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Resumen: el hemograma o cuadro hematico es una de las pruebas que mas se solicita al
laboratorio clinico, y sin duda alguna, la prueba de laboratorio que mas aporta al clinico en
la evaluacion de un paciente. Desde el punto de vista técnico se reconocen seis tipos de
hemograma, que van desde los tradicionales que se hacen con métodos manuales hasta los
mas sofisticados que se hacen con métodos electrénicos que utilizan una combinacion de
tecnologias. Se establecen los criterios que definen los tipos de hemograma y se analizan los
parametros desde el punto de vista metodoldgico, los valores de referencia, las indicaciones
clinicas y los aspectos criticos de cada parametro de acuerdo con la metodologia utilizada.
El médico debe solicitar el hemograma que le permita tener mayor certeza analitica posible
en los parametros reportados y el laboratorio clinico debe hacer la inversién tecnolégica que
le permita ofrecer resultados lo més precisos y exactos posible.
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&3 I hemograma, también conocido como cuadro hemaético, biometria hematica o
recuento de células sanguineas, junto con la glicemia y el citoquimico de ori-

na (uroanalisis), es una de las pruebas mas solicitadas al laboratorio clinico y
uno de los estudios que mayor informacién aporta al médico sobre la homeostasis de
un individuo. A través del tiempo, el hemograma ha sido objeto de multiples modifica-
ciones en cuanto a los parametros que lo componen, la forma de obtenerlos, los grados
de precision y de exactitud y la manera de interpretarlo. Para una mejor utilizacion de
los parametros que el hemograma aporta es de vital importancia conocer el desarrollo
que ha acompafiado a la prueba y el laboratorio clinico debe permanecer atento al de-
sarrollo tecnoldgico para incorporar los aspectos de mayor relevancia desde el punto
de vista clinico, como una herramienta de rutina que le permita tener pruebas cada vez
mas exactas, mas precisas, a un costo razonable y, sobretodo, de mayor utilidad clinica.

El objetivo de este médulo es analizar los diferentes tipos de hemogramas, de tal manera que
el médico disponga de informacion que le permita utilizar la prueba en toda su dimensién en el
diagnéstico y el tratamiento de enfermedades de la sangre o fuera de ella, y que el laboratorio
clinico tenga elementos de andlisis para tomar decisiones al momento de hacer la prueba o
de incorporar tecnologia.

' Médico especialista en Hematologia y Patologia Clinica. Profesor, Ad Honorem, Universidad de Antioquia. Director, Laboratorio
Clinico Hematolégico S.A. Medellin, Colombia. Correspondencia: Carrera 43C No. 5-33, Medellin, Colombia. e-mail: gcampu-
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Anatomia del sistema hematopoyético

Para una mejor interpretacion del hemograma es necesario conocer algunos principios del
desarrollo y de la fisiologia del sistema hematopoyético. La hematopoyesis es el proceso o la
suma de subprocesos que regulan el sistema hematopoyético como un drgano, que a pesar de
ser liquido, no hay duda de que es uno de los drganos mas grandes del organismo con un peso
promedio de 2,6 kilos [1]. En estado de equilibrio (homeostasis) los eritrocitos viven 120 dias [2
], los polimorfonucleares neutrofilos, los polimorfonucleares eosinéfilos y los polimorfonucleares
basdfilos de 8 a 10 horas, los monocitos de 16 a 18 horas, los linfocitos, dependiendo de los
subtipos, pueden vivir dias, semanas, meses 0 afios y las plaquetas de 9 a 10 dias [3, 4].

Todas las células de la sangre son formadas en la medula ésea con una dindmica como se
esquematiza en la figura 1. A partir de una célula madre (troncal, tronco o stem cell), mediante
factores de crecimiento, usualmente citoquinas, las células madre se diferencian en células
pluripotenciales: las CMP para la linea mieloide, de donde se derivan los polimorfonucleares
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Figura 1. Hematopoyesis. Convenciones: HSC: célula madre hematopoyética; CMP: célula progenitora
mieloide; CLP: célula progenitora linfoide; CFU-GEMM: unidad formadora de colonias granulociticas,
eritroides, megacariociticas y monociticas; CFU-GM: unidad formadora de colonias granulociticas y
monociticas.
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neutrdfilos, los polimorfonucleares eosindfilos y los polimorfonucleares basofilos, y las CLP
para las lineas linfoides de donde se derivan los linfocitos que forman parte del timo, bazo
y ganglios linfaticos, entre otros érganos. A su vez, cada una de éstas dan origen a unidades
formadoras de colonias (CFU) unipotenciales o bipotenciales que a su vez dan origen a células
precursoras de eritrocitos, granulocitos, monocitos, linfocitos y plaquetas [5]. Una vez defini-
das como células precursoras, mediante procesos de maduracién, adquieren las caracteristicas
morfoldgicas y funcionales y son «liberadas» a la circulacion sanguinea [5].

El hemograma como prueba de laboratorio permite tener una vision global de la homeostasis
del sistema hematopoyético, de ahi la importancia de que se evallen el mayor nimero de
parametros y, sobretodo, de que éstos tengan la mayor precisién y exactitud posibles, carac-
teristicas que facilmente se pueden lograr gracias a los grandes avances en el laboratorio de
hematologia mediante la incorporacion de autoanalizadores de hematologia de alta eficiencia.
Este modulo, sin pretender agotar el tema, busca presentar a la comunidad cientifica una vision
global de la prueba.

El hemograma como una prueba de laboratorio clinico

Ante todo, es importante definir el hemograma como un perfil o conjunto de examenes que
evallan los diferentes elementos celulares de la sangre, esto es los glébulos rojos, los leuco-
citos y las plaquetas, y su interaccion con el plasma y sus componentes, como las proteinas
[6]. Desde el punto de vista del desarrollo tecnolégico, acorde con la épocay la disponibilidad
de los laboratorios clinicos, el hemograma puede estar compuesto por unos pocos parametros
como la hemoglobina, el hematocrito y el recuento total y diferencial de leucocitos por mé-
todos manuales, como el hemograma tipo | de la Sociedad Colombiana de Patologia Clinica
[7] y del Ministerio de Proteccion Social de Colombia [8], hasta los modernos hemogramas,
con més de 30 pardmetros, de cuarta generacion de los autoanalizadores de hematologia [9],
como el hemograma tipo VI de la Sociedad Colombiana de Patologia Clinica [7], disponible
en el medio.

