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RESUMEN

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), descubierto en la década de 1980, continua
siendo un problema de salud publica a nivel mundial y también en Argentina. Mas alld de la
inmunodepresion caracteristica de la infeccion, el VIH se asocia con una amplia gama de
alteraciones hematologicas, entre las cuales la anemia representa una de las complicaciones
mas frecuentes y clinicamente relevantes, pero también se ve afectada la serie blanca y las
plaquetas. La presencia de anemia en pacientes VIH positivos no solo impacta en la calidad de
vida y en la evolucion clinica, sino que también constituye un marcador prondstico en la
progresion de la enfermedad. La caracterizacion hematoldgica de estos pacientes requiere
técnicas confiables que permitan una adecuada evaluacion morfologica de las células
sanguineas. En este sentido, las coloraciones utilizadas en los extendidos de sangre periférica
resultan herramientas fundamentales en el laboratorio de analisis clinicos. Entre ellas, la
coloracion de May Griinwald—Giemsa (MGG) es considerado el estandar para la observacion
de la morfologia eritrocitaria y leucocitaria, mientras que la coloracién con Giemsa representa

una alternativa mas sencilla y econdmica, que podria resultar util en determinados contextos.

El presente trabajo se llevd a cabo con el objetivo de estudiar qué tincidon, del tipo
Romanowsky, Giemsa 6 May-Griinwald - Giemsa permitiria una mejor visualizacion,
caracterizacion y valor diagnostico de las alteraciones hematologicas en extendidos de sangre
periférica de pacientes VIH positivos. Para esto se realizd, en cada extendido de sangre, las
coloraciones antes mencionadas, la formula leucocitaria, recuento de plaquetas y observacion
de la morfologia eritrocitaria que posteriormente fueron comparados con los resultados

obtenidos de forma automatizada en el autoanalizador Mindray BC-20.
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MARCO TEORICO

1.Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)

1.1. Descubrimiento y relevancia epidemioldgica del VIH:

En 1980 fueron reportados al Centro de Control de Enfermedades de los Estados Unidos (CDC)
los primeros casos de neumonias atipicas causadas por Pneumocystis carinii (actualmente
conocido como Pneumocystis jirovecii) provenientes de distintos hospitales de la ciudad de
Los Angeles, EE. UU. Los casos fueron descriptos en varones homosexuales jovenes, algunos
de los cuales presentaban manifestaciones clinicas asociadas a citomegalovirus (CMV) y
candidiasis. Al poco tiempo de informados estos casos comenzaron a relevarse casos similares
en otras ciudades de EE. UU y Europa. Dadas las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de
esta enfermedad se la denomino Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). El virus
de la inmunodeficiencia humana fue aislado por primera vez en el afio 1983 en el instituto
Pasteur, Francia. En 1984 se desarrollaron los primeros ensayos serologicos (ELISA) para
detectar anticuerpos contra el VIH en sangre, lo que permitié comenzar con los programas de
tamizaje de donaciones sanguineas, reduciendo la transmision por transfusiones ademas del
diagndstico temprano de personas infectadas. En el afio 1987 se aprobd como posible
tratamiento el uso de AZT (zidovudina), el primer antirretroviral que inhibe la transcriptasa
reversa del virus, se implemento su uso en embarazadas para reducir la transmision vertical y
se introdujo ademas la PCR como herramienta diagnostica. En la década de 1990-2000 se
desarrollaron inhibidores de las proteasas dando origen a la terapia antirretroviral de gran
actividad (HAART) logrando reducir la carga viral a niveles indetectables y mejorar la
expectativa de vida. Desde el 2000 en adelante se implementaron las pruebas de resistencia
genética para adaptar el tratamiento a las mutaciones virales y el tratamiento se volvid
universal, considerandose al VIH una enfermedad crénica controlable. En la actualidad, las
estrategias se han focalizado en la eliminacion del estigma, la deteccion temprana y la

adherencia al tratamiento.
1.2. Estructura, caracteristicas y transmision del virus:

El virus de la inmunodeficiencia humana pertenece al género Lentivirus dentro de la familia
Retroviridae, perteneciente a la clase VI de Baltimore, como todo retrovirus se caracteriza por
poseer una enzima transcriptasa reversa capaz de sintetizar ADN a partir de ARN viral. El

genoma del VIH estd formado por dos moléculas de ARN monocatenario, idénticas, de



polaridad positiva. La particula viral madura posee simetria icosaédrica; se trata de un virus
envuelto ya que presenta una envoltura externa, formada por una membrana bilipidica que
proviene de la membrana plasmatica de la célula huésped en la que ha replicado. En esta capa
externa o envoltura se insertan las glucoproteinas gp120 (glucoproteina de superficie) y gp41
(glucoproteina transmembrana) encargadas de llevar a cabo el proceso de adherencia mediada
por receptor a la célula diana. La cara interna de la envoltura se encuentra tapizada por la
proteina matriz p17 que se une a la gp 41 y le confiere estabilidad a la envoltura. Hacia adentro
se encuentra la capside, de simetria icosaédrica formada por la proteina p24 y, por tltimo, en
la capa interna se encuentra la nucleocapside que contiene el genoma viral, la nucleoproteina

p7 y enzimas proteasa, integrasa y transcriptasa reversa (Imagen 1).
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Imagen 1: Estructura del VIH.

Ademas de los tres genes estructurales caracteristicos de los retrovirus env (codifica para las
proteinas de envoltura), gag (codifica proteinas de la capside viral) y pol (codifica para las
enzimas virales transcriptasa reversa, integrasa y proteasa), presenta una serie de genes
reguladores (tat, rev) que codifican para proteinas que aumentan la transcripcion del ARN viral
y regulan su expresion determinando asi la sintesis de las proteinas imprescindibles en la
replicacion viral y por ultimo, poseen genes accesorios (nef, vif, vpr, vpu, vpx y tev) que
codifican para proteinas cuya funcion esta relacionada con el aumento de la infectividad y la
liberacion de las particulas virales !. Otra caracteristica del genoma viral del VIH es que esta

flanqueado a ambos lados por secuencias repetitivas denominadas LTR (Long terminal repeats)
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que contienen los sitios de interaccidbn con proteinas celulares que pueden activar la

transcripcion viral (Imagen 2).
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Imagen 2: Genoma del VIH.

