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Las plaquetas son células anucleadas que se ori-
ginan por la fragmentacion del citoplasma de los
megacariocitos medulares (Figura 1). Las plaque-
tas recién liberadas contienen mayor contenido de
ARN que las maduras y son denominadas plaquetas
reticuladas, en analogia con los reticulocitos en la
eritropoyesis. Su vida media, a diferencia de las pla-
quetas maduras, es menor a 24 hs, por lo que pueden
ser utilizadas como marcador de actividad megaca-
riocitopoyética de la médula dsea.

Las plaquetas inmaduras fueron descriptas por pri-
mera vez en el afio 1969 en un modelo animal de
pérdida de sangre a través de la visualizacion mi-
croscopica de un reticulo en su citoplasma previa
tincion por coloracion con azul de metileno. Esta
técnica fue posteriormente utilizada en humanos,
pero debido a las dificultades técnicas no fue adop-
tada en la rutina clinica.
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Figura 1. Megacariocito.

En el afio 1990 se describe la técnica por citometria
de flujo basada en la tincion de RNA con naranja de
tiazol. A partir de la descripcion de la técnica han
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surgido modificaciones metodoldgicas y se han pu-
blicado trabajos de los hallazgos en distintas condi-
ciones, como trombocitopenias, trombocitosis, post
trasplante de células madre, trombocitopenias here-
ditarias, enfermedad tromboembodlica, enfermedad
renal, hipertiroidismo, neonatos normales y trombo-
citopénicos. La conclusion general de estos estudios
es que la determinacion de plaquetas reticuladas es
un marcador no invasivo de la actividad megacario-
citopoyética de la médula 6sea. Sin embargo, debi-
do a la variabilidad metodolégica, existe un amplio
rango de valores de referencia y no se ha logrado
la estandarizacion entre laboratorios, aun usando el
mismo protocolo. Por otro lado, aunque pueda lo-
grarse dicha estandarizacion, la citometria de flujo
no se considera aun una técnica de rutina disponible
en todos los laboratorios.

En el ano 1995 se publican los primeros reportes
de la determinacion de plaquetas inmaduras por un
método automatizado utilizando un colorante fluo-
rescente de RNA detectado por un laser de argon.
Esta metodologia fue posteriormente incorporada
por dos empresas proveedoras de contadores hema-
tologicos automatizados (Abbott y Sysmex).

Los contadores informan el radio IPF% o fraccion
de plaquetas inmaduras, que es la ratio entre las pla-
quetas inmaduras y el nimero total de plaquetas, asi
como el valor absoluto de plaquetas inmaduras.

Se ha demostrado que el IPF% correlaciona con el
porcentaje de plaquetas inmaduras obtenidas por cito-
metria de flujo, considerado el método de referencia.

Fundamento

Los analizadores Sysmex utilizan como método de
determinacion de IPF% la citometria de flujo fluo-
rescente mediante el uso de colorantes fluorescentes
(oxazina y polimetina para los modelos XE2100 y
XE5000). En el ano 2011 la serie XN introduce un
nuevo canal de plaquetas fluorescentes que mide el
recuento de plaquetas por este método y utiliza como
colorante oxazina con un aumento en la sensibilidad
y especificidad en la determinacion del IPF. Estos
colorantes penetran la membrana celular tifiendo el
ARN de las plaquetas. Las plaquetas tefiidas pasan
a través de un haz de luz de un laser a 633 nm y
son identificadas por su volumen celular (forward
scatter light) y la medicion de forma simultanea de
la intensidad de fluorescencia (proporcional al con-
tenido de ARN) (Figura 2).
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FSC:Foward Scatter light

SFL: Side Fluorescent light

Figura 2. Plaquetas fluorescentes:
diagrama de dispersion.

Las plaquetas con mayor fluorescencia son identifi-
cadas como plaquetas inmaduras y expresadas como
IPF % o A-IPF o numero absoluto de plaquetas in-
maduras por unidad de volumen, segun la siguiente
formula:

A-IPF= %IPF x Rto plaquetas / 100

El Abbott Cell-Dyn Sapphire es el tinico analizador
hematolédgico de la linea Abbott que mide plaque-
tas inmaduras. El ensayo es una parte integrante del
recuento de reticulocitos y se basa en la tincion del
ARN con el colorante fluorescente CD4K530, que
es excitado por un laser en estado sélido a 488 nm.
Usan tres angulos de luz dispersada mas la intensi-
dad de fluorescencia para separar las plaquetas de
globulos rojos y mediante un algoritmo se determi-
nan las plaquetas reticuladas.

Condiciones preanaliticas

La determinacién de IPF se realiza en forma si-
multanea con la determinacion del hemograma, en
muestras de sangre entera usando K2-EDTA como
anticoagulante.

Se han reportado distintas estabilidades de la mues-
tra, de 3 a 8 horas a temperatura ambiente, con dis-
minucion de la estabilidad al ser mantenidas a 4°C.

Condiciones analiticas

La calibracion de los instrumentos esta a cargo de
los representantes de las empresas proveedoras. Los
controles de calidad internos usados para el control
de los parametros del hemograma contienen valores
asignados para la determinacion de IPF (Sysmex),
por lo que son procesados diariamente en tres niveles.
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FRACCION DE PLAQUETAS INMADURAS (IPF%)

Los reportes en la bibliografia del CV del ensayo
para el modelo XN estd en un rango 3.3 a4.7 % y
el error total por variabilidad bioldgica publicado es
de 18.4 %.

El CV obtenido en nuestro laboratorio fue de 3.7 %
para el Sysmex XN1000®,

Valores de referencia

Los valores publicados por Abbott van de 0.5 a 6%.
Dentro de la plataforma Sysmex, los valores publi-
cados para los modelos XE2100 y XE5000 van de
1.1 a 7.1%. Trabajos recientes con la serie XN des-
criben rangos de 1,5 a 10 %.

En nuestro Laboratorio obtuvimos un rango de 1.4
a 10.8% en pacientes adultos con un percentil 97.5
de 9.4%©.

Utilidad clinica

Recientemente varios trabajos han demostrado la
utilidad de la determinacion de [IPF% en el diagnos-
tico diferencial de trombocitopenias. Se han repor-
tado valores aumentados en las de origen inmune
por consumo y recuperacion medular, y valores dis-
minuidos en las trombocitopenias de origen central
debido a la supresion de la produccion medular.
Otra aplicacion estudiada es el monitoreo de la fase
trombocitopénica postquimioterapia y trasplante de
c¢lulas madre hematopoyéticas o de médula osea.
Generalmente un incremento de las plaquetas inma-
duras precede en dos-tres dias a la recuperacion pla-
quetaria. Esto permitiria considerar la postergacion
de la necesidad de transfusiones plaquetarias, sin
embargo se requieren mas estudios para confirmar
estos hallazgos.

Existen también reportes de la probable utilidad
clinica de la determinacion de IPF como factor de
riesgo en sindromes coronarios agudos como indice
de activacion plaquetaria y en el monitoreo de su
tratamiento.

Dentro de los trastornos hematolédgicos, se ha des-
cripto su utilidad como factor pronostico en sin-
dromes mielodisplasicos con cariotipo aberrante,
en el diagnostico de trombocitopenias hereditarias
por encontrarse en valores ain mas elevados que en
las trombocitopenias inmunes, dentro de los sindro-
mes mieloproliferativos BCR-ABL negativos, como
probable predictor de complicaciones tromboticas y
en el seguimiento del tratamiento en pacientes con
purpura trombocitopénica inmune y trombotica.
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