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Resumen

Este documento tiene como objetivo establecer estandares para la inter-
pretacion de los frotis de sangre periférica (FSP), unificar los criterios de
informe para las series blanca, rojay plaquetaria y ofrecer recomendaciones
claras para su descripcion. Las directrices fueron elaboradas por consenso
a través de la Red de Hematologia de los Hospitales del Gobierno de la Ciu-
dad de Buenos Aires, Argentina (GCBA), tras analizar los resultados de una
encuesta realizada a los laboratorios participantes. Esta encuesta permitié
identificar diferencias en la terminologia y los formatos utilizados en los
informes bioquimicos de los FSP. El documento promueve un enfoque inte-
gral que combina la descripcion cualitativa y cuantitativa de las caracteris-
ticas morfolégicas, con el objetivo de mejorar la precision y uniformidad de
los informes de laboratorio. Ademas, incluye definiciones claras de términos
relevantes para facilitar una interpretacién estandarizada y un protocolo de
investigacién del fendmeno de pseudotrombocitopenia por EDTA. Se desta-
ca la importancia de la experiencia profesional en la observacién del frotis,
asi como la necesidad de que cada laboratorio adapte y valide los criterios
segun las particularidades de su poblacién.

Palabras clave: Sangre periférica; Frotis; Morfologia; Eritrocitos; Leucoci-
tos; Plaquetas

Peripheral blood morphology: recommendations and re-
porting criteria. Version 1. 2024

Abstract

This document aims to establish standards for the interpretation of pe-
ripheral blood smears (PBS), unifying reporting criteria for the white, red,
and platelet series and providing clear recommendations for their descrip-
tion. The guidelines were developed by consensus through the Hematology
Network of the Hospitals of the Government of the City of Buenos Aires,
Argentina (GCBA), after analysing the results of a survey conducted among
participating laboratories. This survey helped identify differences in termi-
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nology and the formats used in PBS biochemical reports. The document promotes a comprehensive
approach that combines the qualitative and quantitative description of morphological characteristics
to improve the accuracy and consistency of laboratory reports. Additionally, it includes clear defi-
nitions of relevant terms to facilitate a standardised interpretation and a research protocol for the
phenomenon of EDTA-induced pseudothrombocytopenia.The importance of professional experience
in smear observation is emphasised, as well as the need for each laboratory to adapt and validate the
criteria according to the specific characteristics of its population.

Keywords: Peripheral blood; Morphology; Red blood cells; Platelets; White blood cells; Smears

Morfologia do sangue periférico: recomendagoes e criterios de relatério. Ver-
sgo 1. 2024

Resumo

Este documento tem como objetivo estabelecer padroes para a interpretacdo dos esfregagos de san-
gue periférico (ESP), unificar os critérios de relatdrio para as séries branca, vermelha e plaquetaria, e
oferecer recomendagées claras para sua descricdo. As diretrizes foram elaboradas por consenso atra-
vés da Rede de Hematologia dos Hospitais do Governo da Cidade de Buenos Aires, Argentina (GCBA),
apos a analise dos resultados de uma pesquisa realizada aos laboratdrios participantes. Essa pesquisa
permitiu identificar diferencas na terminologia e nos formatos utilizados nos relatérios bioquimicos
de ESP. O documento promove uma abordagem integral que combina a descrigdo qualitativa e quan-
titativa das caracteristicas morfoldgicas, com o objetivo de melhorar a preciséo e a uniformidade dos
relatdrios laboratoriais. Além disso, inclui definicdes claras de termos relevantes para facilitar uma
interpretagdo padronizada e um protocolo de pesquisa do fenémeno de pseudotrombocitopenia por
EDTA. Destaca-se a importancia da experiéncia profissional na observagdo do esfregago, bem como
a necessidade de que cada laboratdrio adapte e valide os critérios de acordo com as particularidades

de sua populagéo.

Palavras-chave: Sangue periférico; Esfregaco; Morfologia; Eritrocitos; Leucdcitos; Plaquetas

Introduccién

La evaluacion de la morfologia de las células sangui-
neas en frotis de sangre periférica (FSP) es una practi-
ca esencial en los laboratorios de hematologia, ya que
permite la identificaciéon de alteraciones cualitativas y
cuantitativas que pueden ser indicativas de diversas pa-
tologias.

A nivel global existe una considerable variabilidad
en la evaluacion del frotis sanguineo, las practicas de
informe y la terminologia utilizada para describir las
anomalias morfologicas. La estandarizacion en la no-
menclatura, gradacion e informe de células anormales
observadas en la revision del FSP y el recuento diferen-
cial manual es fundamental para garantizar la preci-
sion, reproducibilidad y comparabilidad de los resulta-
dos entre distintos laboratorios.

Con este prop6sito, en 2015 la International Society
for Hematology (ISH) publicé una serie de recomenda-
ciones para establecer un estandar global en la clasi-
ficacion y el informe de anomalias morfolégicas en
sangre periférica (1). Estas directrices buscan propor-
cionar un marco comun para los profesionales que
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realizan andlisis hematolégicos, asegurar uniformi-
dad en los informes y facilitar la interpretacion de los
resultados.

A nivel regional, en Chile, el Instituto de Salud Pu-
blica publicé la guia “Recomendaciones para la inter-
pretacion del hemograma: serie roja, blanca y plaqueta-
ria”, cuya ultima actualizacion data de 2023 (2).

En la Argentina, la Red de Hematologia del Gobier-
no de la Ciudad de Buenos Aires (GCBA) retune a re-
presentantes de los sectores de Hematologia y Hemos-
tasia de los laboratorios del sistema de salud publica.
Esta red mantiene reuniones mensuales para abordar
temas técnicos y actualizar conocimientos en la disci-
plina. La redacciéon de la presente guia surgié como
respuesta a la necesidad de estandarizar los informes
de morfologia de sangre periférica en los distintos hos-
pitales que conforman la red.