La transmision del VIH ocurre por medio del contacto con fluidos corporales infectados como:
sangre, liquido preseminal, semen, flujo vaginal y leche materna. Las vias contagio mas

frecuente son %:

e Via sexual: es la principal forma de contagio a nivel mundial por relaciones sexuales
heterosexuales o homosexuales sin uso de métodos de barrera (preservativo, campo
profilactico).

e Via sanguinea: por exposicion directa a sangre al compartir agujas para el uso de
drogas, elementos cortopunzantes infectados.

e Viaparenteral o vertical: de madre a hijo durante el embarazo, parto o lactancia en caso
de no recibir el tratamiento y atencion médica adecuada. Es la principal via de

transmision del VIH en nifios.

El riesgo de transmision depende de la cantidad de células infectadas en los fluidos nombrados
anteriormente, de la concentracion de viriones libres, el tipo de exposicion y la presencia de

otras enfermedades de transmision sexual.



1.3. Ciclo de replicacion viral

El ciclo de replicacion del Virus de la Inmunodeficiencia Humana comprende una serie de

etapas mediante las cuales éste invade la célula hospedera, utiliza su maquinaria para

multiplicarse y generar nuevas particulas virales infectivas. Este proceso es fundamental para

comprender la patogénesis de la enfermedad y el mecanismo de accion de los farmacos

antirretrovirales.

Etapas de la replicacion del VIH * (Imagen 3):

Entrada del virus a la célula: la adhesion del VIH a la célula blanco esta mediada por
interacciones de alta afinidad entre la molécula CD4 (presente en abundancia en la
superficie de la célula blanco como los linfocitos T inmaduros y linfocitos T helpers —
CD4+) y la glicoproteina 120; esta interaccion induce un cambio conformacional en la
glicoproteina de envoltura gp41 que expone el péptido de fusion permitiendo su
interaccion con el correceptor CCR (receptor de quimioquinas) induciendo la fusion de
la envoltura viral con la membrana celular y permitiendo la internalizacion de la capside
viral al citoplasma.

Transcripcion inversa e integracion: tras la entrada del virus se produce la liberacion
del genoma viral en el citoplasma celular y se inicia la transcripcion catalizada por la
transcriptasa reversa que forma ADN a partir del ARN viral. Este ADN proviral
sintetizado es transportado al nlicleo para integrarse en el genoma de la célula por
accion de la integrasa viral.

Sintesis y procesamiento del ARN: en esta etapa son esenciales dos proteinas virales,
por un lado, la proteina Tat, que se trata de un activador de la transcripcidn, y por otro
lado la proteina Rev, que codifica para una proteina que facilita el transporte de los
ARN mensajeros (mRNA) desde el ntcleo al reticulo endoplasmico donde son
traducidos a proteinas por los ribosomas celulares.

Traduccion y maduracion: una vez sintetizadas tanto las proteinas virales como el
genoma viral éstos se encuentran en la membrana celular, lugar donde ocurre el
ensamblaje de la particula viral inmadura y su posterior gemacion, proceso por el cual
obtiene la envoltura a partir de la membrana plasmatica de la célula huésped.
Finalmente, por accion de la proteasa viral, que cliva las poliproteinas precursoras, se
produce la maduracion del virion dando lugar a particulas virales completamente

infectivas capaces de iniciar un nuevo ciclo replicativo. Dado que la accion de la



proteasa viral es un paso critico en la maduracion del virion, ésta constituye una diana

importante en el desarrollo de los farmacos.

Este ciclo litico es el responsable de la deplecion progresiva de los linfocitos CD4+,
conduciendo a la inmunodeficiencia caracteristica del VIH, y en ultima instancia, al desarrollo

del SIDA.

ntry receptor
binding

Prematire decoating by:
Cyp A Inhibition
Simizn TRMSsiphs - h
ytoplasmic CPSF6.
M2 amprassion t
’

=y
(e

Dynein.
Microtubule
transport }
4omin |

.

G2/Mcell cycle| 6A6
arrest -

Dendrpe el
1
G
Reverse
transcription,

(8-12h)

vpr gRNA export
Foreign DNA G I i
Ly o :

Transeription

Imagen 3: Ciclo de replicacion del VIH
1.4. Patogénesis e impacto en el sistema inmunitario

La infeccion por el VIH esta caracterizada por un debilitamiento progresivo de la funcion del
sistema inmunitario, causada principalmente por la destruccion de los linfocitos T CD4+ de
tipo Helper en circulacidon, que son las células coordinadoras de la respuesta inmune adaptativa.
Este deterioro paulatino del sistema inmune predispone a los pacientes VIH a contraer una
variedad de infecciones oportunistas, enfermedades autoinmunes y neoplasicas, especialmente

durante la fase mas severa de la infeccion (SIDA) donde el recuento de CD4+ disminuye por

debajo de 200/mm?>. *

El VIH presenta un marcado tropismo celular, es decir, una afinidad por determinados tipos de
células. Es por esto que su principal diana son los linfocitos T CD4+ helpers o colaboradores,
aunque también puede infectar macréfagos, monocitos y células dendriticas °. Este tropismo

esta determinado por la interaccion entre la glicoproteina de superficie gp120, en la envoltura
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viral, y el receptor CD4 de la superficie celular. Una vez dada esta interaccion, es necesaria la
presencia de un correceptor, principalmente CCRS o CXCR4, para que ocurra la fusion con la

membrana celular mediante la accion de la glicoproteina gp41 que expone el péptido de fusion
6

Las cepas virales se diferencian segun su uso de correceptores: las cepas R5 utilizan el
correceptor CCRS5 y predominan en las etapas iniciales de la infeccion, afectando
principalmente a macréfagos y linfocitos de memoria, mientras que las cepas X4, que utilizan
CXCRA4, aparecen en fases mas avanzadas y estdn asociadas con la destruccion acelerada de

los linfocitos T CD4+ y por lo tanto una progresion més rapida hacia el SIDA 3.

