El conteo automatico d
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reticulocitos:

una herramienta de uso diagnostico, clinico e investigativo
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El proceso de automatizacion de
los ultimos tiempos se manifiesta en todas
las lineas diagnédsticas e investigativas del
laboratorio hematoldgico. El desarrollo de
métodos de deteccion basados en principios
opticos e inmunolégicos como la citometria
de flujo, constituye la base del proceso de
recuento y caracterizacion de las lineas
celulares hematicas que tiene lugar en los
modernos autoanalizadores hematoldgicos.
Hoy, en virtud de los mas recientes avances
tecnoldgicos, los autoanalizadores o
contadores celulares de Ultimas
generaciones ofrecen el conteo global y
varios parametros reticulocitarios como
parte del hemograma automatizado. En el
siguiente trabajo nos muestran la
importancia del recuento automatizado de
reticulocitos por su gran potencial como
herramienta en la clasificacion, diagnostico y
tratamiento de las anemias. Ademas
permite a los médicos acceder a un
diagndstico o prondstico mas rapido y
conocer en el menor tiempo posible, si la
terapiainstaurada resulta efectiva.
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RESUMEN

Se revisan los antecedentes
histéricos del conteo de reticulocitos como
determinacidon indispensable en el
laboratorio de hematologia para la
evaluacién de la actividad eritropoyética
durante la clasificacion, diagndstico y
monitoreo de la respuesta terapéutica en
distintos trastornos y situaciones clinicas,
principalmente en casos de anemias. Se
describe el transito del tradicional método
de conteo de reticulocitos manual al método
automatizado y la integracion de los
pardmetros reticulocitarios al hemograma
automatizado actual; ademas, se analizan
las desventajas del método de recuento
manual y las ventajas del método
automatizado, asi como los principios de
detecciéon en que se basa el conteo
electrénico de reticulocitos. Con relacion a
los pardmetros reticulocitarios, se describe
su medicidn, célculo y unidades de medida;
también se resalta la importancia de la
fraccion de reticulocitos inmaduros y del
contenido de hemoglobina reticulocitaria
como variables de mayor uso clinico e
investigativo en la evaluacién de la respuesta
medular ante diversos trastornos clinicos y
protocolos terapéuticos. Por ultimo, se
alude a la necesidad del conocimiento y

empleo de las variables reticulocitarias en la
practica clinica de rutina por parte de los
clinicos y especialistas en hematologia.

Palabras clave: pardmetros reticulocitarios,
fraccion de reticulocitos inmaduros,
contenido de hemoglobina reticulocitaria.

INTRODUCCION

En la actualidad, el proceso de
automatizaciéon se manifiesta en todas las
lineas diagndsticas e investigativas del
laboratorio hematoldgico. El desarrollo de
métodos de deteccion basados en principios
Opticos, de impedancia e inmunoldgicos
como la citometria de flujo, constituye la
base del proceso de recuento y caracte-
rizacion de las lineas celulares hemdticas
que tiene lugar en los modernos autoa-
nalizadores hematoldgicos. (1,2)

El surgimiento y comercializacion
de toda una generacién de complejos
hematoldgicos, ha puesto en mano de
médicos y especialistas una citometria
hematica mucho mas integral, precisa,
confiable y cuyos resultados estan
disponibles en cuestién de segundos, al
tiempo que aporta toda una amplia gama de
parametros celulares en aras de contribuir a
la mejor orientacion diagndstica, prondstica
y evolutiva de los trastornos hematoldgicos.
(3,4)

El recuento de reticulocitos, como
herramienta basica en la evaluacién de la
respuesta eritropoyética, se havisto durante
décadas como elemento complementario
de los resultados del hemograma y hasta



cierto punto, ajeno a este. Hoy, en virtud de
los mas recientes avances tecnoldgicos, los
autoanalizadores o contadores celulares de
ultimas generaciones ofrecen el conteo
global y varios parametros reticulocitarios
como parte del hemograma automatizado.