El hemograma se define como el analisis cuantitativo y cualitativo de los componentes celulares
de la sangre periférica. Las diferencias y las variaciones en la metodologia utilizada definen el
tipo de hemograma, el niimero de parametros o datos aportados y los coeficientes de variacion,
como indice de precision y de exactitud, de cada una de las medidas. La utilidad clinica de la
prueba esté en relacion directa con la calidad analitica y el nimero de parametros que lo com-
ponen, esto es con la exactitud y la precision de los resultados. De acuerdo con la metodologia
utilizada y los pardmetros que lo componen, en el medio se reconocen seis tipos de hemograma,
debidamente codificados y definidos por la Sociedad Colombiana de Patologia Clinica [7] que
coinciden en su mayoria con los definidos por el Colegio Americano de Patologos [10] que a su
vez, son reconocidos por la Asociacion Médica Americanay el Colegio Americano de Pat6logos
[10]y han sido acogidos por el Ministerio de la Proteccion Social de Colombia como base de los
manuales de contenidos de los planes de salud (CUPS) [8], con excepcion de los hemogramas
tipo V' y VI, recientemente incorporados a los laboratorios clinicos del pais. A continuacion se
relacionan los parametros que componen los diferentes tipos de hemogramas, incluyendo entre
paréntesis los codigos de la Sociedad Colombiana de Patologia Clinica[7]:

Hemograma tipo I (14700): hemoglobina, hematocrito, recuento de eritrocitos, indices
eritrocitarios (volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion
de la hemoglobina corpuscular media), recuento total de leucocitos, y recuento diferencial
de leucocitos y morfologia por métodos manuales. No incluye sedimentacion.

Hemograma tipo II (14800): hemoglobina, hematocrito, recuento de eritrocitos, indices
eritrocitarios (volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion
de la hemoglobina corpuscular media), recuento total de leucocitos, recuento diferencial
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de leucocitos, recuento de plaquetas y morfologia por métodos manuales. No incluye
sedimentacion.

Hemograma tipo III (14900): hemoglobina, hematocrito, recuento de eritrocitos, indices
eritrocitarios (volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion
de la hemoglobina corpuscular media), recuento total de leucocitos, y recuento diferencial
de leucocitos, recuento de plagquetas por métodos semiautomaticos y morfologia por métodos
manuales. No incluye sedimentacion.

Hemograma tipo IV (1500): hemoglobina, hematocrito, recuento de eritrocitos, indices
eritrocitarios (volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion
de la hemoglobina corpuscular media), ancho de distribucion de los eritrocitos, recuento
total de leucocitos, recuento diferencial de leucocitos, recuento de plaquetas y morfologia
de sangre periférica por métodos electrénicos y manuales. No incluye sedimentacion.

Hemograma tipo V (15100): hemoglobina, hematocrito, recuento de eritrocitos, indices
eritrocitarios (volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion
de la hemoglobina corpuscular media), ancho de distribucion de los eritrocitos, recuento
total de leucocitos, recuento diferencial de leucocitos, recuento de plaquetas, indices pla-
quetarios (volumen medio plaquetario, ancho de distribucion de las plaquetas, plaqueto-
crito) y morfologia de sangre periférica por métodos electronicos y manuales. No incluye
sedimentacion.

Hemograma tipo VI (15150): hemoglobina, hematocrito, recuento de eritrocitos, indices
eritrocitarios (volumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular media, concentracion
de la hemoglobina corpuscular media), ancho de distribucion de los eritrocitos, recuento
de reticulocitos, indices reticulocitarios, hemoglobina reticulocitaria, recuento total de
leucocitos, recuento diferencial de leucocitos, recuento de plaquetas, indices plaquetarios
(volumen medio plaquetario, ancho de distribucion de las plaquetas, plaquetocrito), pla-
quetas reticuladas y morfologia de sangre periférica por métodos electronicos y manuales.
No incluye sedimentacion

El hemograma como prueba integral esta compuesto por tres grupos de pardmetros, a saber:
el eritrograma, el leucograma y el trombograma y en este orden seran analizados.

Eritrograma

Se define como el andlisis cuantitativo y cualitativo de los parametros relacionados con los
eritrocitos en sangre periférica. Del eritrograma hacen parte los parametros convencionales
como el recuento de eritrocitos, la hemoglobina, el hematocrito y los indices eritrocitarios y
los nuevos parametros, derivados de la incorporacidn de los autoanalizadores de hematologia
al laboratorio clinico, como el ancho de distribucidon de los eritrocitos, el ancho de distribucion
de la hemoglobina, el recuento de reticulocitos, incluidos los nuevos parametros con ellos
relacionados, y la hemoglobina reticulocitaria, que seran analizados en los siguientes subtitu-
los. Ademas de los parametros cuantitativos, también hacen parte integral del eritrograma el
estudio de la morfologia de los eritrocitos en extendidos de sangre periférica, que, junto a la
morfologia de leucocitos y plaquetas, se analizaran en un proximo madulo.