El proceso patogénico del VIH es multifactorial e involucra diversos mecanismos de dafio
celular entre los cuales se encuentran: citolisis directa durante la liberacion de nuevas particulas
virales, la fusién celular con formacion de sincitios multinucleados, apoptosis inducida en
células infectadas o no infectadas mediada por proteinas virales como gpl20 o Tat y la
activacion inmunologica cronica, que lleva al agotamiento de linfocitos T, disminucion de

células dendriticas y alteracion de la homeostasis inmunolédgica 7.

Con el tiempo, la destruccion de linfocitos CD4+ supera su capacidad de regeneracion, lo que
produce un descenso en el recuento de CD4+ en sangre periférica. Este recuento constituye el
principal marcador clinico del estado inmunologico del paciente y se utiliza para evaluar la

progresion de la enfermedad y la necesidad de modificar o no el tratamiento antirretroviral °.

El resultado final es un estado de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), en el cual el organismo
pierde la capacidad de defensa frente patdogenos o de controlar la proliferacion celular anormal,
los pacientes quedan asi expuestos a infecciones oportunistas y a neoplasias caracteristicas

como los linfomas no Hodgkin '°.
1.5. Efectos del VIH sobre la hematopoyesis

Las alteraciones hematologicas constituyen una de las manifestaciones clinicas mas frecuentes
en los pacientes infectados por el VIH y reflejan el impacto directo e indirecto del virus sobre
la medula 6sea y la hematopoyesis. Estas alteraciones pueden afectar simultaneamente a las
tres lineas celulares: eritroide, mieloide y megacariocitita, y su presencia se asocia directamente

con la progresion de la enfermedad y con los niveles de linfocitos T CD4+ *,

El VIH puede alterar la hematopoyesis a través de distintos mecanismos. En primer lugar, la

infeccidn cronica genera un estado inflamatorio persistente caracterizado por la liberacion de
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citoquinas proinflamatorias como la IL-6, la IL-1 B, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)

y el interferon gamma (IFN- vy), las cuales inhiben la proliferacion y diferenciacion de los

progenitores hematopoyéticos '.

Entre las alteraciones mas relevantes se encuentran:

Serie eritroide: la anemia es la alteracion hematologica observada con mayor frecuencia
en la infeccion por VIH, su etiologia es multifactorial e involucra mecanismos
inflamatorios, efectos toxicos propios de la terapia antirretroviral, deficiencias
nutricionales y disfuncion medular. En particular, la acciéon de la IL-6 induce un
aumento en la produccién de Hepcidina, importante regulador de la homeostasis del
hierro, lo que causa la retencion de hierro dentro de los macrofagos y enterocitos, lo
que finalmente conduce a una disminucion de la concentracioén de hierro sérico y por
consiguiente la disminucion en la produccion de hemoglobina. Por otro lado, IL 1B y
TNF-a: inhiben la produccion de Eritropoyetina (EPO) interfiriendo con la
proliferacion de las células precursoras de eritrocitos. En cuanto a los efectos toxicos
propios de la terapia antirretroviral, se observo que la zidovudina (AZT) se asocia a
anemia macrocitica por interferencia en la sintesis d¢ ADN y maduracién eritroide '
Serie mieloide: esta caracterizada por la presencia de leucopenia, mas especificamente
la neutropenia que puede observarse en distintos estadios de la infeccion y esta asociada
a la destruccion de linfocitos T y a la supresion de progenitores mieloides por accion
de las citoquinas inflamatorias.

Serie megacariocitica: la trombocitopenia es otra de las complicaciones frecuentes de

la infeccion por VIH. Puede presentarse tanto en etapas tempranas como en fases
avanzadas de la enfermedad y se debe a distintos mecanismos patogénicos como
destruccion inmunolédgica de las plaquetas, disminucion de la produccion medular y
alteracion del microambiente megacariocito '!. En el extendido de sangre periférica es
comun observar plaquetas grandes que son el reflejo de una respuesta compensatoria

medular '°,

En sintesis, las alteraciones hematoldgicas descriptas reflejan el impacto del VIH sobre el

microambiente de la medula 6sea y por consiguiente sobre la hematopoyesis. Dado que su

frecuencia y severidad se relacionan directamente con el recuento de linfocitos T CD4+ el

analisis hematologico constituye una herramienta fundamental para el seguimiento del

paciente.

10



2. Proceso de hematopovyesis '2

La hematopoyesis es el mecanismo fisioldgico por el cual se lleva a cabo la formacion continua
de los distintos tipos de elementos formes de la sangre, que los mantiene dentro de los limites

normales en la sangre periférica.

En el adulto, la hematopoyesis tiene lugar en la médula 6sea roja de los huesos planos, mientras
que en su etapa embrionaria y fetal se desarrolla por etapas en el saco vitelino, higado y bazo.

A partir del nacimiento, la médula dsea se consolida como el principal 6rgano hematopoyético.

