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RESUMEN

Se revisan los antecedentes histéricos del surgimiento de la automatizaciéon en la
rama hematolégica y los principios de deteccién utilizados por los contadores
automaticos de células sanguineas, con referencia a su accion combinada en la
caracterizacion de las distintas poblaciones celulares hematicas. Se describen los
componentes basicos de los analizadores hematoldgicos. Se detalla la obtencidn,
intervalo de referencia y utilidad clinica de las variables de uso comun ofrecidas por
estos equipos en el estudio de los eritrocitos y trombocitos, referidos a los parametros
mas actualizados en el estudio de estas series celulares. En cuanto a los leucocitos, se
mencionan los principales parametros relacionados con el estudio automatizado de
uso rutinario, la utilidad de los novedosos principios inmunolégicos de deteccidon en la
caracterizacion de esta poblacion celular, asi como los logros y obstaculos manifiestos
durante el conteo y estudio de las subpoblaciones leucocitarias inmaduras o
andémalas. Por ultimo, se exponen las ventajas del uso de los contadores
hematolégicos para el trabajo actual del laboratorio de hematologia y la necesidad del
conocimiento de sus potencialidades diagndsticas por parte de los médicos,
especialmente los hematélogos e inmundélogos.
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ABSTRACT

Historical background on the development of automation in hematology as well as the
major detection principles used by automated blood cell counters are reviewed,
referring to their combined action in the characterization of various hematic cell
populations. The basic components of hematological analyzers are described.
Obtention reference interval and clinical utility of commonly used variables provided
by these equipments for the study of erythrocytes and thrombocytes are described
referring to the most updated parameters for the study of these cell series. The main
parameters of the everyday leukocyte automated study, the novel immunological
detection principles used in its characterization, as well as the achievements and
obstacles found during this process are mentioned. Finally, the advantages of blood
cell counters for the current hematology laboratory work and the need of knowledge
of its diagnostic potential by physicians, particularly hematologists and
immunologists, are presented.

Key words: hematic cytometry, hematological counters.

INTRODUCCION

El conocimiento sobre los cambios fisiopatolégicos que acomparian al proceso salud-
enfermedad alcanzado por las ciencias médicas durante la segunda mitad del siglo xx
fue vertiginoso. Esto se tradujo para la rama de laboratorio clinico, en el surgimiento
y puesta en manos de sus profesionales, de un niUmero cada vez mayor de
determinaciones destinadas a complementar el examen fisico y el interrogatorio
meédico, para finalmente establecer un diagndéstico. La aplicacion de la mecanizacion y
posterior automatizacion del trabajo analitico, aumentd considerablemente las
potencialidades de procesamiento del laboratorio clinico multidisciplinario y permitié la
realizaciéon de un mayor numero de determinaciones en menor tiempo, el incremento
de los indicadores de calidad (precision y exactitud) a cifras nunca antes alcanzadas
mediante el trabajo manual, la disminucidn significativa de los costos y el
acortamiento en los tiempos de entrega de los resultados al cliente (médicos y
pacientes).!

La hematologia, como una de las principales lineas de trabajo del laboratorio clinico,
no permanecié ajena al desarrollo de la automatizacién e incrementé sus
potencialidades diagndsticas con el surgimiento y perfeccionamiento de los contadores
0 analizadores hematoldgicos.

RESENA HISTORICA SOBRE EL PROCESO DE CONTEO DE
CELULAS SANGUINEAS

El desarrollo del proceso de automatizacion en el laboratorio clinico fue discreto
durante los siglos xviii, xix y primera mitad del xx. Los primeros reportes sobre el
conteo de células hematicas datan del afio 1794, cuando utilizando un dispositivo de
lentes rudimentarias se realizé la primera descripcion precisa de los glébulos rojos.
Més tarde, en el siglo xix, se pudieron observar las plaquetas y diferenciar las
subpoblaciones leucocitarias mediante la tincién con anilinas. El primer método para
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el recuento electronico de células sanguineas fue publicado en 1934; en esta técnica
el conteo se realizaba mediante la deteccion foteléctrica de la luz dispersada.?

Las potencialidades de estos procedimientos no encontraron en aquella época
aplicacion en la hematologia. No fue hasta 1956, luego de la segunda guerra mundial,
que ante la escasez de personal calificado, el aumento de la carga de trabajo y la
necesidad en los laboratorios de hematologia de ofrecer un recuento celular cada vez
mas fiable y rapido, se disefi6 el primer contador automatico de células utilizando los
modelos creados en afos anteriores. Esto representd el nacimiento del primer
contador Coulter modelo A.*™

Los primeros contadores celulares, aunque constituyeron un avance importante, solo
eran capaces de realizar conteos electronicos globales de eritrocitos y menos
satisfactoriamente, de leucocitos; no obstante, marcaron la ruta para la innovacion y
perfeccionamiento de varias generaciones de estos equipos. El surgimiento y
desarrollo de los programas informaticos, los ordenadores, la robotizacion, la
mecanizacion y diversos métodos de deteccidon, entre otras tecnologias, han
contribuido al aumento de las potencialidades de estos equipos.

