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RESUMEN

INTRODUCCION

Actualmente, existen analizadores hematoldgicos
que ademas de proporcionar el nimero de plaguetas,
suministran indices derivados de la distribucion del
tamafio plaquetario como son, el valor plaquetocrito
(PCT), el volumen plaquetario medio (VPM) y la
amplitud de la curva de distribucién plaquelaria se-
gun volumen (PDW). La evaluacidn de éstos indices
ha sido realizada en situaciones de normalidad (1,2)
y de patologia. Algunos autores les han encontrado
ttiles para el diagndstico etiolégico de algunas
trombocitopenias (3,4), prediccion de riesgo
hemorrdgico en enfermos trombocitopénicos (5) o
diagndstico diferencial entre trombocitosis primaria y
secundaria (6,7). Sin embargo, la utilidad de los indi-
ces plaquetarios en la prdclica clinica no estd totalmen-
te determinada debido a que éslos pard-melros son
sensibles a numerosas variables como, el efecto de los
anticoagulantes utilizados, la tecnologia del analiza-
dor empleado que dificulta la comparacién de los re-

El efecto de anticoagulantes sobre el recuento de plaquetas (CP), plaquetocrito (PCT), volumen plaguetario medio
(VPM) y amplitud de la distribucion plaquetaria (FDW) fue cvaluado en sangre venosa de pacientes
ambulatorios a distintos intervalos de tiempo luego de la extraccion. EI CP basal fue realizado en cimara a partir
de sangre capilar. La media del CP basal y CP inicial (tiempo () con EDTA, heparina o citrato fueron similares, al
iqual que las medias del PCT, VPM v PDW inicial con EDTA o heparina, Duranle ¢l periodo de evaluacion, el

Py el PDW en muestras con EDTA s¢ mantuvicron constantes, mieniras que ¢f PCT y ¢l VPM evidenciaron
un aumento. Con heparing hubo disminucidn del CP y PCT, aumento sostemido del VPM y PDW. Ademis se
constataron agregados plaguetarios en los frotis, perfiles de histogramas v alarmas lewcocitarias asociados con un
mcremento de leucocitos, Con citrato, el CP corregido y los indices plaquetarios se mantuvieron constantes. Estos
resultados indican que: 1) el citrato sédico es mids conveniente para evaluar indices plaguetarios, 2) Con EDTA,
s¢ debe estandarizar el tiempo de anidlisis de las muestras para oblener resullados comparables, especialmente al
eoaluar VPM y 3) la heparina produce marcadas modificaciones de los fndices plaquetarios,

sultados y diferencias en los controles de calidad (8-
10).

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
distintos anticoagulantes y del tiempo de conserva-
cion de las muestras sobre el niimero de plaquetas y
los indices plaguetarios. Este analisis permitié deter-
minar las mejores condiciones de procesamiento de las
muestras para que puedan utilizarse en la obtencién
de valores de referencia y para evaluar el comporta-
miento de los indices plaquetarios en distintas situa-
ciones clinicas.

MATERIAL ¥ METODOS

Se evaluaron 35 muestras de sangre venosa de pacien-
tes adultos ambulatorios sin enfermedades hematoldgicas
asociadas. La sangre fue anticoagulada con EDTA sddico/
potisico (6,8 mM), heparina (100 Ul/ml) o citrato sédico (15
mM). Las muestras fueron mantenidas a temperatura am-
biente vy analizadas a distintos intervalos de tiempo luego
de la extraccion (0, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240 y 300 min.).
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El niimero de plaquetas y los indices plaquetarios fue-
ron obtenidos en el analizador hematolégico Cell Tac o
MEK-6108 K (Nihon Kohden) que proporciona los siguien-
tes parametros plaquelarios: numero de plaquetas, PCT
medido en tanto por ciento del volumen de sangre total,
VPM, PDW y curva de distribucién de tamanos
plaquetarios (histograma). Para los conteos celulares, éste
aparato utiliza la tecnologia basada en la medida del ta-
manio celular por impedancia. El sistema estuvo sometido
a programas de control de calidad. En las muestras
anticoaguladas con citrato, el conteo de plaquetas fue co-
rregido debido a la dilucién de la muestra. El conteo de
plaquetas corregido fue caleulado aplicando la siguiente
formula, a partir de las cifras de hemoglobina (Hb) en
EDTA y en citrato y el conteo de plaquetas obtenido
automaticamente (11);

Plaquetas-citrato _ HbRDTA plaquetas-citrato
corregidas . L obtenidas

Los histogramas de distribucion plaquetaria y
leucocitaria fueron analizados en todos los tiempos eva-
luados.

El conteo de plaquetas basal fue realizado en cdmara a
partir de sangre obtenida por puncidn del pulpejo del dedo
en un microscopio con el condensador bajo. Por otro lada,
en los distintos intervalos de tiempo se realizaron frotis
sanguineos a partir de las muestras anticoaguladas y que
fueron coloreados con May Grunwald-Giemsa para evaluar
la presencia y tamano de agregados plaquetarios.