Este proceso se origina a partir de las células madre hematopoyéticas caracterizadas por ser
pluripotentes por lo cual poseen la capacidad de autorrenovarse, proliferar y diferenciarse,
dando origen a células de todas las lineas somaticas. Estas células se encuentran en un ambiente
especializado, el microambiente medular, formado por un conjunto de sustancias quimicas,
hormonales y diferentes tipos celulares, entre ellos células endoteliales, linfocitos T,
macrofagos, células reticulares y adipocitos. Cada tipo celular se desarrolla en un
microambiente especifico de la médula, denominado nicho, que est4 formado por los elementos
del microambiente que brindan soporte fisico y adhesion a las células. Uno de los factores mas
importantes para el desarrollo de las células hematopoyéticas son los factores de crecimiento,
que actiian sobre la proliferaciéon, maduracién y funcion celular, estos incluyen la EPO
encargada de estimular la eritropoyesis, trombopoyetina (TPO) que regula la formacion de
plaquetas, los factores estimulantes de colonias (FEC) responsables de la produccion de
granulocitos y monocitos, y por ultimo, las interleuquinas (IL), principalmente las IL-3 e IL-6,

que actiian como moduladores del crecimiento y maduracion de las diferentes lineas celulares.
Las Células Madre Hematopoyéticas (HSC) generan dos grandes progenitores (Imagen 4)

e Progenitor mieloide comun: de ¢l derivan las lineas eritroide, megacariocitica,
granulocitica y monocitica.

e Progenitor linfoide comun: da origen a los linfocitos T, B y células NK.
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Imagen 4: Médula 6sea normal. Se observa un megacariocito central y diferentes precursores

hematopoyéticos

3. Evaluacion hematologica en el laboratorio clinico

3.1. Importancia del estudio hematoldgico en pacientes VIH positivos:

El estudio hematologico es una herramienta diagndstica esencial en la préctica clinica y, por lo
tanto, también lo es su aplicacion en los pacientes infectados por el VIH. Como ya vimos, a lo
largo de la evolucién de la enfermedad, el sistema hematopoyético puede sufrir multiples
alteraciones ya sea a causa de la accion directa del virus sobre la médula 6sea o por accion de
factores inmunoldgicos, nutricionales y farmacologicos asociados al tratamiento. El estudio del
hemograma completo y la observacion de la morfologia celular por medio del extendido de
sangre periférica permiten detectar las anomalias, diagnosticar y hacer un seguimiento del

estado hematoldgico del paciente '°.
3.2. Hemograma, pardmetros hematoldgicos de rutina:

El hemograma completo, es una de las pruebas mas solicitadas en el laboratorio de anélisis
clinicos ya que aporta valiosa informacion sobre la homeostasis de un individuo. A lo largo de
los afios, esta prueba ha evolucionado desde métodos manuales tradicionales hasta sistemas de
automatizados de cuarta generacion, que combinan tecnologias oOpticas, electrénicas y

computacionales para brindar resultados mas precisos y reproducibles.
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Podemos definir al hemograma con un conjunto de exdmenes que evaltian, de forma cualitativa
y cuantitativa, los diferentes elementos celulares de la sangre periférica (eritrocitos, leucocitos
y plaquetas). Los principales parametros incluyen el recuento eritrocitario, la hemoglobina, el
hematocrito y los indices hematimétricos: Volumen Corpuscular Medio (VCM), Hemoglobina
Corpuscular Media (HCM), Concentracion Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM), los
cuales permiten clasificar las anemias. También se evalta el recuento de leucocitos y la formula
leucocitaria, la amplitud de distribucion eritrocitaria (RDW) y el recuento plaquetario,

parametros que reflejan la capacidad inmunologica y la integridad del sistema hematopoyético
13

Aunque los autoanalizadores modernos ofrecen una alta exactitud, la observacion del extendido
de sangre periférica sigue siendo indispensable, ya que permite verificar resultados, detectar
artefactos y observar cambios morfologicos sutiles que los autoanalizadores no siempre
identifican, por ello, la combinacion de ambas metodologias representa el enfoque mas

completo para la evaluacion hematologica ',
3.3. Anemia: definicion, clasificacion y mecanismos fisiopatologicos

La anemia es la alteracion hematologica mas frecuente observada en la infeccion por VIH, con
una prevalencia entre el 30% y el 80% dependiendo del estado clinico del paciente y del
tratamiento que recibe . Se define anemia a la disminucion de la concentracién de hemoglobina
en la sangre, por debajo de los valores normales para la edad y sexo independientemente de la

concentracion de glébulos rojos '°.

Segun el punto de vista morfoldgico las anemias pueden clasificarse en: microciticas,
normociticas 0 macrociticas segun el volumen corpuscular medio (VCM). Otra forma de
clasificacion es segln criterios fisiopatologicos donde las anemias pueden originarse por una
produccion deficiente de eritrocitos, una perdida excesiva de sangre o una destruccion

acelerada de los globulos rojos.
3.4. Evaluacion de la morfologia celular en sangre periférica:

El estudio de la morfologia celular en un extendido de sangre periférica constituye un pilar
fundamental en el diagnostico hematologico. Por medio del examen microscopico de la tincion
del frotis sanguineo, el bioquimico puede analizar de forma cualitativa los elementos formes

de la sangre, complementando la informacion cuantitativa brindada por los autoanalizadores.
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Esta observacion directa permite reconocer patrones morfoldgicos anormales y que orientan

hacia el diagnostico de diversas patologias hematoldgicas o sistémicas '*.
3.4.1. Morfologia normal de las cé¢lulas sanguineas (Imagen Sy 6):

En un extendido normal de sangre periférica, los eritrocitos maduros tienen forma de discos
biconcavos de unos 7 a 8 um de didmetro, con un centro mas claro. Poseen bordes bien
definidos y una coloracion rosada uniforme con un é4rea central mas palida que representa
aproximadamente un tercio del diametro total. No presentan nicleo ni tampoco inclusiones

citoplasméticas y se distribuyen de forma homogénea en el frotis '°.