En la actualidad, los contadores hematolégicos han incrementado significativamente
la capacidad de analisis y presentan amplios mends de determinaciones, elevada
complejidad electrénico-mecéanica y mayor productividad en el procesamiento de
muestras. De este modo, se han convertido en una poderosa herramienta en la
orientacién diagnoéstica, prondstica y terapéutica de los trastornos hematolégicos.*™

La influencia del desarrollo tecnoldgico sobre los contadores celulares ha posibilitado
el surgimiento de una gran diversidad de modelos. No obstante, todos estos equipos
exhiben un disefio mecéanico y electrénico similar. En la figura 1 se muestra el
esquema basico de un contador hematolégico.

Componentes basicos de un contador hematolégico?

- Diluidor: sistema que reduce la concentracion de las células sanguineas y las
suspende en soluciones conductoras isotdnicas para adecuarla a las capacidades de
medida del dispositivo.

- Aspirador: sistema que toma la muestra diluida y la conduce hacia el dispositivo de
medida.

- Sistema de fluidos: transporta las suspensiones celulares hacia el dispositivo de
medida o la camara de recuento.

- Camara de recuento o dispositivo de medida: constituye la parte central o zona
sensible del equipo, donde ocurren los fendbmenos 6pticos, eléctricos o ambos,
medidos posteriormente.

- Transductor o detector: son los dispositivos que generan linealmente pulsos
eléctricos cuando las células pasan la zona sensible, 6ptica o eléctrica, del equipo.

- Discriminador: discrimina los pulsos eléctricos generados por los transductores en
correspondencia con el tipo celular medido.

- Amplificador: amplifica la sefial eléctrica que sale del discriminador para su posterior
procesamiento.
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- Convertidor analégico-digital: convierte las sefales eléctricas en digitales.

- Ordenador: procesa las sefiales digitales y las convierte en datos que seran
mostrados en pantalla y que pueden ser impresos.

Diluidar
[Agente Diluidar
Aspirador}—] lisante
Camaras Camaras
de recuento de recuento
de leucocitos de hematies
Transductor Transductor
| [
Discrirninador] Discritminador
amplificador Amplificador
Convertidar Conwvertidar
1 I 1
Ordenador

Fig. 1. Componentes principales de un contador hematologico
{Tomado y modificado de: Gonzalez de Bwitrago JM. 1)

La parte electronica del equipo esta compuesta por el amplificador, el convertidor y el
ordenador.

La mayoria de los analizadores hematoldgicos actuales disponen de la incorporacion
de ordenadores o microprocesadores que automaticamente o mediante una minima
interaccion con el operador, dirigen y controlan el funcionamiento armoénico entre
todos los componentes del sistema, procesan las sefales ofrecidas por los sistemas de
deteccion, garantizan la rapidez de procesamiento, el control de calidad y la
confeccidn de listas de trabajo. Ademas, controlan el accionar de toda una serie de
dispositivos destinados a indicar fallas o demandas del sistema, como pueden ser las
necesidades de mantenimiento, el agotamiento o contaminacién de los reactivos, la
presentacion de muestras no 6ptimas para su procesamiento, etc. Las fallas durante
el procesamiento son generalmente indicadas mediante mensajes en pantalla o a
través de una sefial visual o sonora.'™
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PRINCIPIOS GENERALES DE DETECCION UTILIZADOS POR LOS
CONTADORES O ANALIZADORES HEMATOLOGICOS

Medida de la variacion de impedancia o resistencia eléctrica (principio
Coulter)

Las células de una muestra de sangre total diluida en una solucién electrolitica se
hacen pasar, una detras de la otra, a través de una abertura de determinado
diametro, por la que circula una corriente eléctrica de cierta intensidad inducida por 2
electrodos dispuestos a ambos lados de la abertura u orificio. Al pasar cada célula a
través del orificio causa un cambio en la resistencia eléctrica que genera un pulso de
voltaje cuya altura o amplitud ser& proporcional al tamafio o volumen la célula. El
nuamero de pulsos eléctricos generados se relaciona con la cantidad de células que
atraviesan la abertura. Dentro de las ventajas de esta tecnologia se citan su sencillez,
bajo costo, la posibilidad de poderse aplicar alin en los instrumentos mas pequefios y
su marcada utilidad para la medicion de los volumenes celulares. En la actualidad,
este principio se aplica como método de referencia para el recuento celular hematico
y la medicién de los volimenes (tamafio) de cada poblacién celular. Es utilizado por la
mayoria de los fabricantes de contadores hematoldgicos debido a su marcada
reproducibilidad, rapidez y disminucién del error estadistico.*™