Palmer et al. (1) han senalado una marcada variabi-
lidad en los informes hematol6gicos y en la terminolo-
gia empleada, lo que pone de manifiesto la necesidad
de unificar los criterios utilizados en la confeccion de
los informes de laboratorio en el area de Hematologia.
En la misma linea, Constantino advirtié que la falta de



consenso en los sistemas de graduacion utilizados para
informar la serie roja puede derivar en informes confu-
sos e inconsistentes (3).

Estas observaciones motivaron una instancia de re-
flexion en las reuniones mensuales de la Red de Labo-
ratorios de Hematologia del GCBA.

En 2023 se elaboré una encuesta dirigida a los 23
hospitales que integran la Red Lab-Area Hematologia
del GCBA. La misma incluy6 23 preguntas orientadas
a relevar las practicas en la realizacion del FSP y en el
informe de alteraciones morfolégicas de eritrocitos,
leucocitos y plaquetas.

Los resultados de la encuesta evidenciaron discre-
pancias significativas, tanto en la técnica de realiza-
cion del extendido, como en la modalidad del infor-
me (cualitativa o cuantitativa) y en la terminologia
empleada. Ante esta situacion, se reviso la bibliografia
disponible sobre consensos internacionales y opinio-
nes de expertos, lo que llevo a la conclusion de que era
necesario elaborar una guia de consenso con criterios
unificados de informe, adecuados a las particularida-
des y recursos de la region.

Etapa preanalitica

Para realizar un FSP de calidad y lograr una correc-
ta interpretacion de los hallazgos, es imprescindible
partir de una muestra adecuadamente recolectada. La
verificacion rigurosa de la identidad del paciente y el
cumplimiento estricto, por parte del personal extrac-
cionista, de los lineamientos institucionales para la ex-
traccion y de la distribucion de las muestras, son pasos
fundamentales del proceso.

Asimismo, la preparacion y observacion del frotis de-
ben ser llevadas a cabo por profesionales capacitados
que aseguren la calidad tanto en la confeccion del ex-
tendido como en su tincién. La visualizacion del FSP
requiere una seleccion previa de las muestras basada en
criterios de revision establecidos en la literatura cientifi-
ca. Estos criterios fueron adaptados en 2015 por la Red
Lab-Area Hematologia, y es responsabilidad de cada
laboratorio validar su aplicaciéon de acuerdo con las ca-
racteristicas de su poblacién atendida (4).

Preparacion de los frotis sanguineos

Para una evaluacion morfologica precisa, es esencial
una técnica adecuada de preparacion de los frotis. Esto
garantiza una distribucién homogénea de los elemen-
tos sanguineos y minimiza la formaciéon de artefactos.

Idealmente, los FSP se deben realizar sin anticoagu-
lante, utilizando una gota de sangre extraida de una
jeringa o mediante puncién capilar. También es acep-
table utilizar sangre de un tubo con EDTA K2, en una
proporcién de 1,5-2,2 mg por mL de sangre. El uso de
heparina no se recomienda, ya que puede causar la for-
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macion de agregados plaquetarios que interfieren con
la interpretacion morfolégica de las plaquetas y el re-
cuento estimado de las mismas.

Debido a que las alteraciones morfolégicas pueden
comenzar a aparecer a partir de los 30 minutos de la
extraccion de sangre (como equinocitos y hematies frag-
mentados en la serie roja, variaciones degenerativas en
neutré6filos y cambios en los linfocitos), se sugiere que el
extendido se realice dentro de las dos horas posteriores
a la extraccion. El frotis puede hacerse de forma manual
o mediante métodos automaticos.

Preparacion manual del extendido

Para obtener un extendido adecuado, la muestra
sanguinea debe ser homogeneizada mediante al menos
diez inversiones manuales o agitada en un homogenei-
zador durante al menos 2 minutos con agitacion suave.
La extension debe tener una longitud de aproximada-
mente 3 cm, con una zona gruesa (cabeza), una zona
fina al final, y una zona ideal de observacion entre am-
bas, donde los glébulos rojos estén equilibradamente
distribuidos. La extensiéon no debe ser ni demasiado
gruesa ni demasiado fina. Esto se logra usando portaob-
jetos de vidrio limpios y ajustando el angulo del por-
taobjetos extensor a aproximadamente 30°-40°, ademas
de variar el tamano de la gota y la presion y velocidad
durante el extendido (5).

La correcta confeccion de un FSP depende en gran
medida de ciertas caracteristicas fisicoquimicas y celula-
res de la sangre. Estas pueden influir en la calidad del
extendido, la distribucion de las células y la interpreta-
cion morfologica. A continuacion se detallan las princi-
pales caracteristicas que impactan en la confeccion del
frotis:

® Hematocrito: muestras de pacientes con anemia
pueden provocar un frotis mas extendido y con
menor contenido celular; por el contrario mues-
tras de pacientes con poliglobulia pueden produ-
cir frotis mas concentrados y con acumulaciéon
celular.

e Viscosidad: una muestra con elevada viscosidad
(ya sea por aumento de contenido lipidico y/o de
paraproteinas) puede provocar la confeccion de
frotis irregulares o grumosos.

® Una leucocitosis marcada puede causar distribu-
cion irregular de las células blancas en el frotis.

Los extendidos deben secarse a temperatura am-
biente de forma espontanea, idealmente durante 30
minutos, y la tincién debe realizarse lo antes posible
(nunca después de 24 horas), ya que el plasma en la
muestra puede interferir con el proceso de tincién al
generar un fondo azul (Fig. 1).