Los leucocitos se encuentran dispersos entre los eritrocitos, en una proporcion aproximada de
1 cada 600-700 glébulos rojos. Se los distingue entre si por su tamafio, morfologia nuclear,
coloracion del citoplasma y presencia de granulos. Los neutrofilos segmentados son los mas
abundantes, tienen como caracteristica principal un nucleo multilobulado y citoplasma
ligeramente rosado con granulos. Los linfocitos estdn caracterizados por presentar un nucleo
redondo, intensamente tefiido y que ocupa casi todo el citoplasma celular tefiido de azul. En
cuanto a los monocitos, €stos son de mayor tamafio, con un nucleo arrifionado y citoplasma
gris azulado con fina granulacion. Los eosindfilos, poseen un nticleo bilobulado y presentan
granulos grandes de color anaranjados mientras que los basofilos presentan granulos gruesos

de color violeta oscuro que pueden ocultar el nucleo 6.

Por otro lado, las plaquetas se observan como pequefias estructuras discoides, de 2 a 4 pm de
diametro, tefiidas de azul grisdceo con granulos purpura. En condiciones normales, suelen estar

distribuidas de manera uniforme, sin formar acimulos y en un numero de 7 a 15 por campo

100X.

|1_ﬂﬂn1|

Imagen 5: Extendido de sangre periférica normal. Se observan eritrocitos, neutrofilo central

y plaquetas.
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Imagen 6: Extendido de sangre periférica normal. Se observan eritrocitos, neutrofilo,

linfocito, eosinodfilo, basoéfilo, monocitos y plaquetas.
3.4.2. Alteraciones morfoldgicas en pacientes VIH positivos:

En la serie eritrocitaria, la alteracion mas frecuente es la anisocitosis, acompaniada de
poiquilocitosis, rouleax o apilamiento de eritrocitos y policromasia (aumento de tincion en el

fondo), pero también pueden observarse esferocitos, dianocitos y/o estomatocitos 6.

En la serie leucocitaria, los pacientes infectados con VIH presentan, frecuentemente, cambios
displasicos en los neutréfilos incluyendo formas nucleares atipicas, relacion nticleo/ citoplasma
aumentado, hipogranulacion y fragmentacion nuclear, ademas pueden presentar granulacion
toxica, cuerpos de Dohle, vacuolas citoplasmaticas y desplazamiento hacia la izquierda o left
shift haciendo referencia a la presencia de células inmaduras en sangre periférica. La
caracteristica displasica mas especifica de los neutréfilos es la presencia de fragmentos

nucleares desprendidos, sin embargo, no se trata de la caracteristica mas frecuente.

En cuanto a la serie plaquetaria, éstas pueden tender a agruparse (Imagen 7) o presentarse en

forma de plaquetas gigantes, lo que sugiere una produccion medular compensatoria.

BB 8
5%
29 29 go

Imagen 7: Acumulo de plaquetas observado en extendido de sangre periférica.

"-h-‘
Q0 °l
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3.5. Preparacion del extendido de sangre periférica y técnicas de coloracion:

La preparacion del frotis sanguineo y su correcta tincion constituyen pasos fundamentales para
la evaluacion de la morfologia de las c€lulas sanguineas. Un extendido bien realizado y tefiido
de forma correcta permite identificar con claridad las caracteristicas estructurales de los

eritrocitos, leucocitos y plaquetas, posibilitando un diagndstico hematoldgico confiable %17,

3.5.1. Preparacion del extendido de sangre periférica:

La muestra ideal para preparar el frotis sanguineo es a partir de una gota de sangre de punta de
aguja en el momento de la extraccion. También puede realizarse a partir de sangre fresca,
anticoagulada con 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA) di o tri potésico, dentro de las dos
horas posteriores a la toma de la muestra para evitar alteraciones morfologicas %,

Procedimiento (Imagen 8): se coloca una pequefia gota de sangre a aproximadamente a 1 cm
de uno de los extremos de un portaobjetos limpio y desengrasado. Con ayuda de un segundo
portaobjetos, usado como extensor, se lo coloca frente a la gota en dngulo de 30° con el
portaobjetos y se lo desliza hacia atras hasta que haga contacto con la sangre. La gota debe
extenderse rdpidamente a lo largo de la linea de contacto, posteriormente, se realiza un
movimiento uniforme y continuo hacia adelante, extendiendo la gota a lo largo del portaobjetos
hasta formar una pelicula delgada. El grosor de la extension se puede regular variando la

presion y velocidad a la que se realiza y cambiando el dangulo en el que se aplica el extensor.

El objetivo es obtener un frotis con una zona de lectura adecuada que conste de una capa de
células distribuidas uniformemente, sin grumos, con una terminacion en forma de “lengua”. El
grosor ideal es aquel en el que se puede ver al microscopio un leve solapamiento de los
hematies en la mayor parte de la longitud del extendido, ademas los leucocitos deben ser
facilmente reconocibles a lo largo de casi toda la extension. Los extendidos deben secarse al

aire libre o haciendo uso de una corriente de aire caliente en caso de ambientes htimedos 7.
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—
d—
e
Depositar una gota de Colocar el portaobjetos extensor Deslizar el portaobjetos extensor
sangre (fresca o en EDTA) sobre el otro en un angulo de unos hacia la gota y dejar que la sangre se
en un portaobjetos. 30° entre ellos. extienda por todo su borde.

Deslizar extendiendo la muestra mediante un

P - , Secar y rotular.
movimiento suave y continuo, en un angulo constante.

Imagen 8: Método manual para preparacion de extendido de sangre periférica.
3.5.2. Técnicas de tincion:

En hematologia, las coloraciones mas empleadas son las de tipo Romanowsky, ya que
proporcionan una excelente diferenciacion entre los componentes celulares. El fundamento de
estas tinciones se basa en la interaccion entre un colorante basico (Azure B o azul de metileno)
y un colorante acido (eosina Y), los cuales generan una amplia gama de tonalidades intermedias

segun la afinidad de cada estructura celular.