Medicion de la cantidad de luz dispersada (método 6ptico)

La medicién de la intensidad de luz dispersada es utilizada frecuentemente por los
contadores celulares en sus mediciones. Las células en suspensiéon se hacen pasar
alineadamente una detras de otra, a través de una pequefia zona sobre la que incide
perpendicularmente un haz de luz halégena o laser, lo que provoca la interrupcion y
dispersién luminica de la energia radiante en diversos angulos. EI niGmero de
interacciones del haz de luz se corresponde con la cantidad de células que pasan por
la zona de sensible del aparato y la magnitud de su dispersidon sera una funcion de
distintas propiedades o caracteristicas celulares, dentro de las que pueden citarse el
volumen celular, el tamario, el contorno y el indice de refraccién que constituye una
funcion del contenido celular (presencia de granulaciones, coloracion, lobularidad
nuclear, entre otros).?>*®

Para la deteccion de la luz dispersa se utilizan varios detectores colocados en diversos
angulos con respecto al haz incidente. La fraccion luz dispersada en un angulo cénico
entre 0-10°, que casi coincide con la direccién del haz incidente, sera proporcional al
volumen celular. Por otro lado, la fraccion de luz dispersada perpendicularmente con
respecto al haz incidente, sera una funcidon de la complejidad de la estructura
intracelular.?*®

La incorporacién de una fuente de luz laser y la medicién de su dispersién, de modo
similar a la utilizada en las técnicas de citometria de flujo, ha conferido mayor calidad
a las determinaciones y posibilitado la incorporacion de nuevos indices
hematimétricos a los ya existentes. Cabe destacar que actualmente no son todos los
contadores los que cuentan con esta tecnologia.*®

El método 6ptico encuentra su principal aplicacion en la realizacion automatica del
recuento diferencial de leucocitos y en el estudio de la composicion interna de las
células, aunque también se aplica en la realizacion de los conteos globales y medicion
de los volumenes celulares.**®
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Técnicas inmunolégicas mediante anticuerpos monoclonales (AcMo)
acoplados a fluorocromos (citometria de flujo)

En los dltimos afios se han incorporado los métodos de deteccién inmunoldgica en los
autoanalizadotes. Estas técnicas integran la dispersion de luz con la emisiéon de
fluorescencia (488 nm laser-azul), de modo similar a los citbmetros de flujo
convencionales. La combinacién de la tecnologia 6ptica con la detecciéon de
fluorescencia mediante el uso de AcMo marcados con fluorocromos aplicada a los
autoanalizadores hematolégicos, ha supuesto un claro avance en la discriminacion de
las distintas subpoblaciones celulares hematolégicas.?**

En la técnica de citometria de flujo las células en suspension se hacen pasar
alineadamente una a una, por delante de un haz de luz laser monocromatico, lo que
causa su dispersion en diversos angulos y la emisidon de energia fluorescente, previo
marcaje de las estructuras celulares con anticuerpos monoclonales acoplados a
fluorocromos. La utilizacion de una fuente de luz laser, generalmente de argén, ofrece
un rayo monocromatico mas intenso, mas colimado y capaz de inducir la excitacién de
ciertos compuestos (fluorocromos) con la consecuente induccion de la sefal
fluorescente, lo que garantiza una medicién fotométrica mas exacta.*’®

La interaccidon de haz laser con cada célula marcada produce 2 tipos de sefales: de
dispersion y de fluorescencia. Para su deteccion, las sefales de dispersion se dividen
en 2 fracciones: fraccion dispersa angulo estrecho (0-10°) hacia adelante en o
Forward Scatter (FSC), y fraccién dispersa en angulo de 90° con respecto al haz
incidente o Side Scatter (SSC), las que seran recogidas por 2 detectores de dispersion

colocados al efecto (Fig. 2).*"®
WM

Mo, células - Mo. células
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Fig. 2. Histogramas o curvas de distribucion de volumen. &: eritrocitos; B: plaguetas
{(PLTY; IDE: indice de distribucion eritrocitaria; YCM: wolumen corpuscular medio; MIC;
microcitosis; MAC: macrocitosis,

Las sefales de fluorescencia seran recogidas por 3 detectores de fluorescencia en
equipos de un solo laser y por un cuarto detector en equipos de 2 laseres. La
posibilidad de utilizar varios detectores para la recogida de las sefiales ofrecidas por la
fuente de luz laser al interactuar con cada célula, proporciona al unisono 2
parametros de dispersion y 3, e incluso 4, de fluorescencia (FI1, FI2 y FI3) por cada
célula analizada. Esta caracteristica de la citometria de flujo la convierte en una
poderosa técnica multiparamétrica al ofrecer simultaneamente varios parametros
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sobre cada célula y la relacion de estos parametros con los de otra célula también
analizada.*"®