Recuento de eritrocitos

Consiste en determinar la cantidad de eritrocitos en sangre periférica por unidad de volu-
men por microlitro (uL), milimetro cubico (mm?) o litro (L) de acuerdo con el sistema de
unidades adoptado en el laboratorio clinico o en la regién. Desde el punto de vista de la
metodologia disponible en el laboratorio clinico, el recuento de eritrocitos puede ser manual
o electronico.
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Figura 2. Pipeta de dilucién para glébulos rojos

y plaquetas.
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Figura 3. Camara de Neubauer. Figura 4. Detalle de la cAmara de Neubauer. El
area total de la camara es de 3x3 mm, con 9 cua-
Recuento manual drados grandes. Los eritrocitos se cuentan en los

El recuento manual de eritrocitos se utiliza en 5 cuadrados coloreados.

los hemogramas tipo I y tipo II definidos por

la Sociedad Colombiana de Patologia Clinica [7] y el Ministerio de la Proteccion Social de
Colombia [8]. Para hacer el recuento de eritrocitos por método manual se requiere pipeta de
dilucion para glébulos rojos como se muestra en la figura 2 y cdmara de Neubauer que se
muestran en las figuras 3 y 4, y un microscopio convencional [11-13]. El recuento manual
de eritrocitos es un procedimiento tedioso, de alto consumo de tiempo del profesional, 6 a 8
minutos en promedio, de acuerdo con el Colegio Americano de Patdlogos (CAP) [10] y a pesar
de que se haga con las mejores especificaciones metodologicas tiene un coeficiente de variacion
muy amplio (10% a 22%) [14], por lo cual esta tecnologia practicamente ha desaparecido de
los laboratorios clinicos al ser reemplazada por los contadores de células o autoanalizadores de
hematologia. Ademas, como consecuencia de lo anterior, los parametros que de él dependen,
en particular el volumen corpuscular medio, indispensable en la clasificacion morfologica
de las anemias de acuerdo con los criterios de Wintrobe [15], no son confiables y en estas
circunstancias es mejor no ofertarlo.

Recuento electronico

La medida del niimero de células, ya sea eritrocitos, leucocitos o plaquetas, en la mayoria de
los autoanalizadores de hematologia suele realizarse simultaneamente con el tamafio de las
célulasy para ello aprovechan las variaciones que se presentan en un campo electromagnético
en el cual se suspenden las células objeto del estudio. Desde el punto de vista tecnoldgico, la
mayoria de los recuentos electrénicos de eritrocitos, asi como el recuento total de leucocitos
y de plaquetas se hace utilizando la impedancia eléctrica [13].

Impedancia eléctrica

También conocida como principio Coulter, en honor al ingeniero Wallece Henry Coulter quien
lo describié en 1956 [16], no solo revoluciond la hematologia sino que inicié la era de los
autoanalizadores de hematologia, con excelente eficiencia analitica (precision y exactitud),
y ha aportado nuevos pardmetros de utilidad clinica. EI método se basa en la resistencia que
presentan las células, que no son conductoras eléctricas, al paso de la corriente eléctrica cuando
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Figura 5. Principio de impedancia. La célula al
pasar por el orificio o tubo de apertura interrumpe
momentaneamente la corriente eléctrica entre el
anodo y el catodo. EI nimero de interrupciones
(caidas de voltaje) es proporcional al nimero de
particulas, que en el caso del eritrograma corres-
ponde a eritrocitos, y la intensidad del voltaje es
proporcional al tamafio de las mismas, que en el
caso de los eritrocitos corresponde al volumen cor-
puscular medio. Tomado de Campuzano-Maya
G. El hemograma electronico. Laboratorio al Dia
1995; 5: 28-41 [17].
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Figura 7. Diagrama que muestra cdmo se constru-
ye un histograma de volimenes para el recuento
de células. Tomado de Campuzano-Maya G. El
hemograma electronico. Laboratorio al Dia 1995;
5:28-41[17].
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Figura 6. Osciloscopio que muestra la frecuencia
y el tamafio de los pulsos durante el recuento de
células. Tomado de Campuzano-Maya G. El
hemograma electronico. Laboratorio al Dia 1995;
5:28-41[17].

atraviesan un pequefio orificio, conocido como
«orificio de apertura» que separa dos medios
con diferente potencial, como se esquematiza
en la figura 5 [16]. Cada vez que una célula
atraviesa el orificio de apertura se presenta
un cambio en la resistencia eléctrica que el
instrumento interpreta como un impulso que
es proporcional al volumen del liquido electro-
litico desplazado. Bajo estas circunstancias, los
impulsos representan el tamafio o volumen de
las células y el nimero de células que atravie-
san el orificio de apertura es proporcional a su
concentracion en el medio electrolitico.

Mediante la computadora incorporada al equi-
po, con el nimero y el tamafio de los pulsos
se construye un histograma conocido como
histograma de volimenes. El nimero de pulsos
determina el nimero células de acuerdo con la
dilucién de éstas en la solucion conductora; a
su vez, la intensidad de los pulsos determina el
tamafio de las células. La distribucion y el ta-
maifio de los mismos identifica las poblaciones
celulares y los coeficientes de variacion de cada
unade ellas en el histograma [17]. En la figura
6 se esquematiza el osciloscopio y en la figura
7 el concepto del histograma de volumenes
generados por los pulsos del osciloscopio.

En los hemogramas tipo 111, los resultados de
la impedancia de los eritrocitos aparecen en
pantalla o se imprimen en una tarjeta para ser
entregada como resultado del hemograma. La
mayoria de estos instrumentos estan fuera de
uso, ya sea por falta de mantenimiento o por
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Figura 8. Histograma de eritrocitos en el hemo-
grama tipo 1V y V, obtenido por el principio de
impedancia. A laizquierda se observa el cuerpo del
histograma y a la derecha el dedo del histograma.
En el extremo derecho estan los pardmetros del
eritrograma como los reporta el instrumento: RBC

Pipeta te.muestra

Tubo atrapador

Apertura

“Liguido electrolitico

Figura 9. Enfoque hidrodinamico. La presion
del liquido electrolitico al pasar por el orificio de
apertura «obliga» a las células a fluir de una en
una frente al haz luminico.

(red cell count) por el recuento de eritrocitos en
millones por uL, HGB (hemoglobin) por hemoglo-
bina en g/dL, HCT (hematocrit) por hematocrito en
%, MCV (mean corpuscular volume) por volumen
corpuscular medio en fL, MCH (mean corpuscular
hemoglobin) por hemoglobina corpuscular media
en pg, MCHC (mean corpuscular hemoglobin
concentration) por concentracion de la hemoglo-
bina corpuscular media en g/dL y RDW (red cell
distribution width) por ancho de distribucion de
los eritrocitos en %.

haber sido desplazados por instrumentos de
mayor eficiencia.