Acta Bioquim Clin Latinoam 2025; 59 (4): 221-302



294 Cambiazzo SS et al.

Gola de songre

-
. ﬂ/
Aproximac|dn
30-40°
4 - |
Contosto

Dosplazamionlo

Zonoidedl

Zonn de knfocitos
1

Ongan

_—
Sentido de
Io otansion

Figura 1. Procedimiento de realizacién de extendido de sangre periférica

A la izquierda se ilustra como debe realizarse el extendido. A la derecha se observa un extendido correctamente confeccionado, con sus
correspondientes zonas; en lineas punteadas se esquematiza la guarda estrecha a realizar al momento de la observacién microscopica

Tincién
La técnica de tincién mas utilizada y recomendada

por los programas de control de calidad externo es la
de May-Griinwald Giemsa.

1. May-Grinwald: 3 minutos (puede reemplazarse
por metanol)

2. Lavar con agua de la canilla

3. Giemsa 1/10 con agua de la canilla: 13-15 minutos

4. Lavar con agua de la canilla

La tincion del frotis debe realizarse en un medio con
pH adecuado, idealmente pH 6,8, para asegurar una
correcta diferenciacion de los componentes celulares.
Se recomienda, siempre que sea posible, verificar el pH
de trabajo antes de iniciar el procedimiento. En caso de
que no se encuentre dentro del rango 6ptimo, debe uti-
lizarse una solucion buffer de Sérensen para ajustarlo.

Un pH acido (menor de 6,8) puede generar una tin-
cién excesivamente rojiza, lo que ocasiona pérdida de
contraste nuclear y dificulta la interpretacién morfol6-
gica. En cambio, un pH alcalino (mayor de 6,8) tiende
a producir una tinciéon azulada, con sobrecarga de los
nucleos y pérdida de definicion del citoplasma, lo que
compromete la evaluacién adecuada del extendido.

Observacion del frotis

El frotis debe ser examinado inicialmente con un au-
mento intermedio (objetivo de 10X a 20X) para evaluar
la distribucion celular y la tincién. Se deben buscar ele-
mentos celulares anormales, como blastos o glébulos ro-
jos nucleados, la presencia de parasitos sanguineos, distri-
bucién anormal de glébulos (por ejemplo, en presencia
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de crioaglutininas), alteraciones cuantitativas como el pre-
dominio de algtn tipo celular, aglutinacion de leucocitos
o presencia de agregados plaquetarios (5) (6) (7).

El area ideal para el analisis morfologico es aquella
donde los eritrocitos no se superpongan y no haya lagu-
nas o zonas vacias, sino donde los glébulos rojos estén
separados y se observe el halo central. Se recomienda
el uso del objetivo de aumento medio (40X) para el es-
tudio general y del objetivo de inmersiéon (100X) para
observar detalles finos, como inclusiones eritrocitarias,
leucocitarias o parasitos.

Recomendaciones para la serie blanca

Se recomienda utilizar un enfoque cuantitativo o
porcentual en aquellos casos en los que se desea re-
saltar la cantidad de una subpoblacién leucocitaria
especifica y relevante, como los linfocitos reactivos o
atipicos (2).

En contraste, el informe cualitativo o el formato de
cruces son mas adecuados para describir alteraciones
que no se prestan a una cuantificacion precisa. Este en-
foque es ideal para registrar cambios morfolégicos se-
micuantificables como la presencia de neutréfilos con
granulaciones gruesas o hipersegmentados (Tabla I).

Tabla |. Recomendaciones para la serie blanca: informe
cualicuantitativo y su interpretacion

Cualitativo Cuantitativo Interpretacion
+ Hasta un 10% Escaso
++ Entre un 10% y un 30% Moderado/regular
+++ Mayor de 30% Abundante




Ademas, se puede incluir la identificacion de granu-
locitos inmaduros en el informe, como los mielocitos
eosinofilos.

1. Alteraciones cualitativas en neutrdfilos (ver Anexo 1).
Recomendaciones para el informe

Alteraciones morfologicas del citoplasma

I.  Granulaciones gruesas: en lugar de utilizar el tér-
mino “granulaciones toxicas” se sugiere emplear
el término “granulaciones gruesas”. Este ultimo
describe con precision la morfologia de las gra-
nulaciones sin connotaciones clinicas que pue-
dan resultar confusas para quien recibe el infor-
me. Indicar el grado. Es relevante a partir de ++.

II. Cuerpos de Dohle: indicar el grado. Es relevante
a partir de ++.

III. Neutréfilos hipogranulares: indicar el grado. Es
relevante a partir de ++.

IV. Vacuolas citoplasmaticas: se observan vacuolas
citoplasmaticas en neutrofilos. Indicar el grado.
Es relevante a partir de ++.

Alteraciones morfologicas del nicleo

I.  Hipersegmentacion: indicar presencia: “Se
observan neutrofilos hipersegmentados”.

II. Pelger-Hiiet: indicar el porcentaje de la ano-
malia en funcién de la poblaciéon de neutrofi-
los acompanado de descripcion morfolégica:
“Del total de neutréfilos, un x% presenta hi-
posegmentaciéon nuclear simétrica”.

III. Pseudo-Pelger-Huet: Indicar el porcentaje de
la anomalia en funcién de la poblacion de
neutrofilos acompanado de una descripcion
morfolégica: “Del total de neutréfilos, un x%
presenta hiposegmentaciéon nuclear”.

