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OBJETIVOS GENERALES

- Brindar al alumno que estd finalizando el Ciclo de Formacién Profesional, un espacio
curricular que le permita profundizar su capacitacién en el campo disciplinar de la
Hematologia Clinica.

- Posibilitar un mayor desarrollo de competencias en aspectos no tradicionales del perfil
profesional y que presentan una importante demanda en Investigacion Bdsica e
Investigacion Aplicada en el area de Hematologia Clinica.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Conocer las alteraciones morfoldgicas en el frotis de sangre periférica en pacientes de
UTI.

- Desarrollar la técnica de Tincién de May-Griinwald-Giemsa.

- Relacionar los resultados obtenidos con la informacién clinica y bibliografica.

- Aplicar procedimientos de control de calidad y de bioseguridad en el laboratorio de
Hematologia Clinica.

- Adquirir conductas adecuadas y habilidades que le permitan desempenarse en el ambito
profesional en el futuro.

INTRODUCCION

El estudio morfoldgico de la sangre periférica es una prueba de gran valor diagndstico ya que
a pesar del uso cada vez mas extendido de equipos automatizados en hematologia, estos nunca
podran sustituir a la apreciacion citomorfolégica realizada por un profesional preparado para
esta tarea. El frotis de sangre periférica (FSP) es utilizado para la validacidn de los métodos
automatizados. (1)

Es un examen sencillo, poco costoso y rdpido en el informe de sus resultados, pero, por otro
lado, requiere de mucho cuidado y experiencia. Esto estd dado por el tiempo e interés que se le
dedique a su aprendizaje, los cuidados en la toma de muestra, calidad de la extensién, su
correcta tincién, observacién e interpretacion.

La descripcién del FSP tiene como objetivo orientar al médico hacia el posible diagndstico,
evolucién y prondstico. Varias de las alteraciones morfoldgicas de los elementos formes de la
sangre son traduccién de un conjunto de enfermedades en general, pero otros, en cambio,
tienen cierta especificidad en el diagndstico (como sucede en algunas anemias hemoliticas,
leucemias, en las enfermedades infecciosas virales y bacterianas). (2)

Las variaciones morfoldgicas de los hematies pueden ser de tamafio (anisocitosis), de forma
(poiquilocitosis), de coloraciéon (cromia). Ademads, pueden presentar diferentes inclusiones
intraeritrocitarias (Cuerpos de Heinz, Cuerpos de Howell Jolly, punteado basdfilo) y parasitos
como el plasmodio y la babesia.

Para determinar con mejor precisién los cambios en la morfologia de las células de la sangre,
la tincién debe realizarse con los colorantes May-Grinwald Giemsa (MGG).

El frotis de sangre periférica tiene también la ventaja de que puede guardarse y ser
examinado tantas veces como sea necesario. Ademas, puede ser digitalizado y almacenado en
formato electrénico para fines diagndsticos y educacionales, con la ventaja de que no requiere
espacio.

Paginalde9



¢

Universidad Nacional del Nordeste
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura

En este trabajo se realizé el andlisis retrospectivo de la serie roja en el extendido de sangre
periférica de pacientes internados en una Unidad de Terapia Intensiva.

MATERIALES Y METODOS

POBLACION EN ESTUDIO

Fueron estudiados en forma retrospectiva y descriptiva los hemogramas y pacientes que
estuvieron internados en el periodo comprendido desde junio a diciembre del 2018 en la Unidad
de Terapia Intensiva (UTI) del Hospital Escuela Gral. de San Martin, Corrientes Capital.

MUESTRA

Las muestras se extrajeron por la mafana entre las 7:00 y 8:00 am, se realizaron al menos
dos frotis de punta de jeringa en cada paciente, correctamente rotulados y se usé EDTA como
anticoagulante para realizar el hemograma automatizado. En el transcurso de la mafiana, luego
de pasada la muestra por el contador hematoldgico CELL-DYN Emerald 3 Diff, se observaron los
frotis teflidos con MGG para luego informar los resultados obtenidos.