Entre las variantes mas utilizadas se encuentran May-Griinwald -Giemsa (MGG), Wright-
Giemsa y Leishman. La tincion MGG es particularmente Util en el diagnostico morfoldgico de

anemia, leucemia y alteraciones plaquetarias por su nitidez y contraste.

Las tinciones de Romanowsky, correctamente realizadas, revelan detalles que permiten

distinguir con precision las diferentes lineas celulares '°:

e Eritrocitos: adquieren una coloracion rosada mas intensa en la periferia que en el centro
a causa de su grosor y forma biconcava.
e Neutréfilos: muestran un nticleo violeta oscuro, citoplasma rosa palido y granulos finos

basofilos.
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Eosinofilos: su nicleo se tifie de violeta y citoplasma anaranjado con granulos.
Linfocitos: presentan nucleo redondo azul oscuro y citoplasma azul palido

Plaquetas: se observan azul- grisaceas con granulos basofilos violetas.
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TRABAJO DE CAMPO

1. OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo fue estudiar qué tincion de tipo Romanowsky, Metanol -Giemsa
6 May-Griinwald- Giemsa permite una mejor visualizacion, caracterizacion y valor diagnostico
de las alteraciones hematologicas en extendidos de sangre periférica de pacientes VIH

positivos.

2. MATERIALES Y METODOS

Se recopild informacion de 7 pacientes con serologia positiva para VIH, a los cuales se les
realizd una extraccidon sanguinea para su control semestral que consiste en un hemograma y
carga viral. A cada paciente se le realizo 2 extendidos de sangre periférica en el momento de
la extraccion (A y B). Los extendidos A fueron coloreados con la tincion May Griinwald—
Giemsa (MGGQG), mientras que los extendidos B fueron coloreados con la técnica de Metanol —

Giemsa (MQG).

En la tincion MGG, los extendidos A fueron cubiertos por colorante May Griinwald por 5
minutos, se enjuagaron con agua de la canilla y luego se cubrieron con Giemsa previamente
diluido al 10% durante 20 minutos. En la tincién MG, los extendidos B fueron cubiertos con
Metanol por 5 minutos, se enjuagaron con agua de la canilla y luego se cubrieron con Giemsa

previamente diluido al 10% durante 20 minutos.

Los hemogramas fueron procesados en un contador hematologico de 3 poblaciones Mindray
BC-20. Las cargas virales fueron acondicionadas para su procesamiento en otro centro de alta

complejidad.

Los extendidos fueron analizados en un microscopio 0ptico marca Arcano con objetivo 400X

y 1000X para la visualizacion y caracterizacion de la morfologia sanguinea.

Los datos fueron recopilados y analizados en planilla Excel.

3. RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados de los hemogramas de cada paciente procesados el dia
de la extraccion.

Referencias: RBC: Recuento de globulos rojos, expresados x10%ulL; WBC: Recuento de
globulos blancos, expresado x103/uL; HGB: Concentracién de Hemoglobina, expresada en
g/dL; HCT: Hematocrito, expresado en %; VCM: Volumen Corpuscular Medio, expresado en
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fL; HCM: Hemoglobina Corpuscular Media, expresada en pg; CHCM: Concentracion de
Hemoglobina Corpuscular Media, expresada en g/dL; RDW: ancho de distribucion

eritrocitaria, expresada en %; PLT: recuento de Plaquetas, expresado x10°/uL

Tabla 1

RBC | WBC | HGB | HCT | VCM | HCM | CHCM |RDW | PLT
Pac.1 |4.22 |6.00 13.3 [ 382 |90.6 |[31.6 34.8 12.8 | 262
Pac.2 |4.00 |4.72 11.8 |[35.7 |89.3 [29.6 33.1 13.0 | 314
Pac.3 |4.14 | 8.17 14.1 |424 |102.3 |34.1 333 14.3 | 407
Pac.4 |5.09 |3.33 147 |43.8 |86.1 |289 33.6 145 | 217
Pac.5 |[5.05 |645 15.1 [46.3 |91.6 |30.0 32.6 12.8 174
Pac.6 |4.8 6.55 15.1 [449 |923 |[31.0 33.6 14.6 | 208
Pac.7 | 4.7 7.20 11.0 | 349 |73.6 |234 31.5 16.8 | 432

En la tabla 2 se muestran los resultados de las cargas virales, expresadas en copias/mL y en

Log.

Tabla 2

Carga viral (copias/mL) | Log

Pac. 1 <40 <1.60
Pac. 2 43 1.70
Pac. 3 <40 <1.60
Pac. 4 <40 <1.60
Pac. 5 <40 <1.60
Pac. 6 <40 <1.60
Pac. 7 75955 4.88

En la tabla 3 se muestra la férmula leucocitaria obtenida por el contador hematologico y la

visualizada mediante analisis microscopico en MGG (A) y MG (B). Los datos fueron

expresados en %.

Referencias: N: neutrofilos, L: linfocitos, E: eosinéfilos, B: basofilos, M: monocitos
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Tabla 3

Mindray BC-20

MGG (A)

MG (B)

Pac. 1 N:51.3, L:39.4, M:9.3 N:57, L:37, E:4, B:0, M:2 N:58, L:36, E:3, B:0, M:3
Pac. 2 N:61.4, L:32.0, M:6.6 N:60, L:35, E:1, B:0, M:4 N:57, L:36, E:3, B:0, M:4
Pac. 3 N:72.5,1L:22.5, M:5.0 N:60, L:33, E:2, B:0, M:5 N:65, L:30, E:1, B:0, M:4
Pac.4 | N:50.9,L:42.7, M:6.4 N:41, L:50, E:6, B:0, M:3 N:35, L:55, E:8, B:0, M:2
Pac. 5 N:62.4, L:29.3, M:8.3 N:60, L:35, E:5, B:0, M:1 N:57, L:34, E:5, B:0, M:4
Pac. 6 | N:47.4,1:44.7, M:7.9 N:46, L:43, E:5, B:0, M:6 N:47, L:42, E:2, B:0, M:9
Pac. 7 N:54,1.:36, M:10 N:49, L.:35, E:2, B:0, M:14 N:48, L:38, E:2, B:0, M:12
En la tabla 4 se muestran las caracteristicas microscopicas visualizadas en cada extendido (A
y B).
Tabla 4

