se muestran algunos ejemplos de variaciones en
el contenido citoplasmatico de las plaquetas.

.

[\

Figura 29. Megatrombocito irregular y agranular en la san-  Figura 30. Megatrombocito agranular en forma de cigarro

gre periférica de una paciente con diagnostico de anemia  en el extendido de sangre periférica de una paciente con

perniciosa. Coloracién de Wright utilizando un extensor y  diagndstico de sindrome de Bernard Soulier. Coloracién de

coloreador de placas incorporado al autoanalizador de he- ~ Wright utilizando un extensor y coloreador de placas incor-

matologia XE-Alpha N de Sysmex®, 1.000X. porado al autoanalizador de hematologia XE-Alpha N de
Sysmex®, 1.000X.
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Summary: Despite the huge technological advances associated with the cell blood
count, in particular those derived from the hematology autoanalyzers, each gene-
ration more complete and sophisticated, the blood smear continues as the “gold
standard” for the diagnosis in hematology. According to the good practices in he-
matology, the blood smear is indicated in all hemograms that show a deviation in
the direct, indirect or calculated counts, or when there is a hematological or non-
hematological entity suspected to be causing hematological manifestations, regard-
less of the presence of normal parameters according to the age and gender. When
observing a blood smear, abnormalities associated with the erythrocytes, leukocytes
and platelets can be detected. The present module will analyze the most important
aspects of: 1) platelet count, that defines the presence of thrombocytopenia and
thrombocytosis; 2) variations in the size, morphology and cytoplasmic granules, and
their relationship with platelet diseases, 3) the new platelet parameters provided by
automated analyzers, such as mean platelet volume and platelet distribution width,
and their association with morphologic findings in the blood smear, and 4) pseudo-
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thrombocytopenia and pseudothrombocytosis are also discussed and guidelines are
provided for the appropriate interpretation of these results. This module, dedicated
to the analysis of platelet morphology in the blood smear, provides the laboratory
technologist with the tools necessary to adequately identify the different findings, as
well as the physician with the information to associate such findings, quantitative and

morphologic, with the clinical entities.

Key words: Blood smear, platelet morphology, clinic.
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