Aunque desde el punto de vista técnico la realizacion de una extensidon de sangre es muy
simple, conseguir que no sea excesivamente gruesa ni excesivamente fina requiere practica. Es
primordial resaltar que, en cualquier caso, la calidad de la extension es decisiva para poder
apreciar la morfologia eritrocitaria, leucocitaria y de plaguetas. Debe tenerse en cuenta que no
todos los anticoagulantes deben ser utilizados, la heparina, por ejemplo, no debe emplearse
como anticoagulante para la tincidn de células sanguineas porque favorece la agregacion de las
plaguetas y con ello la apreciacién de su morfologia o de su concentracidon a partir de la
extension. Ademas, la heparina también favorece la aparicidon de un refuerzo de la tonalidad
azul de las tinciones cuando se emplea la coloracion pandptica. (1)

En todas las etapas desde la obtencion de la muestra hasta el informe de los resultados se
tuvieron en cuenta las normas de bioseguridad: uso de guantes de latex descartables, alcohol
70%, jeringas y agujas 21G descartables, descartador de agujas, etc.

TECNICA DE COLORACION DE MGG

La tincion de MGG es una técnica derivada del método de Romanowsky que se utiliza
principalmente para la coloracién de frotis sanguineos o extendidos de médula ésea. Como el
resto de las coloraciones basadas en ella, la técnica MGG permite diferenciar cualitativa y
cuantitativamente los principales elementos formes de la sangre. Su uso es recomendado en
Programas de Evaluacion Externa de Calidad (PEEC), ha sido estandarizada por el External
Quality Assurance Programmes in Laboratory Medicine (EQALM). (1)

La solucién de May Griinwald contiene eosina (como colorante anidnico) y azul de metileno
(como colorante catidénico) disueltos en metanol. La solucidon de Giemsa contiene eosina, azul
de metileno y productos de la oxidacion del azul de metileno (azur A, azur B, violeta de metiloy
azul de metilo). Este tipo de coloracidn es muy sensible a la variacién de pH, de manera que las
estructuras celulares con cardcter basico fijan los colorantes acidos (eosina), mientras que las
gue poseen caracter acido fijan los colorantes basicos (azul de metileno). Esto explica por qué
ciertas estructuras basofilas presentes en el ntcleo (nucleolo) o en el citoplasma (ribosomas) se
coloreen de azul, mientras que otros componentes acidéfilos como la hemoglobina adquieran
un color rosado. Ademas, La diferente afinidad de las granulaciones citoplasmaticas especificas
de los polimorfonucleares (PMN) permite clasificarlos en tres grandes grupos:
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- Granulocitos neutrdfilos, en los que la granulacién especifica posee compuestos neutros
qgue fijan ambos colorantes simultaneamente. El color resultante es pardo y a las
granulaciones se las denomina neutréfilas.

- Granulocitos eosindfilos, en los que la granulacién especifica contiene sustancias de
intenso caracter basico (espermina y derivados), que fijan fundamentalmente los
colorantes acidos (compuestos aciddfilos). El color resultante es rojo-naranja.

- Granulocitos basdfilos, en los que la granulacién especifica posee sustancias de fuerte
caracter acido (heparina, principalmente), que fijan los colores bésicos como el azul de
metileno (compuestos basdfilos). El color resultante es azul oscuro.