En los hemogramas tipo IV y V, los resultados
se muestran como un histograma conocido
como histograma de eritrocitos que, como se
observa en la figura 8, estd compuesto por
dos partes: el cuerpo que representa la mayor
proporcion del histograma e identifica la po-
blacién de eritrocitos entre 50 y 130 fL. con una
distribucion gaussiana, y una segunda pobla-
cién, mas pequefia, que aparece a la derecha
de la poblacion principal, conocida como «dedo del histograma», entre 130 y 185 fL, que en
la practica se presenta por eritrocitos aglutinados o que se superponen al pasar por el orificio
de apertura o por artefactos [17].

Gracias a la incorporacion de alta tecnologia, en los hemogramas tipo VI, el enfoque hidro-
dinamico, que se esquematiza en la figura 9, «obliga» a las células a fluir hacia de region en
donde son analizadas con una trayectoria bien definida, como una hilera perfecta, estrecha y
estable de células embebidas en el liquido electrolitico, que permite tener un histograma con
distribucion gaussiana, en el cual han desaparecido el «dedo del histograma» y las interferen-
cias con él relacionadas, como se observa el la figura 10.

El laboratorio clinico, mediante el andlisis del histograma de eritrocitos, como se muestra en
las figuras 10 a 12, permite visualizar la poblacion de eritrocitos normociticos, microciticos,
y macrociticos, respectivamente. Adicionalmente, es posible evidenciar la presencia de varias
poblaciones celulares que el laboratorio al momento de informar el estudio, debe describir
especificando la media en fL, de cada una de ellas. Esta situacion es frecuente en pacientes
postransfundidos y en pacientes que estan recibiendo terapia con hematinicos en la fase de
recuperacion, en donde coexisten dos poblaciones de eritrocitos: los del paciente y los del
donante en el primer caso (ver figura 13), o los viejos y los nuevos en el segundo caso (ver
figura 14).

Valores de referencia

En la tabla 1 se presentan los valores de referencia para el recuento de eritrocitos en una enti-
dad privada de Medellin, Colombia [18]. Debe insistirse en que cada laboratorio clinico debe
definir sus respectivos valores de referencia de acuerdo con la poblacidn, la instrumentacion
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Tabla 1. Valores de referencia para el recuento
de eritrocitos en una entidad privada de Medellin,

Colombia [18].
Edad y género
1 a 15 dias

16 a 31 dias
1a 12 meses

1 a5 afos

6 a 14 afios

15 a 99 afios
(mujeres)
15 a 99 afios
(hombres)

Del hemograma manual al hemograma de cuarta generacion

Valores esperados

6,5 a 7,3 millones por pL
4,3 a 5,2 millones por pL
4,1 a 5,1 millones por pL
4,2 a 5,2 millones por pL
4,2 a 5,3 millones por pL
4,2 a 5,4 millones por pL

4,6 a 6,2 millones por pL

y la altura sobre el nivel del mar, factores que
modifican los parametros de un lugar a otro y
de una institucion a otra [19].

Utilidad clinica

Gracias a la automatizacion, el recuento de
eritrocitos que habia desaparecido por razones
previamente analizadas, fue recuperado tras la
introduccién de los autoanalizadores de hema-
tologia a los laboratorios clinicos de la mayoria
de las instituciones de salud del pais. De los
pardmetros cuantitativos del eritrograma, el
recuento de eritrocitos es uno de los que menor
aplicacion clinica tiene, pero es indispensable
para calcular el volumen corpuscular medio
en los hemogramas manuales del tipo 1 y Il

[7], que es la base de la clasificacion morfologica de las anemias segun Wintrobe [15]. El
recuento de eritrocitos también es necesario para determinar algunos de los nuevos parame-
tros de los hemogramas derivados de los autoanalizadores de hematologia, como el ancho
de distribucion de los eritrocitos, de utilidad en la clasificacion morfolégica de las anemias
segin Bessman [20].

Figura 10. Histograma de eritrocitos en el hemo-
grama tipo VI, de un paciente normal. Nétese que
ha desaparecido el «dedo del histograma.

x—"“’

Figura 12. Histograma de eritrocitos de un pa-

ciente con macrocitosis.

Figura 11. Histograma de eritrocitos de un pa-
ciente con microcitosis.

Observaciones

El recuento de eritrocitos por métodos manua-
les, por los motivos antes citados y en particular
por la falta de precision, con un coeficiente de
variacion, bajo las mejores condiciones anali-
ticas de la prueba, entre el 10% y el 22% [14],
no es costo-eficiente y en consecuencia deberia
pasar a ser una prueba histérica, lejos de los
portafolios de servicios de los laboratorios cli-
nicos y de los manuales de procedimientos en
salud, para dar paso a los sistemas electrénicos,
basados en la impedanciay el laser 6ptico como
garantia de eficiencia analitica.
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Figura 13. Histograma de eritrocitos de un pa- Figura 14. Histograma de un paciente que esta
ciente postransfundido. recibiendo terapia con hematinicos.

Cuando el recuento de eritrocitos se hace por métodos electronicos, con un coeficiente de va-
riacion inferior a 1% en la mayoria de los autoanalizadores de hematologia disponibles en el
mercado de la instrumentacion para laboratorios clinicos, puede tener valores falsos cuando los
reactivos que se utilizan no son los adecuados para el instrumento, cuando se utilizan reactivos
«caseros» 0 adaptados de una marca para otra marca o los llamados «reactivos universales»
[13] que con el argumento de reducir los costos o por falta de presupuesto o por falta de cultura
de la calidad, no se llevan programas de control de calidad acordes con las necesidades de esta
tecnologia, como infortunadamente sucede en nuestro medio con relativa frecuencia.