Gracias a su elevada especificidad, mediante la citometria de flujo se pueden estudiar
varias poblaciones celulares diferentes y detectar la presencia de una subpoblacién
dada en muestras donde predominen otras poblaciones celulares mayoritarias.?°

En la practica médica hematolégica e inmunoldgica, este principio encuentra
aplicacion en el conteo e identificacion de subpoblaciones linfocitarias
(inmunofenotipo), estudios de funcidn plaquetaria, determinacién de reticulocitos
inmaduros y en la caracterizacion de las leucemias agudas y sindromes
mieloproliferativos, entre otras.*®*°

Aungue se ha hecho referencia a los principios de medicién que generalmente se
ponen en practica, es bueno destacar que en ocasiones estos se combinan en un
mismo analizador con otros métodos de deteccién y caracterizaciéon celular, como son
la citoquimica (tincién de peroxidasa, negro Sudan, etc.), la deteccién de la
conductividad o radiofrecuencia y el analisis de nucleos, previa lisis leucocitaria.?*

Por otra parte, estos equipos disponen de mecanismos para evitar los errores de
coincidencia, que tienen lugar cuando 2 células atraviesan al mismo tiempo la zona de
sensora o al pasar repetidas veces la misma célula por dicha zona. Para evitar los
errores de coincidencia se aplican tecnologias como el disefio o enfoque hidrodinAmico
y el flujo de barrido.?>*’

Con el disefio hidrodindmico se logra que las células disueltas en la corriente salina
transportadora penetren en la camara de medicion de forma cénica estrechada hasta
unos 20 um. El flujo de barrido consiste en el flujo perpendicular de una corriente
estacionaria de diluyente por detras de las aberturas destinadas al recuento celular
para evitar que dichas células sean removidas de la zona de deteccidon una vez
atravesada.?*’

A partir de las sefiales generadas por los detectores y procesadas automaticamente se
presentan en pantalla las representaciones graficas de las distintas poblaciones
celulares mediante citogramas e histogramas. En estos graficos, las poblaciones
celulares son representadas sobre un eje de coordenadas X/Y mediante agrupaciones
homogéneas de puntos de acuerdo con sus caracteristicas fisicas de dispersion,
fluorescencia o ambas. Los histogramas o citogramas de un solo parametro
proporcionan informacion sobre el nimero de células que expresan un solo parametro
y la intensidad con que lo expresan. No obstante, la mayoria de los citogramas
relacionan 2 e incluso 3 parametros para una misma poblacién celular.?*7*°

UTILIDAD CLi’NICA DE LOS PARAMETROS ERITROCITARIOS DE
LA CITOMETRIA HEMATICA AUTOMATIZADA

La determinacion del niumero de eritrocitos, la concentracién de hemoglobina y la
deteccion de las alteraciones morfolégicas de la serie roja (eritrocitos), constituyen
casi inevitablemente las primeras indicaciones cuando se desea evaluar la magnitud y
causas de la anemia. Como parte de la citometria hematica automatizada, se realizan
una serie de mediciones que ponen en manos del clinico un grupo de parametros o
indices eritrocitarios destinados a facilitar el adecuado diagnostico, dentro de las que
se citan:
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- Medicién de la concentracion de hemoglobina (Hb): mediante el refinamiento del
método de cianometahemoglobina, los analizadores hematoldgicos han exhibido
estandares de confiabilidad muy superiores a los alcanzados por los métodos
manuales, lo que le confiere superioridad a la determinacién automatizada.?>®° Otro
de los métodos descritos para la determinacién de la concentracion de hemoglobina
se basa en la medicion de la cantidad de de luz laser dispersada, técnica descrita en
1986 y aplicada en la actualidad.®

- Recuento de glébulos rojos: generalmente se realiza aplicando el principio Coulter,
aunque se puede determinar por dispersion de la luz o la combinacién de ambos.?%**
A partir del nimero de células contadas por unidad de volumen se genera el
histograma de distribucién de eritrocitos, que se muestra graficamente (Fig. 2).