MGG (A) MG (B)

Pac. 1 Monocitos vacuolados, eosinofilos con | Monocitos sin vacuolas, eosinofilos
granulos rosados, GR normocrémicos- con granulos anaranjados, GR
normociticos, plaquetas de coloracion normocrémicos-normociticos,

violeta intenso plaquetas de coloracién rosa palido

Pac. 2 Se observa hipocromia, ovalocitos, No se observa hipocromia,

esferocitos, monocitos vacuolados, ovalocitos, esferocitos, monocitos
eosinofilos con granulos anaranjados, | con menos vacuolas, eosinofilos con
plaquetas con granulos violetas intenso. | granulos rosados palidos, plaquetas
con granulos rosa palidos.
Pac. 3 Se observan dianocitos, neutrofilos Se observan dianocitos, neutrofilos
polisegmentados, monocitos polisegmentados, monocitos
vacuolados, eosindfilos con granulos | vacuolados, eosinéfilos con granulos
anaranjados. Plaquetas con granulos rosados palidos y plaquetas con
violetas intenso. granulos rosa palidos.

Pac. 4 Monocitos sin vacuolas, eosindfilos Monocitos sin vacuolas, eosinofilos
con granulos anaranjados, acumulos de con granulos rosados palidos,
plaquetas con granulos violetas intenso. | actimulos de plaquetas con granulos

rosa palidos.

Pac. 5 Monocitos vacuolados, eosinofilos con Monocitos vacuolados, eosinofilos

granulos anaranjados, acumulos de con granulos rosados palidos,
plaquetas con granulos violetas intenso. | acumulos de plaquetas con granulos
rosa palidos.

Pac. 6 Monocitos vacuolados, eosin6dfilos con Monocitos con menos vacuolas,

granulos anaranjados, plaquetas con eosinodfilos con granulos rosados
granulos violetas intenso. palidos, plaquetas con escasa
granulacion.

Pac. 7 Moderada hipocromia, microcitosis, Moderada hipocromia (menos

ovalocitos, monocitos sin vacuolas, marcada), microcitosis, ovalocitos,
eosinofilos con granulos anaranjados, | eosinéfilos con granulos rosados mas
plaquetas grandes (macroplaquetas) tenues, plaquetas con coloracion
rosada
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4. DISCUSION

En este estudio se compararon dos técnicas de tincion de tipo Romanowsky, May Griinwald-
Giemsa (MGQG) y Metanol- Giemsa (MG), con el objetivo de evaluar como se observa la
morfologia celular en sangre periférica de pacientes con infeccion por VIH. A pesar de que el
numero de muestras fue reducido, las diferencias entre ambas tinciones pudieron observarse

con claridad y permitieron comparar aspectos morfoldgicos con cada una de ellas.

En general, ambas tinciones permitieron identificar correctamente los elementos formes y
reconocer las alteraciones hematologicas mas frecuentes en personas infectadas con el virus
del VIH, tales como anisocitosis, microcitosis, hipocromia, variaciones en la forma
eritrocitaria, macroplaquetas y monocitos vacuolados, que son hallazgos que coinciden con lo

4;10;11

descripto en la literatura . Sin embargo, la intensidad de la coloracion, el contraste y la

definicion de las estructuras celulares no fueron iguales en ellas.

La tincion MGG mostré coloraciones mas intensas con un contraste mas marcado. Los
eosindfilos presentaron su granulacion anaranjada caracteristica, las plaquetas mostraron
granulos violetas bien definidos y las vacuolas en los monocitos se observaron con mayor
claridad. Estos resultados coinciden con las descripciones de los autores Campuzano Maya y
Bain, quienes sefalan que el uso del colorante May- Griinwald como primer paso mejora la

fijacion y resalta los detalles citoplasmaticos.

Una de las diferencias mas evidente, durante la observacion microscopica de los extendidos de
sangre, fue la facilidad para identificar los eosin6filos. En las muestras tefiidas con MGG, los
eosinofilos pudieron ser reconocidos de manera inmediata y sin dudas gracias a la coloracion
anaranjada intensa caracteristica de sus granulos citoplasmaticos. En cambio, en la misma
muestra coloreada con MG, la granulacion se visualizdo més rosada y tenue. Esto hizo que no
resaltaran a primera vista, haciendo mas dificultosa su identificacion; si bien se lograron
identificar por el ntcleo bilobulado caracteristico, la menor intensidad de color en relacion con
el MG hizo que llevara mas tiempo reconocerlos, influyendo en la fluidez y el tiempo para

realizar el recuento de la formula leucocitaria.

También se tuvo en cuenta la posibilidad de confundir los eosinodfilos con neutrofilos
hiposegmentados al usar la tincion de MG ya que la granulacion se veia mas palida y no

resaltaba a primera vista. Esto es relevante ya que puede influir directamente en el recuento
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diferencial de leucocitos durante la formula leucocitaria, sobre todo cuando se trata de un
operador inexperto en la visualizacion de extendidos sanguineos. Con MGG esta confusion no

se presentd porque el color anaranjado intenso de los granulos facilita la distincién inmediata.