En presencia de crioaglutininas el recuento electronico de eritrocitos puede dar un resultado
falsamente bajo, situacion que también afecta el volumen corpuscular medio y la hemoglobina
corpuscular media.

Hematocrito

El hematocrito representa la fraccion de volumen eritrocitario y corresponde al volumen ocupado
por los glébulos rojos en relacion con el volumen total de sangre [12]. De acuerdo con el tipo
de hemograma, el hematocrito se puede hacer por método manual, en los hemogramas tipo | y
I1, o por calculo, en los hemogramas tipo III, IV, Vy VI [7, 8, 21]. El hematocrito se expresa
de acuerdo con la nomenclatura tradicional como un porcentaje, o preferiblemente, de acuerdo
al Sistema Internacional (SI) de unidades recomendado por el ICSH (International Council for
Standardization in Haematology), como una fraccion decimal en donde la unidad (L/L) esta
implicita. Aunque el concepto no difiere por la metodologia utilizada, hay diferencias, que aunque
sutiles algunas de ellas, es importante conocerlas al momento de interpretar la prueba.

Hematocrito manual

En los hemogramas tipos | y Il, el hematocrito se obtiene mediante centrifugacion en tubos
de Wintrobe siguiendo el método originalmente
descrito en 1929, conocido como macrométo-
do [22] y muy poco utilizado en la actualidad
(ver figura 15), o mediante la metodologia
conocida como «microhematocrito», utilizan-
do microcentrifuga y capilares especialmente
disefiados para la prueba, como se muestra en
las figuras 16 a 18, estandarizados de acuerdo
con el Comité Internacional de Estandarizacion  Figura 15. Tubo de Wintrobe para la determina-
en Hematologia y el Comité Nacional para los cion del (macro)hematocrito.
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Estandares en la Clinica y en el Laboratorio
[23].

El microhematocrito tiene un nivel de exactitud
y precisién adecuada para uso clinico [24], de
ahi que en la préactica es de utilidad cuando
se desea tamizar en la poblacién general, por
ejemplo en las camparfias de banco de sangre,
alteraciones del eritrograma que permiten
identificar pacientes con anemia que contrain-
dicarian la donacion.

Hematocrito electronico

A diferencia del hematocrito convencional
— 0 manual, que es una medida directa e in-
dependiente, el hematocrito electrénico se
Figura 16. Microcentrifuga utilizada para la de- obtiene mediante un célculo matematico que

terminacion del microhematocrito. relaciona el recuento de eritrocitos y el volu-

10 men corpuscular medio determinados por el
9 autoanalizador de hematologia, aplicando la
st siguiente formula:
70 ! . .
s a0 Hematocrito = recuento de eritrocitos x volumen
20 corpuscular medio + 10
80 R
N =7 —1 % El hematocrito electronico, también conocido

sn|;_,,/-:_________._,.__--f
o+ L% como «hematocrito verdadero», a diferencia
sna__.___—-—————-——— 2 del hematocrito manual, no tiene plasma

10} ¢ atrapado entre las
g & células después de M
Figura 17. Carta de lectura del microhemato- S€r centrifugadas, y u

es asi como su valor  100% — |+ —
es de 2% a 3% mas
bajo que el hematocrito manual [25, 26], situacién que también
afectaria los indices eritrocitarios [25], en particular la concentracion L
de la hemoglobina corpuscular media que depende del hematocrito.
El hematocrito manual se puede convertir al hematocrito electrénico — Plasma
multiplicandolo por 0,984 [12]. Esta diferencia por plasma atrapado
del hematocrito manual versus el hematocrito electrénico es mayor en
los pacientes con anemia macrocitica [27], esferocitosis hereditaria, —
sindromes talasémicos, anemias hipocrémicas o anemia falciforme ¥
[26], en donde puede llegar hasta el 20% [27].

crito.

Capa leucocitaria

]
Dos de los autoanalizadores de hematologia disponibles comercial- I
mente, Sysmex® XE-2100, por ejemplo [28] y ABX® Pentra 120, - Eritrocitos
por ejemplo [29], determinan el hematocrito como un valor medido
sumando el volumen de los eritrocitos contados y no aplicando la
formula que relaciona el recuento de eritrocitos y el volumen cor- 44 L H

puscular medio como lo hacen los demas instrumentos.

Sellante
ya

/

Figura 18. Microhema-
tocrito con sangre pe-
En la tabla 2 se presentan los valores de referencia para el hema- riférica después de ser
tocrito en una entidad privada de Medellin, Colombia [18]. Debe centrifugado.

Valores de referencia
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insistirse en que cada laboratorio clinico debe  apia 2. Valores de referencia para el hema-
definir sus respectivos valores de referenciade  tocrito en una entidad privada de Medellin,
acuerdo con la poblacion, la instrumentacion  colombia [18].

y la altura sobre el nivel del mar que pueden

. X Edad y género Valores esperados
modificar los parametros de un lugar a otro y =
de una institucién a otra [19]. 1a15dias 44,0 a 64,0%
Utilidad clini 16 a 31 dias 45,0 a 50,0%
tilidad clinica 1212 meses 34,0 2 38,0%
El hematocrito define el concepto de p(_)ligl(_)bu- 1a5 afios 33,0 a41,0%
lia como un aument(_) de Ia,masa de e_rltroutos, 62 14 afios 34,0 2 43,0%
cuando el hematocrito estd por encima de los N )
15 a 99 afios (mujeres) 38,0 a 48,0%

valores esperados para la poblacion de acuer-
do con el género y la edad. El hematocrito se 15 99 afios (hombres) 40,0 254,0%
relaciona directamente con la concentracion

de hemoglobina por lo que su medida consti-

tuye un procedimiento adicional para el diagnostico de anemia, de utilidad en programas de
tamizacion como realmente se utiliza en las campafias de recoleccion de sangre en los bancos
de sangre.

