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En la siguiente nota ROCHE nos
presenta los analizadores automatizados
hematoldgicos Sysmex XE-2100 y XE-5000
parael analisis de las células nucleadas de la
serie roja y los medidores cuali y
cuantitativos de reticulocitos XT-2000, XT-
4000, XE-2100y XE-5000.
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Célulasnucleadas de laserieroja
NRBC

¢Qué son las células nucleadas de la serie
roja?

Las células nucleadas de laserie roja
(por sussiglas eninglés NRBC: nucleated red
blood cells), también denominadas
normoblastos o eritroblastos, se originan a
partir de launidad formadora de colonias de

Bioanalisis | Ene - Feb 13

células eritroides (CFU-e). Generalmente, el
término “célula nucleada de la serie roja”
incluye a cualquiera de las células
precursoras nucleadas halladas en médula
Osea, que maduran a glébulo rojo o
eritrocito. “EI” glébulo rojo nucleado no
existe. En este proceso de diferenciacion
celular, la célula atraviesa por un total de
siete diferentes pasos de maduracién. Se
describen a continuacién los tipos de
células de la serie roja o eritroide
correspondientes a las cuatro etapas
previasen laformacion del reticulocito.

Pronormoblasto o proeritroblasto

Estas células son las mas inmaduras
dentro de la eritropoyesis. Con un diametro
de 20 um y una estructura compacta de su
nucleo, es dificil distinguirlas
histoldgicamente de otros blastos.

Normoblasto baséfilo o eritroblasto
baséfilo

Estas células presentan un nucleo
mas pequefio, comparado con los
proeritroblastos, y constituyen el siguiente
paso en la fase madurativa. El citoplasma es
mas basofllico y el nacleo contiene
acimulos de cromatina y desaparece el
nucléolo.

Normoblasto policromatéfilo o
eritroblasto policromatofilo

Los eritroblastos policromatdfilos
son eritroblastos con citoplasma azul-
grisaceo que todavia mantienen el
potencial proliferativo.

Normoblasto ortocromatico o eritroblasto
ortocromatico

Los eritroblastos ortocromaticos
representan el estadio final antes de la
eliminacion del nicleo y la transformacion
enreticulocito.

Relevanciaclinica

Bajo condiciones normales las
NRBC se encuentran sélo en sangre fetal y
de neonatos. Es posible hallar eritroblastos
policromatdfilos y ortocromaticos en la
circulacién sanguinea en casos de
recuperacion de anemias y deficiencias
vitaminicas severas. Los proeritroblastos y
eritroblastos basofilos se encuentran en
circulacion sanguinea sélo bajo condiciones
patoldgicas, tales como la formacion de
sangre extramedular, trastornos de la
médula dsea — barrera hematoldgica por
metastasis tumorales, mielodisplasia,
enfermedades neoplasicas o eritroleucemia
(tipo M6 segun la clasificacion de FAB). Bajo
estas circunstancias también se observan
eritroblastos baséfilos. En muy raras
ocasiones pueden ser liberados de la
médula ésea en una rapida regeneracion de
la anemia, como por ejemplo en la
recuperacion de un déficit importante de
vitaminas o luego de hemorragias severas.

Métodos pararecuento de NRBC

Hasta hace poco tiempo atrés, el
Unico método para cuantificar NRBC era la
evaluacion microscopica del extendido de
sangre periférica. El recuento era un
método manual y el nimero de células

’46



eritroides nucleadas se expresaba como la
cantidad de NRBC por 100 leucocitos. Los
instrumentos no podian diferenciar células
nucleadas de la serie roja (NRBC) de
linfocitos. Como el tamafio de las diferentes
células eritroides nucleadas es muy diverso,
en ocasiones las NRBC eran incluidas dentro
de los resultados de leucocitos y linfocitos.
Por esta razén, ante la posible presencia de
NRBC en sangre, los resultados del recuento
de leucocitos podian no ser completamente
correctos y era necesaria la correccion
manual. Obviamente, el método manual
presenta un CV significativo debido a la
limitada cantidad de células que se cuentan
yalasubjetividad de lainterpretacién de las
mismas. Por otra parte, es dificil determinar
a partir de la imagen microscopica de la
célulasi fue incluida dentro del recuento de
WBC del instrumento. Por lo tanto, es una
ventaja muy importante poder realizar un
recuento automatizadoy exacto 1-3.

Andlisis automatizado de NRBC

Los instrumentos Sysmex XE-2100y

XE-5000 detectan autométicamente las
NRCBC, las cuantifican y aplican la
correccion requerida de WBC. Este método
automatizado tiene varias ventajas. El
recuento es, desde el punto de vista
estadistico, mas confiable no solo por la
gran cantidad de células analizadas, sino
ademas por la confiabilidad del resultado.
La tecnologia empleada - citometria de
flujo por fluorescencia—es la piedraangular
del recuento con una muy alta precision de
NRBC. Como el recuento se realiza con
colorante fluorescente, que refleja el
contenido real de ADN y ARN de la célula, es
posible realizar una diferenciacion clara
entre NRBC y leucocitos normales. En
consecuencia, el recuento de NRBC no sélo
resulta mas preciso, sino que también se
aplicalacorreccién apropiada para WBC.