- Hematdcrito (HCT): puede ser calculado relacionando el volumen corpuscular medio
(VCM) con el recuento de glébulos rojos o medido como la sumatoria de los
voliumenes celulares de una muestra fija.***

Las determinaciones antes descritas se conocen como indices eritrocitarios basicos o
primarios y a aquellos que derivan de ellos se les conoce como parametros derivados
o secundarios; a continuacién se exponen algunos de ellos:#%>*

- Volumen corpuscular medio (VCM): en términos absolutos ofrece una informacién
sobre el volumen promedio de los eritrocitos. Los valores de referencia son de 82-95
fl. El valor de este parametro puede ser obtenido a partir del histograma de
distribucion de volumen de los eritrocitos (Fig. 2) o medido directamente mediante la
técnica de dispersién de la luz laser, lo que ha significado un notable avance.*%*

Atendiendo a los resultados de esta variable se lleva a cabo la clasificacion
morfolégica de la anemias, lo que ha permitido desarrollar estrategias en el
diagnéstico de estas entidades.'"'*? Debe aclararse que a pesar de su importancia, el
VCM no informa sobre caracteristicas morfoldgicas distintas al tamafio eritrocitario ni
sobre la coexistencia en una misma muestra de poblaciones heterogéneas en cuanto
a volumen celular. Por esta razén, a partir de la curva de distribucion de frecuencias o
histograma elaborado tomando como base las medidas repetidas de los volumenes
celulares individuales, se obtiene el coeficiente de variacion alrededor de la media
correspondiente. Este parametro se conoce como ancho de distribucion de los
glébulos rojos (RDW-CV) o amplitud de la curva de distribuciéon de los eritrocitos
(ADE) v si es una medida fiel del grado de anisocitosis en la muestra. En algunos
analizadores este parametro se expresa en femtolitros, como la desviacion estandar
de la curva de distribucién de eritrocitos (RDW-DS) que corresponde al 20 % por
encima de la linea base del histograma. A esta altura es donde se encuentra el mayor
grado de variacién en el tamafio de las células.®>®*

Los valores del VCM son utiles en la clasificacion de las anemias microciticas,
macrociticas y normociticas.>***? La relacién entre los valores del VCM y el RDW
resulta sumamente importante en el diagndstico diferencial entre la anemia ferripriva
y las talasemias (tabla 1).

De hecho, se han propuesto nuevas clasificaciones de las anemias basados en la
utilizacién exclusiva del VCM y del RDW.° La clasificacion de las anemias propuesta
por algunos autores sugiere que la ferropenia y la B-talasemia podian distinguirse en
base al valor del RDW, siempre mas elevado en la primera y normal en la talasemia.
Estudios posteriores demostraron que mientras lo primero se cumplia practicamente
siempre, lo segundo solo en el 50 % de los casos (tabla 1).
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Tabla 1. Comportamiento de algunos parametros eritrocitarios en la talasemia
v la anemia ferripriva

Parametro ﬁm_am_ia P B - talasemia o o - talagn?mia
ferripriva Homocigdtica Heterocigdtica {homocigotica)

W 1 1 1 1

CHCM J l I J

HC 1 1 1 1

s T Mormal* Morrmal® !

HIFO % T T T T

MICRO 9% T T T T

MAH < 0,9 > 0,9 = 0,9 < 0,9

YRR Mormal T T T

WCM: wvolumen corpuscular medio; CHCM: concentracidn hemoglobinica corpuscular media; HCM:
hermoglobina corpuscular media; RDW: ancho de distribucion de los gldbulos rojos; HIPC: porcentaje
de hematies hipocrdmicos; MICRO: porcentaje de hermaties microciticos; M/H: cociente de ceélulas
microciticas e hipocrdmicas; YPM: volumen medio plaguetario,

* [-talasemia homocigdtica v heterocigdtica: valores normales del RDW solo en el 50 % de
los casos,

El wvalor de la CHCM refleja valores normales o una discreta disminucidn,

En la o talasemia homocigdtica el RDW muestra valores aumentados aungue praximos a la
normalidad,

* ok

* ok ok

También es conocido que el RDW esta muy aumentado en la 53-talasemia, siendo
superior al de la anemia ferropénica. No obstante, una diferencia fundamental entre la
ferropenia y la B-talasemia corresponde al porcentaje de hematies microciticos
(MICRO %) e hipocromicos (HIPO %). En la ferropenia existe siempre un aumento de
hematies hipocrémicos (30,7 %) que es menor en la talasemia (13-14 %), la que se
caracteriza por un aumento de los hematies microciticos (31-33 %) no tan acusado
en la ferropenia (17 %) (tabla 1).5%34

La a-talasemia homocigética posee un VCM muy similar al de la ferropenia y un RDW
aumentado, aunque con valores préximos a la normalidad. Las diferencias con la
anemia ferropénica estan en el nUmero de hematies hipocrémicos, que coincide con el
resto de talasemias y con estas Ultimas, en que sus valores de microcitos son muy
similares a los obtenidos en la ferropenia (tabla 1).%3

Los valores de VCM aumentan en la anemia megaloblastica y en eritroenziomopatias
como el déficit de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) y de piruvato cinasa (PK).
Por otro lado, disminuyen en la esferocitosis hereditaria y en la a-talasemia
homocigética (tabla 2).%**
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Tabla 2. Comportamiento del volumen corpuscular medio (YCMY v la concentracion
hemoglobinica corpuscular media {CHC M) en distintos tipos de anemias