Observaciones

Es importante enfatizar que el hematocrito refleja la concentracion de los eritrocitos pero no la
masa total de éstos. El verdadero valor del hematocrito para la deteccion de anemia depende
en gran medida de que el volumen plasmatico sea real; asi, un descenso del volumen plas-
maético (hemoconcentracion) como el que se observa en casos de deshidratacion, se traducira
en un aumento relativo del hematocrito y de la hemoglobina, en tanto que un aumento del
volumen plasmatico (hemodilucion) producira una falsa disminucion del hematocrito y de la
hemoglobina, resultando en un posible diagndstico erréneo de anemia [30]. También se debe
recordar que cuando el hematocrito se hace de sangre obtenida por puncién capilar puede ser
un poco mayor al de sangre obtenida por puncién venosa [12].

El microhematocrito se puede afectar cuando los tubos capilares utilizados son diferentes a los
definidos por estandares internacionales para hacer la prueba [24], como frecuentemente se
hace en el medio con el argumento de reducir costos, también cuando hay mala oxigenacion
de la sangre [31] y cuando la muestra no se procesa dentro de las 6 primeras horas de haberse
tomado dando como resultado el aumento espurio (falso) del tamafio de los eritrocitos [13].
Cuando el hematocrito esta afectado, los indices corpusculares que de él dependen, como el
volumen corpuscular medio y la concentracion de la hemoglobina corpuscular media, punto
de partida de la clasificacion morfoldgica de las anemias segiin Wintrobe [15], se pueden ver
seriamente afectados y en consecuencia la clasificacion morfologica de la anemia termina
siendo inadecuada.

Hemoglobina

Los eritrocitos contienen una mezcla de hemoglobina, oxihemoglobina, carboxihemoglobina,
metahemoglobinay cantidades minimas de otras formas de hemoglobina menores [12]. Cuando
se mide la hemoglobina se esta determinando la suma de todas estas formas y para hacerlo
los eritrocitos que la contienen deben ser lisados convirtiéndosen todas estas formas, excepto
la sulfahemoglobina, en un compuesto estable, conocido como cianometahemoglobina, que
puede ser medido en un espectrometro a 540 nm [32, 33], ya sea por métodos manuales o por
tecnologia automatica incorporada a los autoanalizadores de hematologia conocidos como
hemoglobinometros [34].
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Método manual

- Para determinar la hemoglobina por método

-— manual se requiere la pipeta de Sahli, que se
- muestra en la figura 19, solucién de Drabkin
y espectrometro que permita medir los cam-

) ) - ——. bios de color que se presentan tras la reaccién
Figura 19. Pipeta de Sahli para la determinacion bioquimica [33].

de la hemoglobina por el método manual.
Método automatizado

Los autoanalizadores de hematologia determinan la hemoglobina con la misma fundamentacion
del método manual, la cianometahemoglobina, utilizando un hemoglobinometro incorporado al
instrumento. En algunos de los autoanalizadores de hematologia de cuarta generacién, acorde
con las corrientes actuales, preocupadas por el medio ambiente y la salud ocupacional, con
el conocimiento de que la hemoglobina por el método convencional de la cianometahemog-
lobina es una técnica «sucia» que utiliza cianuro que aparte del peligro contamina el medio
ambiente, los autoanalizadores de hematologia de cuarta generacion como los de la marca
Sysmex® han incorporado a los instrumentos otro tipo de hemoglobinometro que en vez de
cianometahemoglobina utiliza lauril sulfato sddico, una sustancia atoxica tanto para el medio
ambiente como para el personal del laboratorio clinico. Una parte de la sangre aspirada es
diluida en un agente lisante, el lauril sulfato de sodio, que transforma la hemoglobina en lauril
sulfato de sodio-metahemoglobina (metahemoglobina sddica de lauril sulfato) que tiene un
pico de mé&xima absorcion a 555 nm, que es medido por el hemoglobinometro incorporado al
autoanalizador de hematologia [35].

Valores de referencia

En la tabla 3 se presentan los valores de referencia para la hemoglobina en una entidad pri-
vada de Medellin, Colombia [18]. Debe insistirse en que cada laboratorio clinico debe definir
sus respectivos valores de referencia de acuerdo con la poblacidn, la instrumentacion y la
altura sobre el nivel del mar que pueden modificar los parametros de un lugar a otro y de una
institucién a otra [19].

Utilidad clinica

La hemoglobina es el parametro mas importante del eritrograma y posiblemente del hemo-
grama. Desde el punto de vista clinico, la hemoglobina define los conceptos de anemia y
policitemia.

La hemoglobina es la proteina transportadora de oxigeno. Representa hasta el 32% de la masa
total del eritrocito. La hemoglobina es el mejor indice para medir la capacidad transportadora
de gases, tanto para oxigeno (O,) como para dioxido de carbono (CO,) por parte del eritrocito.
La hemoglobina al igual que el hematocrito representan en forma indirecta el numero de eritro-
citos. Desde el punto de vista de la evaluacion de la integridad hematoldgica, la determinacion
de la hemoglobina es superior a la del hematocrito y a la del recuento de eritrocitos [12]. Las
enfermedades relacionadas con los eritrocitos, especialmente los sindromes anémicos, estan
definidas y se clasifican por la concentracion de la hemoglobina.