@

Figura 1: Muestra de sangre negativa para
NRBC

Figura 2: Muestra de sangre positiva con
altaconcentracion de NRBC

1NRBC, 2 Fantasma, 3 Leucocitos

Fig. 1

Fig. 2

Analisis cualitativo y cuantitativo de la
eritropoyesis

Respuestas sobre eritropoyesis utilizando
IRFyRet-He

¢Quésonlosreticulocitos?

Los reticulocitos son eritrocitos
inmaduros. Luego de la eliminacion del
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nucleo a partir de las células de la progenie
roja nucleadas, quedan restos de ARN. Esto
puede detectarse y medirse

e

Figura 3: Ret-He normal aproximadamente
35pg

Eje Y: Dispersion frontal (forward scatter)
Eje X: Intensidad de lafluorescencia
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De acuerdo con la definicion de
Gimery Koepke (1976) el reticulocito es una
célula roja no nucleada, que contiene al
menos dos o mas particulas de material
polirribosomal basofilico en el citoplasma
que se tifien de azul luego de la coloracion
con nuevo azul de metileno. Los puntos
deben estar a unaclara distancia de la pared
celular para evitar que se confundan con los
cuerpos de Heinz. Las células con claros
granulos citoplasmaticos azules, los cuales
pueden ser vistos sin enfoque fino, son
consideradas como reticulocitos en estadio
IV de maduracion.

Existen cuatro estadios de madura-
cion:

EstadioI: reticulo con coagulos densos
Estadio ll: reticulolaxo

Estadio llI: reticulo difuso

Estadio IV: algunos granulos dispersos

Existen cuatro indicaciones princi-
pales para realizar el recuento de reticu-

locitos:

- Diagnostico basico en cualquier tipo de
anemia

- Monitoreo terapéutico durante la terapia
con hierro, vitaminaB12 o acido folico

- Monitoreo terapéutico bajo el tratamiento
coneritropoyetina

- Monitoreo durante el trasplante de células
madre

Medicidn cualitativay cuantitativa

Para poder medir los reticulocitos
es necesaria la coloracion previa. Los
analizadores hematoldgicos Sysmex que
pueden medir reticulocitos (XT-2000, XT-
4000, XE-2100 y XE-5000) utilizan un
colorante fluorescente. Esta tecnologia
permite una medicion cualitativa y
cuantitativa de los reticulocitos. La
medicion incluye el recuento absoluto de
reticulocitos y su porcentaje. Adi-
cionalmente, el instrumento brinda
informacion sobre la fraccion de
reticulocitos inmaduros. Estos parametros
de valor absoluto (#), porcentaje (%) y la
Fraccion de Reticulocitos Inmaduros (IRF),
brindan al profesional de la salud un
panorama completo respecto a la cantidad
de reticulocitos. Por otra parte, el
instrumento puede brindar una respuesta
adicional referente a la calidad de la
eritropoyesis utilizando el Ret-He.

Relevanciaclinica

Ret-He: Equivalente de hemoglobina en
reticulocitos

Usando el canal de reticulocitos de
los instrumentos Sysmex, se puede medir el
parametro Ret-He, calculado a partir de los
valores de RET-Y. Este parametro se
determina mediante la medicién del valor
promedio de los histogramas de dispersion
frontal de reticulocitos y es comparable al
contenido de hemoglobina de las células

rojas. Su relevancia clinica se ha
demostrado en diversos estudios. C.
Thomas et al 4 muestran su uso para
determinar y discriminar diferentes
anemias: anemias por enfermedad crénica,
deficiencia latente de hierro, deficiencia
funcional de hierro y anemia cléasica por
déficit de hierro. S. Jayaranee et al 5
confirmaron estos hallazgos, resaltando
que “Ret-Y permite identificar la deficiencia
funcional de hierro”. Por otra parte,
Brugnara et al 6 estudiaron la utilidad del
parametro Ret He en el diagndstico de
deficiencias de hierro y analizaron su
precisiony estabilidad.

Fraccion de reticulocitos inmaduros— IRF

La IRF es un marcador temprano
para evaluar la regeneracion de la
eritropoyesis. La IRF refleja y aumenta
mucho mas rapidamente — en términos de
horas — en comparacion con el incremento
del recuento de reticulocitos, que puede
requerir hasta 3 dias. Se ha descrito que la
IRF puede utilizarse como parametro de
monitoreo en el trasplante de células madre
y médula ésea. En caso de un trasplante
exitoso, la IRF alcanza un valor del 5% tres
dias antes que el umbral de granulocitos de
0,5 x 109/L. Esto se observa en
aproximadamente el 80% de todos los
casos.7

D'Onofrio et al. publicaron que la
combinacion de los valores del recuento de
reticulocitos y los valores de IRF ofrece un
analisis mas amplio, ademas de la utilidad
clinica. La combinacion de ambos valores
permite distinguir, por ejemplo, entre
aplasia (bajo recuento reticulocitos y baja
IRF), leucemia aguda (bajo recuento
reticulocitos y alta IRF) y hemolisis (alto
recuento de reticulocitosy alta IRF).
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Figura 4: Reticulocitos en trastornos
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