Parametro Compartamiento Anemias
= Anemia megaloblastica
aumenta = Deficit de GEPD
YO = Deficit de PK
N = Esferocitosis hereditaria,
Disminuye : L
= 0 - talasemia homocigotica
= Esferocitosis hereditaria
aumenta » Eliptocitosis congénita
CHCM = Herocitosis congenita
o = Anemia ferropénica
Disminuye

= o - talasemia homocigotica

- Hemoglobina corpuscular media (HCM): es el valor promedio de la hemoglobina
contenida en cada eritrocito. Sus valores de referencia son de 28-32 pg. Se calcula a
partir del valor de hemoglobina y del recuento de eritrocitos. Valores menores a 27 pg
se observan en anemias microciticas, mientras que valores mayores a 35 pg son
tipicos de anemias macrociticas.***?

- Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM): se refiere a la
concentracion promedio de hemoglobina por mililitro (mL) de eritrocitos. En adultos,
los valores de referencia son 32-36 %. Puede ser calculada utilizando los valores de
hemoglobina y de hematécrito o medida directamente mediante luz laser y su grado
dispersion. %113

A partir de su medicién directa se obtiene el histograma de distribucion de eritrocitos
segun su concentracion de hemoglobina corpuscular media y la amplitud de
distribucion de los hematies (ADH) segun su concentracion de hemoglobina, conocida
por sus siglas en ingles como HDW (haemoglobin distribution width).®***°

La CHCM disminuye en la anemia ferropénica y en la a-talasemia homocigdtica y
aumenta en la esferocitosis hereditaria, eliptocitosis congénita y en la xerocitosis
congénita. El aumento de la CHCM observado en la esferocitosis hereditaria y en la
eliptocitosis, se acompafia de valores elevados del RDW y de la HDW.

La anemia megaloblastica cursa con valores de CHCM dentro del intervalo de
referencia; no obstante, muestra cifras RDW y de HDW elevadas (tabla 2).%*%*°

Sobre la base de valores de CHCM, la sangre puede ser clasificada como
nomocrémica, hipocrémica o hipercrémica.**

Otros parametros relacionados con el diagndéstico diferencial de distintos tipos de
anemias ofrecidos por estos equipos, son los porcentajes globales de hematies
macrociticos, microciticos, normocrémicos, hipercrémicos e hipocrémicos, asi como el
cociente de células microciticas-hipocrémicas (M/H). Este ultimo constituye un
parametro importante para la diferenciacion entre rasgo talasémico y anemia por
deficiencia de hierro, al mostrar valores menores que 0,9 en la anemia ferropénica y
mayores en el rasgo talasémico (tabla 1). La relacién entre estos parametros permite
conocer qué porcentaje de la poblacion de hematies clasificada como microcitica es
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hipocrédmica, normocrémica e hipercromica; y de la poblacion de hematies
hipocrémicos, qué porcentaje existira de macrocitos, microcitos y normocitos.%***3

- La medida del contenido de hemoglobina presente en los reticulocitos (CHr) es otro
parametro de reciente incorporacion ofrecido por los analizadores hematolégicos.
Constituye un indicador precoz de eritropoyesis deficiente en hierro que es mucho
mas sensible a la suplementacién con hierro que otros parametros, tales como
hematdcrito, hemoglobina, VCM, RDW, HCM y ferritina (esta ultima puede presentar
variaciones en un proceso inflamatorio).***

La evaluacioén de la efectividad de la actividad eritropoyética en diversas hemopatias y
posterior al tratamiento, es caracterizada en los contadores a través de diversas
variables relacionadas con el recuento y caracterizacion de los reticulocitos, dentro de
las que se citan: recuentos absolutos y porcentuales de reticulocitos (RET# y RET%,
respectivamente), reticulocitos con bajo contenido en ARN (RET L), medio (RET M) y
alto (RET H); volumen medio reticulocitario (VRM), fraccidon de reticulocitos inmaduros
(FRD) y el recuento de reticulocitos corregido (CRC).***¢

UTILIDAD ’CLiNICA DE LOS PARAMETROS PLAQUETARIOS DE LA
CITOMETRIA HEMATICA AUTOMATIZADA

- Plaguetas (PLT): se refiere al recuento global de plaquetas realizado de forma
automatizada. Sus valores de referencia varian en relacién con la técnica utilizada
para su recuento, aunque generalmente fluctian de 150 a 400 = 10°%/L.*

- Volumen medio plaquetario (VPM): es un indicador del tamarfo de las plaquetas y
muestra una relacién inversa no lineal con el nimero de estas. Se deriva

directamente del analisis de la curva de distribucion de volumen de las plaquetas (Fig.
2).2,11,17