2) Alteraciones cualitativas de los linfocitos. Recomen-
daciones para el informe

I.  Linfocito reactivo: cuando se identifiquen
linfocitos reactivos en una proporciéon rele-
vante, se debe indicar su presencia e incluir
el porcentaje correspondiente dentro del di-
ferencial. Especificamente, informar cuando
los linfocitos reactivos representan una pro-
porcién igual o mayor al 5% del total de los
glébulos blancos.

II. Linfocitos granulares: informar cuando se en-
cuentran en un 10% o mas de los glébulos
blancos totales.

III. Linfocitos atipicos: cuando se identifiquen
linfocitos atipicos, se debe indicar su presen-
cia incluyendo el porcentaje de esta pobla-
cion en el diferencial, asi como proporcionar
una descripcion detallada de su morfologia.
Se recomienda utilizar el término “elementos
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linfoides atipicos” para referirse a estas célu-
las, junto con una descripcion especifica de
sus caracteristicas morfologicas.

3) Blastos: Recomendaciones para el informe

Informar % de blastos o en el caso de dudas, “se ob-
serva x% de células inmaduras” y describir morfologia.
Agregar la leyenda: “Se sugiere consultar con el Servicio
de Hematologia”.

Se establece un orden de informe de las caracteristicas ce-
lulares de linfocitos atipicos y blastos o células inmaduras

Recomendaciones para la descripcion de la
morfologia (Tabla I1)

1) Tamano celular: grande, mediano, pequeno.
2) Relacién nucleo/citoplasmatica: elevada, baja.
3) Nucleo:
a) Tamano y forma: grande, mediano, peque-
no, irregular
b) Tipo de cromatina: regular o irregular/laxa
o condensada. Presencia de nucléolo/s
c) Posicion: central, excéntrico
4) Citoplasma:
a) Cantidad: abundante, escaso
b) Grado de basofilia: ligera o intensamente
basofilo
¢) Granulaciones: fina o gruesa. Agranular.
Color
d) Forma: mamelones, proyecciones
5) Presencia de inclusiones citoplasmaticas: bas-
tones de Auer, inmunoglobulinas, estructuras
tubulares, vacuolas, granulos azurofilos.
6) Sombras de Gumprecht: artefacto producido
por la fragilidad mecanica del linfocito frente
a la extension del frotis. La presencia de som-
bras de Gumprecht debe informarse en forma
semicuantitativa. En casos donde haya un gran
numero de elementos lisados, se recomienda
utilizar el diferencial automatizado. Alternati-
vamente, durante la observacién microscopi-
ca, cada sombra de Gumprecht puede consi-
derarse como un linfocito para una evaluacion
mas precisa.

Ejemplo de informe de blastos o células inmaduras

Se observan blastos o células grandes, con eleva-
da relaciéon nucleo/citoplasma, nucleo irregular con
presencia de nucléolos. Puede agregarse si se observa
aspecto monocitoide.

La presencia de bastones de Auer define el linaje
mieloide.

® Promielocitos neoplasicos: elementos de tamano

mediano, con elevada relacion nucleo/citoplas-
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ma, nucleo excéntrico bilobulado con cromatina
laxa. Citoplasma granular con multiples bastones
de Auer y moderada basofilia. Morfologia compa-
tible con promielocitos (8).

Tabla Il. Recomendaciones especificas para el informe
de linfocitos atipicos

Sindrome Recomendacioén especifica
linfoproliferativo de informe
Leucemia Linfocitos de tamafio pequefio con escaso
linfocitica crénica | citoplasma. Nucleo redondo con cromatina
(LLC) grumosa condensada en damero, elevada re-

lacién nucleo/citoplasma (*).
Indicar el grado de sombras de Gumprecht.

Tricoleucemia Linfocitos de tamafio mediano, abundante
citoplasma con basofilia leve y mdltiples pro-
yecciones en toda su circunferencia, ntcleo
ovalado/arrifionado excéntrico. Baja relacion
nucleo/citoplasma.

Linfoma del manto | Linfocitos de tamafio mediano a pequefio, es-
leucemizado caso citoplasma con elevada relacién nicleo/
citoplasma, con presencia de hendiduras nu-
cleares en forma de “boca de pez”.

Linfoma folicular Linfocitos de tamafio pequefio, escaso cito-
leucemizado plasma y con ligera basofilia, ndcleo crivado
con cromatina condensada, elevada relacién
nucleo/citoplasma.

Linfoma marginal | Linfocitos de tamafio pequefio, escaso cito-

esplénico plasma y con moderada basofilia con proyec-
leucemizado ciones polares, nicleo clivado con cromatina

grumosa, elevada relacion nicleo/citoplasma.
Sindrome de Linfocitos de tamafio mediano, escaso cito-
Sézary plasma y con ligera basofilia, ntcleo cerebri-

forme con cromatina grumosa, elevada rela-
cién nicleo/citoplasma.

Leucemia linfoma | Linfocitos de tamafio mediano, moderado con
T del adulto citoplasma y con moderada basofilia, ntcleo
multilobulado con cromatina grumosa, mode-
rada relacion nucleo/citoplasma.

(*) Considérese baja relacién nucleo/citoplasma cuando el nlcleo ocupa me-
nos del 80% de la célula y alta cuando ocupa maés del 80%.

Recomendaciones para la serie roja. Generalidades

Para informar la morfologia de la serie roja existen 6
aspectos importantes a tener en cuenta: tamano, color,
forma, inclusiones, disposiciéon u ordenamiento y pre-
sencia de globulos rojos nucleados:

Tamario

e Anisocitosis: Es la variacion en el tamano celular
dentro de la poblacién de glébulos rojos. Se ve re-
flejado en un aumento del ancho de distribucion
eritrocitaria (ADE).
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® Macrocitosis: si el volumen corpuscular medio (VCM)
>100 fL: deficiencia de 312/ acido félico, enferme-
dad hepatica, sindrome mielodisplasico (SMD), etc.

e Microcitosis: st VCM <80fL: deficiencia de Fe, tala-
semia.