El azur B tifie de color purpura la granulacion primaria de los neutrdfilos, la fina granulacién
de los monocitos y la que puede observarse en ciertos linfocitos de gran tamafo y abundante
citoplasma (linfocitos grandes granulados). Asimismo, dicho colorante tifie las inclusiones
intraeritrocitarias previamente mencionadas. (1)

El proceso de coloreado consta de los siguientes pasos:

1. Comprobar que el extendido haya sido realizado correctamente, se encuentre seco y
rotulado. Una buena extensidn no debe ser excesivamente gruesa ni fina, ya que, en el primer
caso, dificulta la observacion de la morfologia eritrocitaria y la distincién entre linfocitos y
monocitos, ademas se puede perder parte del extendido luego de la coloracién. Por otra parte,
si es muy delgada, la mayoria de neutrdéfilos y monocitos se hallaran en las areas periféricas. (1)

2. Colocar la solucién de May Griinwald cubriendo todo el preparado y dejar actuar
durante 5 minutos. Cuidando de que el colorante no se seque ya que se generan precipitados
que interfieren en la correcta visualizacion del extendido en el microscopio.

3. Lavar con abundante agua estabilizada (agua destilada con pH de 7) eliminando toda la
solucidn anterior.

4. Inmediatamente colocar la dilucion 1/10 del colorante Giemsa, recién preparada, sobre
el extendido. Dejar actuar la solucion durante 15 minutos.

5. Lavar con abundante agua removiendo el colorante remanente y luego dejar secar al
aire en posicion vertical.

OBSERVACIONES

Los tiempos varian de acuerdo a cada lote o tiempo de maduracién del colorante. De ahi que
si los frotis recién tefiidos resultan demasiado palidos se corrige aumentando el tiempo de
tincién o disminuyendo el tiempo de lavado.

Si en la preparacién se observa precipitados de colorante puede ser debido a varias causas:
lavado insuficiente al final del proceso, utilizacién de porta o cubreobjetos sucios, mala filtracion
del colorante, mala distribucidn del colorante a lo largo de la extensidon por no mantenerse en
posicion horizontal, menor cantidad de solvente en la botella que se pierde por volatilizacién.

Durante la tincion el tampdn fosfato controla el pH del colorante. Si el colorante es
demasiado 4cido la extension resultard demasiado rojiza y si por el contrario es demasiado
alcalina la precipitacién presentara un aspecto azulado.
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ESQUEMA DE TRABAJO

TOMA DE MUESTRA

(VENOPUNCION)

ANTICOAGULAR FROTIS DE SANGRE
(EDTA 1:100) COLOREADO

1 gota de sangre— \L
-

. ==
Homogeneizar y
pasar por contador
hematoldgico
— Ex’.cender y
dejar secar
pd
May Gri]nwaldw \L 2
(@)
E)
<
7
5min
Lavar con agua 9
W/ 2
(@)
. (V2]
Giemsa \L 8
W/ o)
/A 2
- (=)
\l/ 15min >
Lavar con aguaw =
AR
£

\L Escurrir y dejar secar

Observar a 40X:
- Anisocitosis

\

Observar a 100X con aceite de inmersion:
- Morfologia y recuento leucocitario

Validacién - Poiquilocitosis

- Inclusiones intraeritrocitarias

- Morfologia y estimacién de plaquetas

Informe de resultados - Presencia de eritroblastos
—

Pagina4de9



¢

Universidad Nacional del Nordeste
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales y Agrimensura

RESULTADOS

En un total de 460 muestras, se realizé el estudio de las alteraciones en la serie eritrocitaria.
En la Tabla 1 se detallan la cantidad de muestras que presentaron dichas alteraciones. Se tuvo
en cuenta, por un lado, aquellas que detectdé el contador hematoldgico y por otro, las
observadas directamente en el FSP.