El VPM estd aumentando en enfermedades mieloproliferativas, talasemias
heterocigotas alfa y beta, coagulacion intravascular diseminada, procesos
microangiopaticos, trombocitopenia por destrucciéon periférica. Disminuye en
pacientes con anemia aplastica, anemia megaloblastica, quimioterapia antitumoral,
trombocitopenia por hipoplasia medular. El VPM es normal en pacientes ferropénicos;
por ello, junto con el RDW y el MCV, se utiliza para diferenciar sideropenia de las
talasemias (tabla 3).***’

El VPM es un marcador indirecto de la activacion y funcion plaquetaria, y se observa
correlacion entre el aumento del VPM y los estados de agregacién plaquetaria, sintesis
de tromboxano, funcion procoagulante y expresion de moléculas de adhesion.***’

Se han observado incrementos del VPM en el infarto agudo del miocardio y cuando
existen factores de riesgo de enfermedad vascular (hipercolesterolemia, diabetes
mellitus), en la enfermedad inflamatoria intestinal activa y en pacientes en
tratamiento con hormonoterapia estrogénica (tabla 3).***718
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Tabla 3. Comportamiento de los parametros plaquetarios en diferentes enfermedades

Parametro Compartamiento Enfermedades

» Enfermedades mielopraliferativas
*» Talasemias heterocigotas alfa y beta
» Coagulacion intravascular diseminada
Adumenta * Procesos microangiopaticos
» Trombocitopenia por destruccion periférica
» Infarto agudo del miocardio
VEM » Riesgo de enfermedad wvascular

» Anemia aplasica
* Hipoplasia medular
Disminuye » Anemia megaloblastica
» Quimioterapia antitumaral
» Trombocitopenia por hipoplasia medular

= Pacientes dializados
= Hihito de fumar

CPM Aumenta » Angina inestable
* Embarazo
» Trombocitopenia inmune (PTI)
» Trombocitemia esencial
Aumenta . S .
FE s | aucemia mieloide cranica
» Postrasplante de progenitores hematopoyéticos
Disminuye Trombocitopenia secundaria a hipoproduccian

YRR volurmen medio plaquetario; CPM: componente medio plaguetario; PR: plaguetas reticuladas,

Al comparar el VPM en la evolucién normal del embarazo con el de pacientes con
preeclampsia, en algunas series este indice se encuentra mas alto en el segundo
grupo, lo que podria ser un dato orientativo del riesgo de padecer la
enfermedad.>***®

Este parametro ofrece mejores resultados en las muestras anticoaguladas con citrato
sddico. Su valor en sangre recogida en EDTA no es fiable, ya que el VPM aumenta al
alargarse el tiempo desde la extraccion hasta el analisis.***’

- Plaquetocrito (PCT): se calcula relacionando el recuento de células con el volumen
medio plaquetario. Ofrece un estimado sobre la fraccién del volumen sanguineo total
ocupada por las plaquetas e incrementa sus valores en todos aquellos estados
fisiolégicos o patolégicos que cursen con trombocitosis, aumentos del volumen medio
plaquetagiloﬂo ambos. Sus cifras de referencia oscilan para hombres y mujeres de 0,1
a0,4 %.

- Indice distribucion plaquetario (IDP) o ancho de la distribucién del volumen
plaquetario. (PDW): se calcula a partir de la curva de distribucién de volumen de las
plaquetas (fig. 2) y refleja el grado de variacion morfolégica de las plaguetas. Sus
valores de referencia para hombres y mujeres oscilan de 0 a 18.***7

- Componente medio plaquetario o concentracién media de plaquetas (CPM): es un
indicador del grado de activacion plaguetaria y una variable clinica atil en el estudio y
seguimiento de pacientes con riesgo de trombosis (dialisados, diabéticos, fumadores,
angina inestable, mujeres embarazadas), ya que la activacién plaquetaria esta
implicada en esta enfermedad (tabla 3).>"19:2°
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- Plaguetas reticuladas (PR): las PR son las mas joévenes de la sangre periférica con
un contenido de ARN superior a las demés. Son detectadas mediante la aplicacion del
meétodo inmunoldgico. Las plaquetas se tifien con ARN fluorescente (auramina O) y la
intensidad de fluorescencia determina el contenido del ARN de la plaqueta. El
porcentaje normal de PR es de 0,98 + 0,41 %, segln autores.*’2%2!