Observaciones

La hemoglobina puede elevarse falsamente cuando la muestra es hiperlipémica, especialmente
cuando hay quilomicronemia [36], o con leucocitosis importante, o presencia de paraprotei-
nas en la sangre [37] y en algunas hemoglobinopatias como la anemia falciforme. Al mismo
tiempo, al tener un valor errébneo de hemoglobina, se modifican los promedios corpusculares
relacionados con ella, como son la hemoglobina corpuscular media y la concentracion de la
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hemoglobina corpuscular media [38], situacion  Tapla 3. Valores de referencia para la hemo-
que se minimiza cuando se utiliza laurilsulfato  globina en una entidad privada de Medellin,

de sodio. Colombia[18].
ndices corpusculares Edady genero Valores esperados

Descritos por Wintrobe en 1932 [39], por lo 1@l15dias 162a240g/dL
que también se les conoce como promedios 16 a31 dias 14,0a17,0 g/dL
;je y(;/in(;rort])e, detlertr)ninag eII tam_a;ﬁo 3{{ el (t:)or_1- 1212 meses 9,0a14,6 g/dL
enido de hemoglobina de los eritrocitos, bajo .

los conceptos del volumen corpuscular medio, L2 @108 gaulss gl
de la hemoglobina corpuscular media 'y de la 6 al14 afos 10,0155 g/dL
concentracion de la hemoglobina corpuscular 15 a 99 afios (mujeres) 12,0 a16,0 g/dL

media. Los promedios corpusculares por mu-
chos afios han sido el punto de partida para
la clasificaciéon morfoldgica de las anemias
segln Wintrobe [15] y mas recientemente
segun Bessman [20]. Como sucede con los pardmetros hasta ahora analizados, los indices
corpusculares se pueden derivar de métodos manuales o de métodos electrénicos como se
analizard a continuacion.

15 a 99 afios (hombres) 13,5a18,0 g/dL

\Volumen corpuscular medio

También conocido como promedio volumen corpuscular, volumen medio corpuscular, define,
en fL como unidad de volumen, el tamafio de los eritrocitos [17]. El volumen corpuscular
medio se puede obtener a partir de métodos manuales o métodos electrénicos, mediante la
utilizacion de los autoanalizadores de hematologia.

Método manual

Como se ha expresado, el volumen corpuscular medio en los hemogramas tipo | y Il es un
parametro calculado que se obtiene de la relacidn del hematocrito por centrifugacion y del
recuento manual de eritrocitos, mediante la aplicacion de la siguiente formula:

Volumen corpuscular medio (fL)= (hematocrito + recuento de eritrocitos en millones por pL) x 10

Método electrénico

El volumen corpuscular medio en los hemogramas tipo 111, 1V, V' y VI es un pardmetro que
se determina de acuerdo con la amplitud de los pulsos generados durante el recuento de
eritrocitos tras la medicion, por triplicado, de mas de 70.000 células [17]. La medicion por
estos métodos tiene un coeficiente de variacion menor de 1% [12]. El volumen corpuscular
medio de los autoanalizadores de hematologia de cuarta generacion de Sysmex® [28] y ABX®
[29], debido a que determinan el hematocrito en forma directa, es un parametro calculado
derivado de la formula convencional expresada

anteriormente. Tabla 4. Vaoresdereferenciaparael volumen

corpuscular medio en una entidad privada de
Valores de referencia Medellin, Colombia[18].

En la tabla 4 se presentan los valores de refe- Edady género Valores esperados

rencia para el volumen corpuscular medio en 1 a15dias 97.0a119.0 fL

una entldad’ pr'lvgda de Medellin, Colomb!a 16 a 31 dias 82021000 fL

[18]. Debe insistirse en que cada laboratorio

clinico debe definir sus respectivos valores @12 meses 70.0a84.0fL

de referencia de acuerdo con la poblacion, la  1a5afios 72.0a88.0fL

instrumentacion y la altura sobrg el nivel del g 414 afios 72.0a92.0 fL

mar que pueden modificar los parametros de un D 86.0 296.0 L

lugar a otro y de una institucion a otra [19].

Medicina & Laboratorio, Volumen 13, nimeros 11-12, 2007

523



Del hemograma manual al hemograma de cuarta generacion

Utilidad clinica

Del volumen corpuscular medio se derivan los conceptos de normocitosis, microcitosis y
macrocitosis, para referirse a eritrocitos de tamafio normal, pequefios o grandes, respecti-
vamente, punto de partida de las dos clasificaciones morfoldgicas mas importantes de las
anemias: la de Wintrobe [15] y la de Bessman [20], de ahi la importancia de la calidad
(exactitud y precisién) de la medicion. EIl volumen corpuscular medio es el parametro del
hemograma que tiene mayor estabilidad en el paciente y es asi como cualquier modificacion,
con el mismo instrumento y en el mismo laboratorio, superior a 5 fL es significativa, aun
en ausencia de anemia u otros hallazgos en la sangre, y justifica plenamente los estudios
complementarios [40].

Observaciones

El volumen corpuscular medio cuando se deriva de parametros manuales no es confiable,
porque depende del recuento de eritrocitos que por métodos manuales tiene un coeficiente
de variacién muy alto (>5%) [41], situacion que podria originar estudios innecesarios y
pérdida de oportunidad en el diagnoéstico [21]. A pesar de que la medicion del volumen
corpuscular medio por métodos electronicos es muy exacta, vale la pena conocer algunos
aspectos tecnologicos que pueden incidir en la calidad del parametro. EI volumen corpus-
cular medio electronico es un poco mas bajo que el establecido por métodos manuales,
debido a que el hematocrito en este Gltimo es mayor que el electrénico como resultado del
plasma atrapado [27]. También se debe tener presente que el volumen corpuscular medio
determinado por dispersion Optica tiende a ser mas alto que el obtenido por impedancia
Optica. Si hay crioaglutininas, los eritrocitos aglutinados «engafian» al autoanalizador de
hematologia que los cuenta como una célula Gnica de mayor tamafio [42], situacion que lo
eleva falsamente (seudomacrocitosis) con disminucién espuria en el recuento de eritrocitos,
afectando de paso el hematocrito, la concentracion media de hemoglobina corpuscular y la
hemoglobina corpuscular media que dependen del volumen corpuscular medio, el primero
y el segundo, y del recuento de eritrocitos, el tercero [30]. Ademas, el volumen corpuscu-
lar medio puede elevarse falsamente (seudomacrocitosis) en pacientes con hiperglicemia
importante, usualmente por encima de 600 mg/dL [43, 44], alterando espuriamente otros
parametros como el hematocrito (falso aumento) y la concentracion media de hemoglobina
corpuscular (falsa disminucion) [45-47].