* Dimorfismo: presencia de doble poblacién eritro-
citaria: SMD, postransfusion, anemia ferropénica
en tratamiento.

Color

e Anisocromia: variacion en la distribucion del conte-
nido de hemoglobina.

* Hipocromia: halo central claro >1/3 del diametro
del globulo rojo.

¢ Policromatofilia: presencia de eritrocitos con colo-
racion gris azulada.

Poiquilocitosis (variacion en la forma de los eritrocitos)
e Acantocitos.

® Bile cells o queratocitos

e Blister cells o excentrocitos

¢ Equinocitos o células crenadas o crenocitos
¢ Células irregularmente contraidas

¢ Eliptocitos

e QOvalocitos

¢ Esquistocitos

¢ Drepanocitos

e Esferocitos

e Estomatocitos

o Target cells o dianocitos

e Dacriocitos

e Xerocitos

Inclusiones

* Cuerpos de HowellJolly

e Punteado basofilo

¢ Cristales de hemoglobina

® Microorganismos: Plasmodium spp., Babesia spp.,
otros

Anillos de Cabot

Cuerpos de Pappenheimer

Disposicion

e Aglutinacion: glébulos rojos agregados como raci-
mo de uva de mas de 5 glébulos rojos.

® Rouleaux: globulos rojos agregados en pila de mo-
neda

Presencia de globulos rojos nucleados o eritroblastos

Se informan como porcentaje encontrado en el fro-
tis por cada 100 gl6bulos blancos. Si el equipo no realiza
el recuento diferencial, se debe realizar una correccion
del recuento de glébulos blancos totales segun:

Rto. g. blancos corregidos:

Rto. g. blancos de contador x 100
(100 + % eritroblastos por frotis)




Recomendaciones para el informe de la serie roja
(ver Anexo 1)

Se recomienda informar las alteraciones en el si-
guiente orden:

1) Variaciones de tamano (anisocitosis)

2) Tamano predominante (microcitosis y/o macro-
citosis)

3) Cromia (anisocromia, hipocromia, policromato-
filia)

4) Formas: poiquilocitosis relevantes

5) Presencia de eritroblastos, inclusiones eritrocita-
rias, cristales y hemoparasitos

Segun el International Council for Standardization in
Haematology (ICSH) (1) se deben utilizar los parame-
tros generados por los autoanalizadores para informar
las anormalidades morfolégicas. Dichos parametros a
tener en cuenta son: VCM, hemoglobina corpuscular
media (HCM), amplitud de distribucién eritrocitaria
(ADE) o red cell distribution width (RDW) e histogramas
de distribucion de tamano (Tabla III).

Tabla Ill. Correlacion entre indices hematimétricos e informe
de morfologia

Grado Normal + ++ +++

indice
VCM (fl) 80-99

Microcitosis — 70-79 60-69 | <60

Macrocitosis — 100-109 110-110{>120
HCM (pg) 28-32

Hipocromia — 22-27 16-21 | <15
ADE o RDW 11,5-14,5

Anisocitosis — 15-18 19-22 | >23
POIQUILOCITOSIS Hasta 5/campo | 6-15 | >15

Puede utilizarse la concentracion de hemoglobi-
na corpuscular media (CHCM) como indice de hipo-
cromia pero la HCM es el indice recomendado por el
ICSH por ser medida directa de la concentracion de
hemoglobina por glébulo rojo.

La graduacion cuanti o semicuantitativa de las ano-
malias aporta informacion ttil sobre la severidad de la
anemia como también ayuda en el diagnéstico diferen-
cial.

Se consensua informar de manera semicuantitativa:
leve (+), moderada (++), marcada (+++).

Para el informe de las distintas formas se debe con-
siderar el namero promedio de elementos presentes
por campo luego de observar 5 campos de 200 glébulos
rojos cada uno aproximadamente y asignar los grados
segun los siguientes parametros:
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Tabla IV. Graduacién de alteraciones morfolégicas
(contar 5 campos de 200 elementos)

Grado
Forma Normal + ++ +++
Esferocito 0 1-5 6-15 >15
Acantocito 0 1-5 6-15 >15
Drepanocito 0 1-5 6-15 >15
Esquistocito 0 1-5 6-15 >15
Dacriocito 0-1 2-5 6-15 >15
Eliptocito 0-1 2-5 6-15 >15
Crenocito 0-1 2-5 6-15 >15

Esquaistocitos o esquizocitos

Fragmentos de glébulos rojos producidos por dano
mecanico extrinseco dentro de la circulacién.

Un porcentaje de esquistocitos >1% es un indicador
citomorfolégico importante para el diagnostico de la
microangiopatia tromboética (MAT) en adultos. Los re-
sultados deben expresarse como porcentaje del recuen-
to de al menos 1000 glébulos rojos en areas 6ptimas del
FSP. Su evaluacion cuantitativa debe ser informada sé6lo
cuando sea la anormalidad morfolégica dominante.
Tiene un alto valor predictivo negativo (VPN).

Recomendaciones de la ICSH para identificacion y
cuantificacién de esquistocitos (9)

1) Contar al menos 1000 glébulos rojos.

2) Se debe realizar el recuento cuando se sospecha
un cuadro de MAT que cause dano mecanico en
el glébulo rojo (generalmente con trombocitope-
nia) y sea la principal anormalidad morfolégica.

3) Los esquistocitos deben ser identificados por cri-
terios morfolégicos mas especificos.