ALTERACIONES C. H. % FSP %
Anisocitosis (RDW>14%) 125 27,2 125 27,2
Hipocromia (Hb<28pg) 27 5,9 27 5,9
Microcitosis (VCM<85fL) 8 1,7 2 0,4
Macrocitosis (VCM>95fL) 210 45,7 3 0,7
Punteado basofilo - - 5 1,1

C. de Howell Jolly - - 1 0,2
Policromatofilia - - 15 3,3

Tabla 1. Alteraciones de la serie roja. Frecuencia y porcentaje.
C. H.: Contador Hematoldgico 3 DIFF. FSP: Frotis de Sangre Periférica

Se pudo determinar que la alteracidon mas frecuente detectada por el contador hematolégico
fue la macrocitosis (VCM>95fL), en un 45,7% de las muestras. En cambio, en la visualizacién
directa del FSP, fue la anisocitosis en un 27,2%. Cabe sefalar que tanto las inclusiones
intraeritrocitarias (Punteado baséfilo, C. de Howell Jolly) como la policromatofilia no pueden
detectarse en un contador hematolégico 3DIFF, por lo cual cobra ain mayor importancia la
observacién de estas alteraciones en FSP.

Ademas, se estudié la presencia de eritrocitos inmaduros nucleados (eritroblastos: EB) ya
gue su presencia en sangre periférica es tomada como marcador de mal prondstico en pacientes
internados en cuidados intensivos (3) (4) (5) (6). Se detectaron 18 muestras con EB, que
corresponde a un 3,9% del total (Tabla 2).

Frecuencia| %

I Eritroblastos 18 3.9
Tabla 2. Presencia de eritroblastos en sangre periférica

Al poseer nucleo y no ser destruidos por el lisante, se cuentan como leucocitos, pudiendo
falsear su recuento; por ello se ha de aplicar un factor de correccién. Para esto se examina la
extension de sangre, se calcula el nimero de EB por cada 100 leucocitos (N° de EB) y se aplica la
formula siguiente:

Eritroblastos B N°de EB
pl " N°deEB + 100

X leucocitos/pL

Leucocitos corregidos = leucocitos/uL — eritroblastos/uL

(1)
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En este sentido se observé un 6% de EB en el FSP de una de las muestras, la misma arrojo
24.400 leucocitos/uL por contador hematoldgico. Al realizar la correccion los valores obtenidos
fueron:

Eritroblastos 6 y 24.400 1.381/uL
ulL Ter100 < 138
) ] 24400 1381
Leucocitos corregidos = ———=23.019/uL

uL uL

Por otro lado, se clasifico a la poblacién estudiada segun los valores de Hb en cuatro grupos
(Tabla 3). Se pudo determinar que existe una mayor proporcién (60%) de muestras con anemia
moderada, valores de Hb entre 7-10 g/dL.

ANEMIA Frecuencia| %
Normal (Hb>12) 55 12.0
leve (10<Hb<12g/dL) 109 23.7
moderada (7<Hb<10g/dL) 276 60.0
grave (<7g/dL) 20 4.3
Total 460 100.0

Tabla 3. Valores de Hb y grados de anemia.

Ademas, si tenemos en cuenta el total de los pacientes con anemia independiente de su
gravedad, se pudo observar que el 88% de las muestras presentaron anemia.

DISCUSION

Entre los cuadros clinicos que se observan en pacientes en una UTI se encuentran: los
accidentes cerebrovasculares, las complicaciones de cirugias, la neumonia, los ataques
cardiacos, los traumatismos importantes como los que ocurren por accidentes de transito, las
caidas desde alturas, las quemaduras extensas, las heridas por armas de fuego, los accidentes
industriales, los episodios de violencia y envenenamientos. (3)

Se define a la anemia como un nivel de hemoglobina (Hb) <13 g/dL en hombres y <12 g/dL
en mujeres (4). Aproximadamente el 29% de los pacientes internados en UTI tiene una Hb<10
g/dL. Ademas, los pacientes en UTI constituyen una poblacién con una elevada prevalencia de
anemia (40-70%) (5), valores menores a los obtenidos en la poblacién en estudio (88%).