(3)

CONTEO DE RETICULOCITOS: DEL METO-
DO MANUALALAUTOMATIZADO

La primera descripcion del méto-
do manual para el conteo de reticulocitos
fue realizada en 1949. Mucho tiempo antes,
en la segunda mitad del siglo XIX, se habia
descrito la existencia de los reticulocitos y su
condiciéon como células rojas jovenes en la
circulacién. (5,6)

Los reticulocitos son células rojas
en el penultimo estadio de maduracién
resultantes del proceso de diferenciacion
del eritroblasto ortocromatico, luego de la
eyeccidon del nucleo por este ultimo.
Conservan restos de material reticulo-
filamentoso constituido principalmente por
ribonucleoproteinas (ARN y proteinas)
presentes en cantidad considerable en las
células nucleadas que le preceden. El
proceso de maduracion a eritrocito ocurre
en la médula dsea, durante tres dias
aproximadamente y durante un dia en
sangre periférica e implica la eliminacion
paulatina del material reticular intraci-
toplasmatico. (7)

En 1881, se evidencid la existencia
del material reticulofilamentoso en el
interior de los reticulocitos por medio de la
coloracion supravita; | y en 1932 se clasifico
la poblacidon reticulocitaria en cuatro
estadios madurativos de acuerdo con su
contenido en ribosomas, mitocondrias y
ARN residual. (5,6)

Desde finales de la década del 40
del siglo XX hasta los primeros afios de los
80, la técnica de recuento manual mediante
la precipitacién y tincion del material
basdfilo intrareticulocitario con colorantes
supravitales como el azul brillante de cresilo
y el nuevo azul de metileno, constituyd el
método estdndar para el recuento de
reticulocitos, que aun se emplea en algunos

laboratorios.(5)

En este procedimiento se mezclan
eincubaniguales volimenes de sangre total,
capilar ovenosa, y colorante; luego se realiza
un extendido de la mezcla y se cuentan los
reticulocitos en el microscopio éptico. (8)

Este proceder muestra coefi-
cientes de variacion muy elevados, debido a
las diferencias significativas que muestran
los recuentos que se realizan por distintos
observadores e incluso aquellos llevados a
cabo por un mismo observador. La
variabilidad de resultados obedece, entre
otras causas, al conteo de menos de mil
células o a su recuento en areas no
adecuadas del frotis, a la confusidn de restos
de material reticulofilamentoso con cuerpos
de Heinz, particulas de colorante precipi-
tadas oinclusiones intraeritrocitarias, y a las
variaciones en la coloracién. También
contribuye lo monétono del procedimiento
y el procesamiento de especimenes con
pocos reticulocitos. (5,6)

Durante la década de 1980, el
desarrollo de las técnicas de citometria de
flujo y su aplicacién en la deteccién vy
caracterizacion de las subpoblaciones
celulares hemdticas elevd los estandares de
calidad del conteo de reticulocitos a cifras
inimaginablesy marco la ruta a seguir parala
futura incorporacion de esta medida en los
autoanalizadores hematolégicos, menos
costosos que los citometros de flujo
convencionales.(1,3,6)

El marcaje del ARN reticulocitario
residual con una variedad de fluorocromos
como el naranja de tiazol, auramina O,
polymethine y el CD4K530, asi como con
colorantes vitales no fluorescentes como el
azul de metileno y la oxazina 750, paralelo al
desarrollo de novedosos sistemas de
deteccion de sefiales eléctricas, de
absorcién y dispersion de luz laser en
diversos angulos y de fluorescencia, hizo
posible la automatizacion a gran escala del
conteo reticulocitario con excelentes
indicadores de calidad. También el avance
de la tecnologia informatica contribuyé de
modo decisivo al logro de tal propdsito en su
funcién de control durante el proceso.

(1,3,6,9)

El método de recuento electrénico
elimind el error estadistico y la falta de
repro-ducibilidad inherente al método
manual, toda vez que examina miles de
células por espécimen en cuestion de
segundos. Por otro lado, se procesan un gran
numero de muestras en pocos minutos, con
lo que disminuye en gran medida el tiempo
derespuestaal cliente. (6)

En la actualidad, numerosos
proveedores exhiben en el mercado mundial
autoanalizadores hematoldgicos que
ofrecen el recuento reticulocitario y otros
parametros derivados, como parte integral
del hemograma tipo VI, dentro de los que se
encuentran los ultimos modelos las casas
Abbott, Sysmex, Horiba-ABX, Bayer vy
Beckman—Coulter. (1,7)

PARAMETROS DEL RECUENTO
AUTOMATICO DE RETICULOCITOS.
APLICACION CLiNICA

Los analizadores hematoldgicos
actuales ofrecen los resultados del recuento
reticulocitario y una serie de parametros
derivados, ademas de diagramas de
distribucidn (citogramas e histogramas) que
se construyen a partir de la integracion y
procesamiento electrénico de las sefiales de
fluorescencia, dispersion o absorcién de la
luz laser que reciben los detectores al pasar
las células por la zona censora del
dispositivo. (1,6)

Recuento de reticulocitos: se mide de forma
directa y su valor se ofrece en cifras
absolutas (/mm’) o en porcentaje (%) con
respecto al conteo de eritrocitos.