El recuento absoluto aumenta en pacientes con trombocitosis por hiperproduccion
(PTI) y en las trombocitosis autébnomas no reactivas (trombocitemia esencial y
leucemia mieloide crdénica), y disminuye en las enfermedades que cursan con
trombocitopenias secundarias a hipoproduccion (causada por quimioterapia o en la

anemia aplastica), lo que aporta informacién sobre la trombopoyesis medular (tabla
3)_17,20,21

Se ha detectado un aumento de PR y de las plaquetas grandes en la trombocitopenia
inmune croénica, lo que se correlaciona positivamente con los anticuerpos
antiplaquetarios y también con la recuperacién hematopoyética precoz postrasplante
de progenitores hematopoyéticos (tabla 3).*1721

LOGROS Y OBSTACULOS EN EL RECUENTO DIFERENCIAL
AUTOMATIZADO

Mediante la combinaciéon de los principios de medicidon habituales (variaciéon de la
impedancia y dispersion de la luz) con la radiofrecuencia, la citoquimica y el analisis
de nucleos previa lisis leucocitaria, los analizadores hematoldgicos actuales son
capaces de realizar el conteo global de leucocitos y ofrecer cifras absolutas y
porcentuales de las distintas variedades leucocitarias: linfocitos, neutréfilos,
eosinofilos, monocitos y basofilos. También muestran graficamente citogramas e
histogramas de distribucién de volumen relacionado con otras propiedades celulares
como la actividad peroxidasa y el nimero de integrantes de cada subpoblaciéon
celular, respectivamente.

La incorporacion de las técnicas inmunolégicas y la citometria de flujo ha posibilitado,
ademas, contar, clasificar y avisar sobre la existencia de células anormales e
inmaduras en sangre periférica, médula 6sea y otros liquidos biolégicos.*°*

Para la cuantificacion de granulocitos inmaduros (metamielocitos, mielocitos y
promielocitos) se han utilizado diversos marcadores monoclonales como el CD16
(FcyRII) que se expresa en los neutrdéfilos maduros, CD11b (CR3) expresado solo en
neutrofilos inmaduros y el CD64 (FcyRI), expresado en neutrofilos estimulados. La
expresion de estos marcadores no siempre se corresponde con los cambios
morfoldgicos que se esperarian encontrar durante la observacidn microscoépica del
frotis tefiido; ademas, existen diversas situaciones en las que los granulocitos
muestran una expresion andmala de estos marcadores (sindromes mielodisplasicos).
Esto dificulta su implantaciéon en los analizadores y la solucién parece pasar por la
combinacion de varios de ellos, lo que encareceria mucho su uso para utilizarlos de
forma rutinaria.*?*%3

Algo similar ocurre con los blastos, en los que no existe un marcador Unico para su
identificacion, que hace necesaria la combinacion de varios de ellos segun la
enfermedad de que se trate. Diversos trabajos demuestran la utilidad del CD45 para
poder separar los blastos de los linfocitos en la zona de baja granularidad celular,
debido a la alta expresion de este marcador en estos Ultimos, pero son necesarias
diversas combinaciones de anticuerpos monoclonales para su correcta
cuantificacion.*®%?
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La cuantificacidon de poblaciones linfocitarias es una realidad. En la actualidad, es
posible el recuento de CD3/CD4/CD8 en un analizador hematoldgico. Existen métodos
de citometria de flujo que con la utilizacién de distintas combinaciones de anticuerpos
monoclonales son capaces de identificar hasta 9 poblaciones linfocitarias y que, en
teoria, podrian utilizarse en los analizadores hematolégicos. Lo que parece claro es
que la cuantificacién de estas poblaciones patoldgicas requiere necesariamente de la
combinacion de la citometria de flujo con los principios de deteccidon habituales y por
esta razén, se debe trabajar para que en el futuro préximo todos los analizadores
hematolégicos incorporen este principio de deteccion.*°%3

CONSIDERACIONES FINALES

La hematimetria automatizada llevada a cabo por los analizadores hematolégicos
contribuye de un de modo rapido, preciso y relativamente barato, a poner en manos
de los médicos un nimero cada vez mayor de parametros destinados a ofrecer una
orientacion diagnodstica y prondéstica mas fiable y en el menor tiempo posible.

La combinacién de las técnicas automaticas de impedancia, 6ptica e inmunolégica
aplicadas al hemograma, han posibilitado la incorporacion de nuevos parametros en la
caracterizacion de las series celulares hematopoyeéticas, lo que da lugar a toda una
generacion de hemogramas que incluye desde los mas simples, hasta los que hoy
ofrecen los mas novedosos parametros. El desarrollo tecnoldgico en el campo de la
hematologia, la inmunologia y la terapia transfusional cobra hoy mas fuerza que
nunca y tendra inevitablemente que ser enfrentado por todos los profesionales,
quienes tienen la responsabilidad de prepararse para ello. En particular, los
hematdélogos e inmundélogos deberan conocer la contribucién desde el punto de vista
diagndstico, prondstico y terapéutico de las variables aportadas por los actuales
contadores hematoldgicos, lo que contribuira a eliminar muchas peticiones de analisis
innecesarias, facilitara el diagndstico diferencial, la orientacion de pruebas
diagndsticas realmente necesarias para el paciente y reducird significativamente el
costo econémico.
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