* Son mas pequenos que los glébulos rojos in-
tactos.

e Pueden tener diferentes formas: medialuna,
cuerno, queratocitos o microesferocitos (sélo en
presencia de otras formas mencionadas) (10).

e El recuento >1% en adultos y neonatos y ma-
yor de 5% en prematuros debe ser considerado
diagnostico de MAT.

¢ El recuento automatizado de glébulos rojos
fragmentados se debe considerar un dato tutil y
complementario a la observaciéon del FSP ya que
provee un resultado rapido con un alto VPN.

Recomendaciones para la serie plaquetaria
(ver Anexo I11)

Se debe evaluar: nimero, tamano, contenido granu-
lar y distribucion.
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Niimero

Se sugiere verificar el nimero de plaquetas (PLT)
por estimacién por FSP cuando éstas son menores que
el valor de referencia.

Estimacion de plaquetas por frotis (Método de Fonio)

Contar el namero de plaquetas observadas cada mil
glébulos rojos (GR) (serian 4 o 5 campos en 1000X).
Calcular el namero promedio de PLT cada 1000 GR y
referirlos al recuento de GR del paciente.

N° promedio de PLT cada 1000 GR x N° de G
1000

N°de PLT:

Se puede aclarar como leyenda “plaquetas confirma-
das por frotis”.

Tamano

— Macroplaquetas: plaquetas de 4-7 pm de didmetro,
con forma redonda u ovalada y proyecciones cito-
plasmaticas finas. Se definen cuando su tamano es
mayor que Y del diametro de un GR. Es relevante
a partir de ++ (>10%). Informar solo presencia (no
graduar).

—  Microplaquetas: plaquetas con diametro <1 pm, con
forma redonda u ovalada. Es relevante a partir de
++ (>10%). Informar solo presencia (no graduar).

— Plaquetas gigantes: plaquetas con diametro entre 10
y 20 pm, redondas, ovaladas o estrelladas. El cito-
plasma presenta un tinte gris-baséfilo con granu-
los rojo purpura concentrados en el centro, lo que
confiere un aspecto de pseudonucleo. Diametro
similar o mayor que un GR. Es relevante a partir
de ++ (>10%). Informar presencia y graduacion.
Nota: utilizar el valor del volumen plaquetario
medio (VPM) como guia. Sin embargo, se debe
considerar que el VPM puede no estar disponible
0 no ser preciso en presencia de marcado dimor-
fismo plaquetario o de plaquetas gigantes.

— Dimorfismo plaquetario: informar la presencia de
dimorfismo plaquetario cuando se observa una
variabilidad significativa en los tamanos de las pla-
quetas.

Contenido granular

Plaquetas hipogranulares o agranulares: estas plaquetas
se observan en sindromes como el sindrome mielodis-
plasico (SMD) o el sindrome de plaquetas grises. Se
deben identificar y documentar adecuadamente en el
informe.

Distribucion

Satelitismo: presencia de plaquetas adheridas a neu-
trofilos, particularmente en presencia de EDTA.

Agregacion: identificacion de microcoagulos o feno-
meno de pseudotrombocitopenia por EDTA (ver pro-
tocolo de estudio).
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Nota: Si se observan plaquetas agregadas en el frotis,
especialmente en pediatria, se puede aclarar en el in-
forme con la observacion de “plaquetas normales por
frotis” sin el dato cuantitativo, antes de solicitar una
nueva muestra.

Protocolo para el estudio de pseudotrombocitope-
nia inducida por EDTA (11)

Objetivo

Determinar la presencia del fenémeno de pseudo-
trombocitopenia inducida por EDTA utilizando un an-
ticoagulante alternativo (citrato de sodio).

Fundamento

La pseudotrombocitopenia es una condicién en la que
el recuento de plaquetas registrado por el contador he-
matologico es significativamente menor que el nimero
real de plaquetas circulantes in vivo. Este fen6meno ocu-
rre in vitro debido a la aglutinacion de plaquetas en mues-
tras de sangre anticoagulada, generalmente con EDTA.
La aglutinacion es mediada por autoanticuerpos antipla-
quetarios que reconocen epitopes cripticos expuestos
en la glicoproteina IIb-IIla al separarse en presencia de
EDTA por la pérdida de uniones mediadas por Ca.

Extraccion

1. Obtener una muestra venosa, asegurandose de
evitar muestras inapropiadas (por ejemplo, pun-
cion traumatica, burbujas).

2. Separar en:
1 tubo con EDTA
1 tubo con citrato de sodio (no centrifugar)
1 frotis de punta de jeringa

3. Enviar las muestras inmediatamente a la seccion
correspondiente para su procesamiento.

Procesamiento

1. Incubar ambas muestras a 37 °C durante 10 mi-
nutos.

2. Realizar el recuento de plaquetas en el contador
hematolégico de manera rapida.

3. Colorear el frotis de punta de jeringa y preparar
frotis de sangre de los tubos con EDTA y citrato.

Correccion de resultados
Para informar el resultado del recuento de plaquetas
en sangre citratada se debe aplicar la siguiente correc-
cion:
Rto plaquetas (corregido) =
Hb (EDTA) x Rto plaquetas (citrato)
Hb (citrato)
— Sino se cuenta con el valor de Hb (EDTA), utilizar
el valor de Hb (citrato) multiplicado por 1,1 en esta
formula segun lo indicado por Perrota e al. (12).



Interpretacion
1. Observaciones en el frotis

e En el frotis realizado con EDTA se deben ob-
servar plaquetas agregadas.

¢ En el frotis realizado con citrato y en el frotis
de punta de jeringa, las plaquetas deben estar
bien distribuidas y el contenido debe ser gene-
ralmente normal.