Los resultados fueron expresados como media + ES y
analizados mediante la prueba “t” de Student para datos
no apareados.

RESULTADOS

Los valores medios del conleo de plaquetas en
camara e iniciales (tiempo 0 min.) con EDTA, heparina
o citrato no mostraron variacidn significativa (Tabla
I). El PCT y el VPM iniciales en muestras con citrato
fueron menores (p < 0,05) respecto a los valores de las
muestras con EDTA o heparina, mientras que el PDW
fue similar con los tres anti-coagulantes.

Durante el periodo de conservacién de las mues-
tras, el conteo de plaguetas en las muestras con EDTA
v citrato se mantuvo constante mientras que en las
muestras con heparina hubo una disminucién progre-
siva (Figura 1). En este ultimo caso, se constataron
agregados plaquetarios en los frotis, perfiles de
histogramas y alarmas leucocitarias (Figura 2). Ade-
mas, se observé un leve incremento del nimero de
leucocitos.

El PCT en las muestras con EDTA evidencié un
aumento a los 15 min. que se mantuvo durante lodo
el periodo de evaluacién, mienlras que en las mues-
tras con heparina hubo una progresiva disminucién
y en las muestras con citralo se mantuvo constante
(Figura 1).

El VPM en las muestras con EDTA manifesté un
aumento progresivo desde los 15 min. que se
estabilizé a partir de las 2 hs. Con heparina hubo un
aumento sostenido del VPM desde los 15 min. mien-

Tabla 1. Conteo de plaquetas en cimara e indices plaquetarios en sangre con
EDTA, Heparina o Citrato al momento de la obtencién de las muestras
{tiempo 0 min.).

Muestra Plaquetas PCT VPM rPow
(x 10*/L) (%) (fL) (%)
EDTA 300+ 29 0,16 + 0,01 5402 179 =03
Heparina M = 48 0,17 = 0,02 53203 182 + 04
Citrato 270+ 24 011 =001* 44+02¢ 178 + 0.4
Sangre capilar 275 + 36 = - -

Datos expresados como media = ES.
* p < 0,05 respecto a muestras con EDTA y con Heparina.
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Figura 1. Varucidn del conteo de plaquetas (A) y plaguetocrito (B) en sangre con EDTA (W), heparing (#) o

citrato (@) durante la conservaciin de las muesiras. " p < 0,05 respecto a muestras con EDTA. 8 p < 0,05
respecto @ tiempo O min. © p < 0,05 respecto a muestras con EDTA y heparina,
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Figura 2. Perfiles del Hemograma en sangre con heparina a tiempo 0 hs (A), 1 hs (B) y 5 ks (C). Las flechas indican
la rariacién del nimero de plaguetas e histogramas leucocitario y plaquetario,
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Figura 3. Modificacidn del VPM (A) y PDW (B) en sangre con EDTA (M), heparina (A} o citrato (@) durante la
conservacion de las muestras. * p < 0,03 respecto a tiempo 0 min. # p < 0,05 respecto a Hempo 15 min. Bp <005
respecto a muestras con EDTA y con heparina.
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Tabla II. Porcentajes de incremento medio del VPM
respecto al valor basal durante la conservaciin de sangre
con EDTA o con Heparina.

Muestras Tiempo (min.)
30 60 120 180 240 300
EDTA 17 22 28 29 29 28

Heparina 21 21 19 17 13 11

tras que con citrato se mantuvo constante (Figura 3).
La Tabla Il muestra los porcentajes de incremento del
VPM en las muestras con EDTA y heparina en los
distintos tiempos de evaluacion.

El PDW en las muestras con EDTA y citrato se
mantuvo constante, mientras que con heparina hubo
un aumento sostenido desde los 15 min.

DISCUSION

La automatizacidn ha introducido importantes
avances en el conteo numérico de las células sangui-
neas asi como en la determinacién del tamafio de las
células y su distribucién. El reconocimiento de los
efectos producidos por los anticoagulantes sobre las
células sanguineas es muy importante para evitar
diagnosticos errdneos e inapropiadas medidas tera-
péuticas. En este trabajo evaluamos el efecto de los
anlicoagulantes mads utilizados en los anilisis
hematoldgicos de rutina sobre el nimero de pla-
quetas y los indices plaquetarios. La mayoria de los
estudios previos que han evaluado indices plaque-
tarios han sido referidos principalmente al efecto de
los anticoagulantes sobre el VPM y utilizando siste-
mas Coulter. En este trabajo, extendimos la evaluacidn
a todos los indices plaquetarios utilizando otro instru-
mento.