La etiologia de la anemia es multifactorial y compleja: sangrado gastrointestinal (factores de
riesgo: ventilacibn mecanica, insuficiencia nutricional, insuficiencia renal aguda,
anticoagulantes) procedimientos quirdrgicos, coagulopatias, hemodlisis, hipoadrenalismo,
flebotomias repetidas (promedio de 61 a 70 ml/dia). Se comprobd que el volumen de sangre
extraido en pacientes de UTI fue mas del triple del volumen extraido en pacientes internados en
sala comun. Otros estudios sefialan que pacientes con valores normales de Hb cuando fueron
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admitidos, pero que luego desarrollaron anemia dentro del hospital tuvieron mayor
probabilidad de empeorar su cuadro clinico. Esta anemia puede ocurrir como resultado de los
procesos durante la hospitalizacién, como la hemodilucion por administracion de fluidos por via
intravenosa, pérdidas de sangre durante los procedimientos médicos y la extraccién, como se
mencioné anteriormente. Por esto la presencia de anemia es tomada como un factor de
morbimortalidad en el paciente critico. (5) (6)

Las alteraciones en la serie roja mas frecuentes detectadas en este trabajo fueron la
macrocitosis (VCM>95fL) e hipocromia (Hb<28pg). Datos similares se obtuvieron en estudios de
pacientes de UTI con pérdida de sangre crénica. (2)

Por otra parte, la presencia de eritroblastos (EB) puede relacionarse con un mal pronéstico
en afecciones severas no hematoldgicas. Los EB son eritrocitos inmaduros normalmente
presentes en la sangre periférica de neonatos. En las demds condiciones la presencia de EB en
sangre periférica podria indicar un desorden en el mecanismo de producciéon de eritrocitos ya
gue su presencia se asocia a un incremento en la actividad eritropoyética (por ej. Episodios
hemoliticos agudos y estrés hipdxico severo) o como resultado del dafio en el microambiente
de la médula dsea. A su vez, el valor predictivo para la muerte en semanas incrementa
directamente con la concentracién de EB en sangre periférica. En la poblacion estudiada se
encontrd un 3,9% de muestras con EB, valor menor al observado en otros estudios analizados.
(7) (8) (9) Debe sefialarse que el limite de deteccion de EB en FSP es de 200/uL mientras que en
sistemas automatizados disminuye a 100/ulL (10), lo que podria explicar esta diferencia.
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CONCLUSION

El examen del FSP es una herramienta fundamental en el laboratorio clinico ya que permite
detectar alteraciones morfolégicas de los elementos formes de la sangre, es sencillo de realizar,
rapido y poco costoso. Ademas, permite dar informacién de relevancia en el diagndstico que no
se puede sustituir por la utilizacion de equipamiento automatizado ya que depende de la
interpretacion, en un contexto clinico, de un observador que debe estar correctamente
preparado. Es por esto que quise obtener un mayor entrenamiento en la obtencién de un buen
frotis coloreado, su correcta lectura e interpretacion, de manera de poder informar un
hemograma correctamente en mi practica profesional. A su vez me permitid ser consciente de
la sensibilidad de las diferentes pruebas, lo que me ayudara a poder explicar la utilidad, o no, al
médico tratante de manera que el equipo de salud pueda tomar las decisiones terapéuticas
correctas en beneficio del paciente.

A partir de esta experiencia se pudo realizar el estudio estadistico de pacientes que
transitaron la UTI del Hospital Escuela Gral. José de San Martin, relacionando la presencia de
anemia y EB como marcadores de mal pronéstico.

Ademas, en mi paso por el hospital pude practicar con pacientes reales, tuve la oportunidad
de realizar extracciones y distribuir la muestra segun el pedido médico, colorear y leer
correctamente un FSP, estimacidn de plaquetas, colorear extendidos y realizar la estimacion de
reticulocitos, utilizar un contador hematolégico de 3 DIFF, medida de la VSG, realizar pruebas
de coagulacién manuales y semi automatizadas y poder asistir al médico hematdlogo en
aspirados de médula dsea. Todas estas experiencias me ayudaron a reafirmar el valor de la
muestra de sangre y laimportancia que tiene esta para el paciente que busca ayuda en el equipo
de salud.
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