2. Resultados del recuento

¢ Si el recuento plaquetario en el tubo con citra-
to es mayor que en el tubo con EDTA se debe
informar: “Presencia de fenémeno de pseudo-
trombocitopenia por EDTA”.

e Sielrecuento en el tubo con citrato no muestra
correccion y se observan plaquetas normales en
el frotis, realizar un recuento de plaquetas por
estimacion en el frotis o idealmente en camara
con oxalato de amonio al 1%. Para esto, realizar
una diluciéon 1/100 de la muestra con oxalato
de amonio como diluyente. Luego, cargar la ca-
mara de Neubauer y realizar el recuento de pla-
quetas en el cuadrante central. Para obtener el
numero de plaquetas/pL y teniendo en cuenta
las dimensiones y volimenes de la camara de
Neubauer, utilizar la siguiente féormula:

N° de plaquetas/pL: plaquetas contadas en cuadran-
te central x 1000

En el Anexo IV puede verse una plantilla modelo.

Conclusiones

A pesar de los importantes avances tecnolégicos en
el ambito del laboratorio clinico, como los contadores
hematolégicos automatizados para la enumeracioén ce-
lular, la inmunofenotipificacion para la caracterizaciéon
de poblaciones celulares, la inmunocitoquimica para
la localizacion de marcadores especificos, el analisis de
imagenes asistido por computadora y las técnicas mole-
culares para la deteccion de alteraciones genéticas, el
FSP continta siendo una herramienta diagnostica in-
sustituible en hematologia. La utilidad del FSP radica
en su capacidad para ofrecer una evaluacion morfologi-
ca directa y contextualizada de las células sanguineas, lo
cual puede complementar, orientar o incluso corregir
los hallazgos automatizados.

Un analisis morfolégico confiable depende en gran
medida de una muestra bien recolectada, procesada
oportunamente, con un frotis técnicamente bien pre-
parado y correctamente tenido, libre de artefactos y
alteraciones preanaliticas. La decisiéon de examinar un
frotis suele estar guiada por criterios clinicos y analiti-
cos especificos, tales como la presencia de anemia sin
revision previa, linfocitosis, eosinofilia, monocitosis, o
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senales de alarma generadas por el hemograma auto-
matizado que sugieren células atipicas o inmaduras.
Aunque el FSP tiene limitaciones, en el contexto ade-
cuado proporciona informacién clinica de alto valor.
Un microscopista entrenado y experimentado puede
descartar ciertos diagnoésticos o sugerir otros proba-
bles y, en algunos casos, puede incluso establecer un
diagnostico definitivo, como en la leucemia aguda, la
leucemia linfocitica créonica (LLC), ciertos linfomas
no Hodgkin o infecciones parasitarias como la mala-
ria.

La elaboracion de estas recomendaciones ha permiti-
do reflexionar sobre el estado actual de los laboratorios
en relacion con los criterios de informe de alteraciones
morfologicas en sangre periférica. En base a los consen-
sos internacionales y a las mejores practicas observadas
en los laboratorios del GCBA, estos autores consideran
que estas directrices representan un paso fundamental
hacia la estandarizacién de criterios locales para la in-
terpretacion y el informe del FSP.

ANEXO |
Definiciones para la serie blanca

Neutrofilo segmentado: neutréfilo que presenta entre 3
y 5 lobulaciones.

Granulacion gruesa: incremento en la granulacién pri-
maria (mayor tamano y coloracién mas oscura que los
granulos normales) de los segmentados, cayados y gra-
nulocitos inmaduros de la serie neutréfilo. Puede estar
acompanada de vacuolizacion y de cuerpos de Dohle.

Cuerpos de Dohle. granulaciones celestes en el citoplas-
ma de los polimorfonucleares. Aparecen en infecciones,
quemaduras severas, escarlatina y desérdenes mielopro-
liferativos. Son masas de ARN ribosomal persistentes.

Neutrofilos hipogranulares: poseen disminucion del
contenido granular. Pueden encontrarse en alteracio-
nes hereditarias como déficit de lactoferrina, en enfer-
medades adquiridas, como en los sindromes mielodis-
plasicos, en donde se acompana de alteraciones en la
segmentacion nuclear y en los pacientes infectados por
el virus de la inmunodeficiencia humana.

Vacuolas citoplasmaticas: usualmente se observan en
pacientes con infecciones; también se han observado
en pacientes con intoxicaciéon con etanol y enfermeda-
des de depésito.

Neutrdfilos hipersegmentados: neutrofilos con 6 o mas
16bulos o mas del 3% de neutréfilos con 5 16bulos luego
de contar 100 neutroéfilos.

Pelger Hiiet: anomalia hereditaria en la que se obser-
van neutrofilos hipolobulados y en algunos casos sin
lobulaciones.

Pseudo-Pelger Hiiet: se diferencia de la anterior dado
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que se observa una hipolobulacién asimétrica y no se
halla asociada a una anomalia genética. Se suele obser-
var en mielodisplasias, infecciones severas o ante algu-
nos farmacos.

Linfocitos reactivos: linfocitos de tamano mediano/
grande con regular/abundante cantidad de citoplasma,
basofilia moderada o intensa, deformable con eritroci-
tos vecinos y reborde hiperbaséfilo.

Linfocitos granulares: linfocitos con citoplasma abun-
dante y presencia de granulos azurofilos.

ANEXO Il
Definiciones para la serie roja

Forma del globulo rojo

Acantocitos: GR hipercrémico, con proyecciones de
membrana o espiculas de longitud variable (2 a 20),
distribuidas en forma irregular y sin palidez central. Se
observan en enfermedades hepaticas, deficiencia de pi-
ruvato quinasa y abetalipoproteinemia.