El niimero de plaquetas se mantuvo constante
durante el periodo de conservacion de la sangre
anticoagulada con EDTA o con citrato. Con respecto
al EDTA, se ha determinado que la estabilidad del
nimero de plaquetas es similar en sangre anticoa-
gulada con distintas sales de EDTA (12). En las mues-
tras con citrato, los valores medios fueron menores
respecto al EDTA y este comportamiento puede ser
debido a la dilucién de la muestra o al analizador
utilizado (13). Sin embargo, Perrota G y col. (14) han
sugerido el uso del citrato sédico debido a que mues-
tra excelente concordancia con el EDTA luego de la
aplicacién de un factor de correccidn por la dilucién
utilizada. Durante la conservacién de las muesiras los
valores de plaquetas en las muestras con citrato se
mantuvieron constantes. Con ambos anticoagulantes
hay que estar prevenido del fenémeno de
pseudotrombocitopenia inducida por anticoagulantes

que en nuestro caso no fue evidenciado posiblemen-
te debido al reducido niimero de pacientes evaluados
ya que su incidencia es baja (0,1 a 1,9 %) (15,16). Con
heparina hubo una disminucién progresiva del niime-
ro de plaquetas como consecuencia de la formacién
de agregados plaquetarios que fueron evidenciados en
los histogramas y por el aumento del nimero de
leucocitos. La formacidn de agregados plaquetarios
inducida por anticoagulantes dificulta el reconoci-
miento de las plaquetas y conduce a una subestima-
cién del conteo de plaquetas por los analizadores. El
tamafio de éstos agregados puede mimetizar a los
leucocitos y condicionar una pseudoleucocitosis (17).
Existe informacién contradictoria sobre el uso de la
heparina. En algunos casos se ha observado el fen6-
meno de agregacién (9,17) mientras que en otros ca-
sos se recomienda su uso como anticoagulante alter-
nativo (16). Nuestros resultados no permiten confir-
mar su recomendacion.

Con respecto al efecto de los anticoagulantes so-
bre los indices plaquetarios, el EDTA indujo un au-
mento del VPM durante las dos horas posteriores a
la obtencidn de la sangre y luego se estabilizé. Este
hallazgo coincide con el de Small y Bettigole (6) pero
no con los de otros autores (18-20) quienes informa-
ron que el aumento del VPM se estabiliza a los 60 min.
El EDTA induce un cambio en la forma de las
plaquetas de discoide a esférica y segiin nuestros re-
sultados este efecto es mas acentuado durante las dos
primeras horas por lo que las muestras deben ser eva-
luadas pasado este tiempo. Concomitantemente hubo
un aumento del valor PCT con PDW constante. El
citrato sédico fue el anticoagulante con menos efecto
sobre el VPM. La heparina produjo un aumento del
VPM y PDW pero asociado a una disminucién del
valor PCT consecuencia de la formacién de agregados
que son falsamente enumerados como leucocitos lo
que imposibilita su uso para evaluar éstos pardmetros.
Estos hallazgos indican que, segtin el anticoagulante
utilizado, el indice plaquetario mas afectado es el
VPM que condiciona una modificacién del PCT.

Ademas del efecto de los anticoagulantes que he-
mos evidenciado en este trabajo, la tecnologia utiliza-
da puede introducir variaciones en los indices
plaquetarios (21). 5i bien la comparacién entre distin-
tos analizadores no ha sido el objeto de este estudio,
se ha determinado una variabilidad de los valores de
los indices plaguetarios que depende del tipo de ana-
lizador utilizado. A este respecto, Schrezenmesier y col.
(13) han informado que el nimero de plaquetas en
personas sanas es significativamente diferente durante
el tiempo de conservacién de las muestras entre dos
analizadores diferentes. Ademads, los valores de PDW
y del VPM difieren segiin la tecnologia utilizada de
forma que los resultados no son comparables (22).
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Tomados en su conjunto, nuestros resultados y los
informados en la literatura indican la necesidad de
establecer, en primer lugar, las condiciones dptimas
para la obtencién de la sangre y seguidamente obte-
ner valores de referencia de los fndices plaquetarios
para el analizador utilizado. Podemos concluir que
para la obtencion de la sangre, el citrato sddico es el
anticoagulante mas conveniente para evaluar indices
plaquetarios, pero en caso de utilizar el EDTA se debe
estandarizar el tiempo de andlisis de las muestras para
obtener resultados comparables especialmente al eva-
luar VPM. La heparina produce marcadas modifica-
ciones de los indices plaquetarios lo que imposibilita
SU USO.

Para la evaluacidn de las plaquetas resulta impres-
cindible realizar sistemdticamente una observacién
microscdpica del frotis de sangre para hacer una esti-
macién del niimero y morfologia de las plaquetas y
eventualmente confirmar o no el conteo automatiza-
do con el conteo por microscopfa. Ademds, el
histograma de distribucién plaquetaria y los cidigos
de alarma constituyen parametros para el control de
calidad del sistema ya que permiten descartar aque-
llos conteos en los que la grifica se encuentre
distorsionada o aparezcan seiiales de alarma.
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