En casos de anemia, la expresion
de los resultados en porcentaje se debe
corregir y expresar como recuento de
reticulocitos corregido (RRC) o indice
reticulocitario (IR). Esto se debe a que el
calculo de dicho valor se refiere a un nimero
normal de hematies, lo que no se cumple en
caso de anemia; para ello se aplica la
férmula: (3,10)
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ARC o IR = Raticulacitas (%) & Hernatocrilo dal paciete {1,
Hematocrita de refaranca {LL)

donde Hematocrito de referencia: 0.45

En los casos de anemia intensa la
cifra reticulocitaria debe corregirse por el
tiempo de vida media en sangre periférica
de los reticulocitos que se liberan de modo
abortivo por la médula como respuesta
compensatoria. Como se sabe, en estas
circunstancias existe una relacién inversa
entre la disminucién de la cifra de hema-
tocrito y el aumento del tiempo de vida
media de los reticulocitos en circulacion, ala
vez que se acorta su periodo de maduracién
intramedular. Esta situacion conduce a la
sobrestimacion de la cifra reticulocitaria por
el aumento del tiempo de vida media de
estas células en sangre circulante. (10,11)

La correccién de los valores
porcentuales de reticulocitos por el
incremento de su tiempo de vida media en
circulacion de acuerdo con el grado de
anemia, condiciona el surgimiento del indice
de produccién reticulocitaria (IPR), cuya
férmulaes:

[FR = Reticulacibos (%) « Jematecr oo de pacieste (UL
Zactes de cor-sceicn Hamztootita ce ~sfzrerda (LL)

El valor del factor de correccion
para el individuo sano es de 1 para la cifra de
hematocrito de referencia (0,45 L/L), pero
aumenta en 0,5 por cada 10 % de
disminucion de la cifra de hematocrito. La
mayor parte de los autores utilizan 0.45
como valor de hematocrito de referencia en
el calculo del IR y del IPR, aplicable tanto
parahombres como para mujeres. (5,10,11)
Clinicamente, los valores del IPR se
relacionan con el grado de regeneracion
medular, de manera que valores mayores e
iguales a 3 caracterizan a las anemia
regenerativas; e inferiores a 2, a las anemias
arregenerativas. (5,10)

Desde el punto de vista diag-
nostico, la cifra global de reticulocitos se
utiliza para evaluar la respuesta eritro-
poyética a la disminucidn volumen globular;
asi como en la clasificacion fisiopatoldgica y
funcional de las anemias. También es util en
el monitoreo de la supresion y la recu-

peracion medular tras la terapia citotodxica
(quimioterapia o radioterapia), en la
evaluacion de la regeneracién medular
luego del trasplante de médula ésea o de
células troncales y en la validacion de la
efectividad de diversos tratamientos
antianémicos. (6,11,12)

Los valores altos del recuento
absoluto de reticulocitos suelen observarse
durante las crisis de hemdlisis en las anemias
hemoliticas congénitas, las anemias hemo-
liticas inmunoldgicas y en la infestacidn por
Plasmodium falciparum. También se
aprecian recuentos elevados en las anemias
hemorragicas agudas; sin embargo, en las
anemias hemorragicas crdnicas el conteo
absoluto de reticulocitos puede ser normal o
bajo en relacidon con la deplecion férrica.
(6,12,13)

Por otra parte, niveles bajos del
recuento absoluto de reticulocitos se
observan cominmente en las anemias por
trastornos en la utilizacién del hierro (ane-
mia ferripriva, anemia de la enfermedad
crénica, sideroblasticas, etc), en los defectos
o supresiéon de la actividad eritropoyética
(anemia aplasica, anemia por infiltracion
medular metastasica, etc) y en aquellas que
se producen por anomalias en la sintesis del
ADN (anemias megaloblasticas). (6,12)