Bite cells o células mordidas o queratocitos: GR arqueados
(mordidos) o con “cuernos” causados por remocion es-
plénica de los cuerpos de Heinz. Presentes en anemia
hemolitica microangiopatica, dano mecanico y esfero-
citosis.

Blister cells o excentrocitos: GR con la hemoglobina re-
tirada hacia un costado, formando una masa densa y
dejando una parte de la célula como una membrana
vacia. Deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(Glu6PDH).

Equinocitos o células crenadas o crenocitos: GR que per-
dieron su forma de disco biconcavo y presentan proyec-
ciones citoplasmaticas o espiculas (10 a 30). Enferme-
dad renal o hepatica, deficiencia de piruvato quinasa o
artefactos.

Células irregularmente contraidas: GR pequenos y den-
sos, sin halo central. Deficiencia de Glu6PDH o he-
moglobinopatias.

Eliptocitos: GR de forma eliptica. Su largo es dos ve-
ces el ancho. Eliptocitosis hereditaria o deficiencia de
hierro.

Ovalocitos: GR con forma oval. Su largo es menor que
dos veces su ancho.

Esquistocitos: fragmentos de GR, pequenos, con angu-
los afilados y bordes rectos. Son producidos por dano
mecanico en la microvasculatura. Son caracteristicos en
la anemia hemolitica microangiopatica.

Drepanocitos: GR con forma de hoz o puntas romas
y bordes paralelos. Resultan de la polimerizacion de la
Hb S. Se observan en HbS homocigota.

Esferocitos: GR pequenos, de forma esférica, sin halo
central, de aspecto hipercrémico. Esferocitosis heredi-
taria, incompatibilidad ABO, anemia hemolitica auto-
inmune o sepsis.
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Estomatocitos: GR con halo central fino o alargado,
como una “boca” o estoma. Estomatocitosis hereditaria,
enfermedad hepatica alcohdlica.

Target cells o dianocitos: GR que presenta un area colo-
reada dentro del halo central. Forma de target o “blanco”.
Enfermedad hepatica, hemoglobinopatias, hemoglobi-
nopatia C o esplenectomizados.

Dacriocitos: GR en forma de lagrima. Mielofibrosis,
sufrimiento medular o inespecifico.

Xerocitos: eritrocitos con halo claro excéntrico. Se ob-
servan en xerocitosis hereditaria.

Inclusiones

Cuerpos de Howell-Jolly: inclusién tunica y redondeada
de color purpura que se observa con tincion de May-
Griinwald Giemsa. Es un resto de ADN. Se observa en
hipoesplenismo y posesplenectomia.

Punteado basdfilo: multiples granulos que se distribu-
yen en todo el glébulo rojo maduro que se observan
con tincién May-Grinwald Giemsa. Beta talasemia o in-
toxicacion por plomo.

Cristales de hemoglobina: de bordes rectos y extremos
puntiagudos que se tinen densamente con May-Grin-
wald Giemsa. HbS y HbSC.

Microorganismos: Plasmodium spp., Babesia spp., bacte-
rias, hongos, parasitos, protozoos.

Anillos de Cabot: remanente del huso mit6tico o mem-
brana nuclear. Color parpura de forma circular o de
ocho. Anemias hemoliticas, intoxicaciéon por plomo o
anemia perniciosa.

Cuerpos de Pappenheimer. inclusiones granulares gene-
ralmente multiples, pequenas, azul oscuro o purpura
que ocupan una region del glébulo rojo.

Disposicion

Aglutinacion: GR agregados como racimo de uva.
Indica la presencia de anticuerpos frios. Se observa al-
teracion en los indices hematimétricos (VCM, HCM vy
CHCM aumentados).

Rouleaux: GR agregados en pila de moneda. Se obser-
va en pacientes con proteinas plasmaticas aumentadas.

ANEXO 111
Definiciones para la serie plaquetaria

Dimorfismo plaquetario: se establece esta definicion
cuando se observan plaquetas de distintos tamanos al
recorrer los campos de un frotis sanguineo.

Plagquetas hipogranulares/agranulares: plaquetas de ta-
mano normal o macroplaquetas de forma redonda u
oval. El citoplasma es levemente basoéfilo-gris con dismi-
nucioén o ausencia de granulaciones rojo-purpura.

VPM: volumen plaquetario medio. Es la medida pro-
medio del tamano de las plaquetas en una muestra de
sangre. Su intervalo de referencia va de 6,7 a 14,3 fL.



ANEXO IV
Plantilla modelo de informe morfolo-
gico por frotis de sangre periférica

[d Serie roja

Por frotis se observa:

Parametro Observacion (indicar grado)

Anisocitosis
Microcitosis
Macrocitosis
Cromia
Poiquilocitosis
Formas especificas
Inclusiones

1 Serie blanca

En caso de leucocitos morfolégicamente normales:

v “Férmula leucocitaria confirmada por frotis, ele-
mentos normales”.

En caso de hallazgos especiales:

Informar si
Hallazgo Observacion
g se observa (%)
Linfocitos reactivos >5%
Linfocitos granulares >10%
) . o Siempre que se Descripcion
*Linfocitos atipicos pre d p )
observen morfolégica
Siempre que se Descripcion
*Blastos pre g p
observen morfolégica

*Agregar comentario: “Se sugiere consultar con el Servicio de Hematologia”

(d Serie plaquetaria

Parametro Observacion

Recuento plaquetario confirmado

Recuento plaquetario :
. plaquetan por frotis

Alteraciones en tamafio
Macroplaquetas
Microplaquetas

Plaquetas gigantes Graduar (+/++)
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