Otra diferencia importante se vio en la hipocromia de la serie roja. Tanto en la muestra del
paciente 2 como del paciente 7, la hipocromia se apreci6 claramente con MGG, ya que el halo
central y la palidez del eritrocito se distinguieron sin dificultad. Justamente, se traté de dos
pacientes cuyas cargas virales resultaron positivas. Por otro lado, con MG la hipocromia estaba
presente, pero resultd ser menos marcada, visualizandose de forma mas tenue. Esto coincide
con el comportamiento habitual de ambas técnicas: MGG tifie con mayor intensidad

permitiendo resaltar cambios sutiles, mientras que MG brinda una coloracion mas palida.

En cuanto a las plaquetas también se observaron diferencias: con MGG, los granulos se tifieron
con mas intensidad de un tono violaceo definido, mientras que con MG se observaron mas
palidos. Ambas técnicas permitieron reconocer macroplaquetas y agregados plaquetarios, pero

MGG brinda una imagen mas nitida.

Con los monocitos también se observaron diferencias: con MGG, las vacuolas se visualizaron
con mayor claridad debido a la intensidad de la coloracion. Ya que es frecuente el hallazgo de
monocitos con vacuolas en pacientes con VIH, debido a procesos de activacion inmunolégica,

contar con una tincion que permita distinguirlos sin dudas favorece a un resultado mas preciso.

Otro aspecto importante para considerar es el costo de los insumos: los reactivos para May-
Griinwald tiene un valor aproximado de $20.963, $26.680 para Giemsa y $8.200 para el
Metanol. Hay que tener en cuenta que la tincion MGG requiere el uso de ambos colorantes lo
que implica un costo mayor en comparacion con MG que representa una alternativa mas
econdmica. Esto puede ser relevante en laboratorios que cuentan con un presupuesto limitado,

o en aquellos centros en lo que esta poblacion de pacientes no es de alta frecuencia.

En conjunto, los resultados de este estudio indican que la tincion MGG brinda una calidad
diagnostica superior, con mejor contraste y definicion, facilitando la observacion morfologica
normal y alterada, asi como la identificacion certera de los eosinéfilos. Esto no quita que la
tincion con MG continiia siendo una opcion valida y econdmica para la observacion de
extendidos de sangre, aunque con algunas limitaciones en la intensidad de la coloracion y en
la deteccion de alteraciones que pueden pasarse por alto principalmente en personal con poca

experiencia.
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5. CONCLUSIONES

La comparacion entre las tinciones May-Griinwald-Giemsa y Metanol-Giemsa permitio la
evaluacion y observacion de la morfologia sanguinea en pacientes con infeccion por VIH.
Ambas técnicas fueron utiles en la identificacion de los elementos formes, aunque las

diferencias en la intensidad de la tincidn fueron notables.

La tincion MGG proporciona una visualizacion mas clara, facilitada por la intensidad de la
coloracion, para reconocer mas rapidamente ciertas células, como los eosinéfilos y observar
con mayor precision alteraciones sutiles en la serie roja, como la hipocromia. Estas diferencias
resultan importantes porque una correcta observacion de la morfologia celular contribuye a
realizar una lectura precisa del frotis y por lo tanto un diagndstico correcto y de calidad para

complementar el hemograma.

Por otro lado, la tincién con MG fue mas econdmica, lo que es til en laboratorios con recursos
limitados. Sin embargo, es importante tener presente que su coloracion mas tenue puede llevar
a pasar por alto ciertos detalles, influyendo en la identificacién inicial de algunos tipos

celulares.

En base a estos resultados puede concluirse que la tincion de MGG es la més adecuada cuando
se busca una evaluacion detallada y precisa de la morfologia, mientras que la tincion de MG
puede ser una alternativa para observaciones generales o en contextos donde se prioriza el

costo.

Como limitaciones del estudio, el bajo nimero de pacientes con los cuales se trabajé no

permitio realizar un andlisis estadistico robusto.

En conclusion, este trabajo destaca que la calidad de la tincidon impacta directamente en lo que
observamos al microscopio y en la calidad del resultado que se brinda. MGG ofrece una lectura
mas clara y confiable mientras que MG sigue siendo una alternativa valida cuando se prioriza

el costo.
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7. ANEXO

Imagen A1: Colorantes May-Griinwald y Giemsa utilizados para la tincion de los

extendidos de sangre periférica.

Imagen A2: Extendidos sanguineos, analizados durante el trabajo, coloreados con

ambas técnicas de tincion.
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Imagen A3: Comparacion de eosinofilos en frotis sanguineo. En la imagen superior
se observa un eosinofilo colorado con MGG mientras que en la imagen inferior se

observa un eosinéfilo coloreado con MG. 100X.

Imagen A4: Comparacion de neutrdfilos en frotis sanguineo. Imagen superior:
neutréfilo polisegmentado coloreado con MGG. Imagen inferior: neutréfilo coloreado

con MG. 100X.
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Imagen AS: Comparacion de acumulo de plaquetas. Imagen superior: acumulo de
plaquetas coloreadas con MGG. Imagen inferior: Acumulo de plaquetas coloreadas

con MG. 100X.

Imagen A6: Se observa un neutréfilo polisegmentado y un monocito en extendido de

sangre periférica coloreado con MGG. 100X.
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Imagen A7: Extendido de sangre periférica coloreado con MGG, se observa un linfocito,
eritrocitos y plaquetas. 100X.

Imagen A8: Extendido de sangre periférica coloreado con MGG. Se observa un monocito
vacuolado, eritrocitos con leve hipocromia y plaquetas. 100X.
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Imagen A9: Extendido de sangre periférica coloreado con MGG. Se observan eritrocitos con
marcada hipocromia y plaquetas. 100X

Imagen A10: Extendido de sangre periférica coloreado con MGG. Se observan neutrofilos
polisegmentados y linfocitos. 40X.
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Imagen A11: Extendido de sangre periférica coloreado con MGG. Se observa un baséfilo
central.100X.

Imagen A12: Extendido de sangre periférica coloreado con MG. Se observa un neutréfilo
polisegmentado central, dianocitos y plaquetas. 100X.
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