Fraccion de reticulocitos inmaduros (FRI):
durante el procesamiento automatico por el
método de citometria de flujo y |a utilizacion
de colorantes fluorescentes, la poblacidn
reticulocitaria sujeta a andlisis es dividida en
tres fracciones de acuerdo con el grado de
absorcion de la luz y la intensidad de la
fluorescencia en relacion con la magnitud de
la tincién y su contenido en 4cido
ribonucleico, lo que define su estado de
madurez. Asi se obtienen tres subpo-
blaciones reticulocitarias: la primera, de
baja fluorescencia y madurez préxima al
hematie maduro (LFR, siglas en inglés); la
segunda, de fluorescencia y madurez
intermedias (MFR); y la tercera, de mayor
fluorescencia e inmadurez (HFR). Estas
subpoblaciones se representan grafica-
mente en histogramas o citogramas, segun
el nimero de células y la magnitud de las
sefiales de dispersion éptica y fluorescencia

registradas de acuerdo con su estado
madurativo (figura). La suma de las
fracciones de mediay alta fluorescencia, que
contienen la mayor cantidad de ARN, se
corresponde con la FRI que se expresa en
porcentaje. (1,5,13)

Durante la regeneracion medular,
el aumento de la FRI en sangre periférica se
produce antes del incremento absoluto del
numero de reticulocitos, por lo que se
considera un marcador precoz de la
actividad eritropoyética, muy util en la
practica clinica. (7)
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El aumento de la FRI indica la
recuperacién medular tras la terapia de
induccidn en pacientes que sufren procesos
hematoldgicos malignos. La FRI resulta un
predictor precoz del prendimiento mieloide
luego del trasplante alogénico de
progenitores hematopoyéticos mucho mas
sensible que otros pardmetros utilizados en
la evaluacion de la recuperacion medular
tras esta terapia, como son el conteo
absoluto de neutrofilos (CAN), el recuento
de plaquetas y el porcentaje de plaquetas
reticuladas (PR). El uso clinico de la FRI como
marcador de recuperacion hematopoyética
permite anticipar la toma de decisiones
terapéuticas de importancia entorno a estos
pacientes a un bajo costo econdmico y
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menor cantidad de molestias. (6,12,14,15)

En la anemia aplasica se reportan
valores muy bajos del conteo absoluto de
reticulocitos y de la FRI; sin embargo, niveles
bajos o normales del conteo absoluto de
reticulocitos con resultados variables de la
FRI se observan en la leucemia, los
sindromes mielodisplasicos, la eritropoyesis
ineficazy las anemias megaloblasticas.

Los valores de la FRI en pacientes
con leucemia se deben examinar con
cuidado, ya que en esta entidad el aumento
de la FRI no siempre obedece al incremento
de la actividad eritropoyética. Algunos
trabajos reflejan que en pacientes con
leucocitosis extrema los valores de la FRI
pueden elevarse por la persistencia en las
muestras de leucocitos que se tifien con
algunos fluorocromos y exhiben una baja
fluorescencia. El citograma de dispersiéon
evidencia dicha anormalidad en la pantalla
del equipo a través de persistencia de
sefiales fluorescentes en areas no
correspondientes a la region reticulocitaria.
(6,12,16)

La FRI resulta un marcador
temprano de la eritropoyesis deficiente en
hierro en embarazadas, al aumentar sus
valores antes que la disminucién del VCM y
de la hemoglobina. Ademas, en respuesta al
tratamiento adecuado sus valores aumen-
tan mucho antes que la cifra absoluta de
reticulocitos. (5,17)

Valores muy altos de la FRIy de los
conteos absolutos de reticulocitos se
observan en las anemias hemoliticas
congénitas e inmunoldgicas y en la
hemorragia aguda; sin embargo, en la
hemorragia crénica se aprecian valores
discretamente bajos de la FRI en relacién
con pérdida de hierro. (6,12,15)

En la insuficiencia renal crénica
(IRC) con anemia, tanto el nimero total de
reticulocitos como la FRI disminuyen en
relacion con la disminucion de los niveles
plasmaticos de eritropoyetina. La FRI se
utiliza en estos pacientes como indicador
precoz de la eritropoyesis ferropénica, como
herramienta en el seguimiento de la

respuesta medular al tratamiento con
eritropoyetina y en la evaluacién de la
aceptacion deltrasplante renal. (6,12,18)

Desde el punto de vista terapéu-
tico, los valores de la FRI se utilizan en la
evaluacién temprana de la efectividad de los
tratamientos estimuladores o supresores de
la eritropoyesis,, dentro de los que destaca
la terapia con eritropoyetina humana
recombinante (EPO), tanto en nifios como
en adultos, y el tratamiento de las anemias
carenciales con sales de hierro, vitaminas o
ambos. También se utiliza en el monitoreo
de laregeneracion medular tras la terapia de
induccién en procesos malignos y en la
evaluaciéon de la actividad eritropoyética
durante las crisis de hemolisis e hipoxia en el
paciente con anemia drepanocitica, asi
como en el seguimiento de la terapia con
hidroxiurea. (3,6,12)

Cabe resaltar el uso de la FRI en el
estudio de la hemdlisis latente o de bajo
grado, en la evaluacién de la toxicidad
medular por drogas y para definir la
necesidad de transfusiéon en neonatos.
(6,12,15)

Desde el punto de vista inves-
tigativo, esta variable posee valor en el
control del doping por eritropoyetina en
deportistas de alto rendimiento, en el
monitoreo de la movilizacién de células
madre CD34+ a sangre periférica, y en el
estudio de la expresion de receptores CD36
en reticulocitos de estrés en la enfermedad
de células falciformes y otras anemias
hemoliticas crénicas. (6,12,19)

Contenido de Hemoglobina Reticulocitaria
(CHr): este parametro se obtiene como
producto del volumen corpuscular medio
reticulocitario (VCMr) y la concentracidn de
hemoglobina corpuscular media reticu-
locitaria (CHbCMr); sus valores se expresan
en picogramos (pg).

Resulta un marcador precoz de la
eritropoyesis deficiente en hierro, de mayor
sensibilidad que las variables clasicas del
metabolismo del hierro (determinacion de
hierro sérico, de capacidad total de fijacion
de hierro por la transferrina, indice de

saturacion de la transferrina, ferritina sérica
y el receptor soluble de transferrina); lo que
unido a su incorporacién como parametro
reticulocitario al hemograma automatizado,
adiciona un menor costo y mayor
disponibilidad a su determinacién. Algunos
equipos automaticos ofrecen la hemo-
globina reticulocitaria equivalente (RET-He),
parametro que desde el punto de vista
clinico posee la misma utilidad que el CHry
se expresa en las mismas unidades. (1,12,15)

Esta variable encuentra sus mayo-
res aplicaciones en la deteccién de la
deplecidén férrica y en la evaluacién de la
disponibilidad de hierro funcional,
especialmente en nifios, en pacientes con
fallo renal en régimen de didlisis y
tratamiento con eritropoyetina, en la
anemia de los procesos cronicos y en el
diagndstico, seguimiento y tratamiento de la
anemia ferripriva de forma general.
(7,15,20,21)

Como otro parametro reticulo-
citario que se mide de forma directa por las
ultimas tecnologias, se cita el indice de
fluorescencia media (MFI), que tiene uso
como predictor temprano del fallo o del
prendimiento mieloide tras el trasplante
alogénico de progenitores hemato-
poyéticos. (1,15)

CONSIDERACIONES FINALES

A lo largo de la historia, el conteo
de reticulocitos se establecié en el labora-
torio hematoldégico como la prueba mas
sencilla y de mayor disponibilidad para la
evaluacioén de la actividad eritropoyética en
distintos trastornos hematoldgicos, sobre
todo en casos de anemia. Sin embargo, esta
determinacién no se ha visto ajena al
desarrollo tecnoldgico de los ultimos afos y
hoy, gracias a los modernos autoana-
lizadores hematoldgicos, se incorpora a los
hemogramas automatizados de conjunto
con toda una serie de parametros reticulo-
citarios.

Quedaron atras los tiempos en
que el método de recuento de reticulocitos
manual, con sus grandes inexactitudes e
imprecisiones era el tnico disponible. Hoy, el



recuento automatico de reticulocitos no
solo se realiza en citémetros de flujo, de
modo independiente y a un elevado costo,
sino que se lleva a cabo por contadores
celulares convencionales capaces de ofrecer
un hemograma mucho mas integral, de
mayor calidad, rapidez, accesibilidad y sobre
todo, menor costo.

Desde el punto de vista clinico, el
recuento electrénico de reticulocitos con sus
parametros derivados exhibe un mayor
potencial como herramienta en la
clasificacién, diagndstico y tratamiento de
las anemias; en la evaluacién de la
efectividad de la terapia supresora o
estimuladora de la actividad eritropoyética;
y en el monitoreo de la respuesta medular
en casos de trasplante de medula dsea o
progenitores hematopoyéticos. Todo esto
permite a los médicos acceder a un
diagndstico o prondstico mas rapido y
conocer en el menor tiempo posible, si la
terapia instaurada resulta efectiva, lo que se
traduce, sin dudas, en una toma de
decisiones mas oportuna que limita las
molestias al paciente, acorta sus estancias y
reduce el costo de los servicios.
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