Ademas de la ferropenia, otra de las causas de disminucion del volumen corpuscular medio y
de la concentracién de la hemoglobina corpuscular media en la cual poco se piensa al momen-
to del diagnostico diferencial, es la deficiencia de la vitamina A [48], especialmente cuando
se asocia con ferropenia [49]. En periodos de crisis en pacientes con hemoglobinopatias SS
y SC, debido a procesos de deshidratacién, el volumen corpuscular medio puede disminuir
entre 10y 15 fL [50, 51].

Hemoglobina corpuscular media

También conocida como promedio de hemoglobina corpuscular, representa la cantidad de
hemoglobina, en picogramos (pg) como unidad de peso, presente en cada eritrocito. La he-
moglobina corpuscular media se obtiene mediante la formula que relaciona la hemoglobina
con el recuento de eritrocitos, ya sea de parametros derivados de métodos manuales o elec-
trénicos mediante la computadora incorporada al autoanalizador de hematologia, aplicando
la siguiente formula:

Hemoglobina corpuscular media (pg) = (hemoglobina en g/dL + recuento de eritrocitos en millones por pL) x 10
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Valores de referencia Tablas. Valoresdereferenciaparalahemoglo-
En la tabla 5 se presentan los valores de refe- ~ 2in& corpuscular media en una entidad privada

rencia para la hemoglobina corpuscular media de Medellin, Colombia[18].

en una entidad privada de Medellin, Colombia ~ G"uP0s de edad Valores esperados
[18]. Debe insistirse en que cada laboratorio ~1al5dias 320a44.0pg
clinico debe definir sus respectivos valores 16 a3l dias 31.0a39.0 pg
Qe referencia_sje acuerdo con la poblaf:ic’)n, la 12312 mess 22.0a29.0 pg
instrumentacion y Iq altura sobr(,a el nivel del 1 a5 afios 23.0231.0 pg
mar que pueden modificar los parametros de un Galda 5304310
lugar a otro y de una institucion a otra [19]. als amg Lastipg
Mayores de 15 afios 25.0a31pg

Utilidad clinica

La hemoglobina corpuscular media define los conceptos de hipocromia, normocromia e hiper-
cromia. La hemoglobina corpuscular media, combinada con el volumen corpuscular medio,
permite desarrollar la clasificacion morfologica de acuerdo con Wintrobe [15]. La hemoglobina
corpuscular media es confiable y por lo tanto aplicable a la clinica cuando se deriva de valores
obtenidos mediante los contadores de células. Ademas de la utilidad clinica de la hemoglobina
corpuscular media, e igual que la concentracién de la hemoglobina corpuscular media, debido
a que es un pardmetro muy estable, es una excelente herramienta para el control de calidad
del hemograma [52].

Observaciones

A pesar de que la hemoglobina corpuscular media es un parametro derivado de aplicar una
férmula en todos los tipos de hemograma, cuando el recuento de eritrocitos se hace manual,
como en los hemogramas tipo | y I, aunque se haga bajo las mas estrictas normas de calidad,
tiene un coeficiente de variacion muy alto por la imprecision caracteristica del recuento ma-
nual de eritrocitos [14], en tanto que en los hemogramas derivados de los autoanalizadores de
hematologia es de altisima confiabilidad, debido a que el recuento electronico de eritrocitos
por esta metodologia tiene un coeficiente de variacion por debajo del 1% [53], razon mas para
retirar de los portafolios de los laboratorios clinicos los hemogramas manuales. La hemog-
lobina corpuscular media se puede elevar falsamente por hiperlipidemia como resultado de
una elevacion espuria de la hemoglobina debida a la turbidez del plasma [36]. También puede
modificarse en otras situaciones que elevan la hemoglobina falsamente, como la presencia
de paraproteinas [37].

Concentracion media de hemoglobina corpuscular

También conocida como concentracion de la hemoglobina corpuscular media, se define
como la cantidad de hemoglobina expresada en g/dL de células rojas empacadas. En todos
los hemogramas se obtiene ya sea manualmente o mediante la computadora incorporada al
autoanalizador de hematologia, aplicando la siguiente formula:

Concentracion de la hemoglobina corpuscular media (g/dL) = (hemoglobina en g/dL + hematocrito) x 100
Valores de referencia

En la tabla 6 se presentan los valores de referencia para la concentracion de la hemoglobina
corpuscular media en una entidad privada de Medellin, Colombia [18]. Debe insistirse en
que cada laboratorio clinico debe definir sus respectivos valores de referencia de acuerdo con
la poblacion, la instrumentacion y la altura sobre el nivel del mar que pueden modificar los
pardmetros de un lugar a otro y de una institucion a otra [19].
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Tabla6. Valoresdereferenciaparalaconcentra- Utilidad clinica

cién delahemoglobinacorpuscular mediaenuna  La concentracion de hemoglobina corpuscular
entidad privada de Medellin, Colombia [18]. media, de igual manera que la hemoglobina
corpuscular media, también define los concep-

Edad y género Valores esperados . . . ; p
° tos de hipocromia, normocromia e hipercromia,
lalsdias 34.0a4209g/dL  gjendo este Gltimo un concepto hipotético, para
16 a31 dias 31.0a39.0 g/dL referirse a la cantidad de hemoglobina por masa
1a12 meses 30.0a36.0 g/dL de eritrocitos. La concentracion de la hemog-
oG o 31.0a37.0 g/dL lobina corpuscular media es necesaria para la
6214 aitos 32.0236.0 g/dL clas¥ﬁcac¥(’)n de las a’ne.mlas de gcuerdo con la
— clasificacion morfoldgica de Wintrobe [15].
Mayores de 15 afios 32.0a38.0 g/dL

Las anemias ferropénicas caracteristicamen-

te presentan disminucién significativa de la
concentracion de la hemoglobina corpuscular media pero rara vez esta disminuida cuando
el volumen corpuscular medio es normal. La concentracion de la hemoglobina corpuscular
media caracteristicamente esta elevada en la esferocitosis hereditaria [54] y es asi como la
concentracion de la hemoglobina corpuscular media, por encima de 35,4 g/dL, combinada
con el ancho de distribucion de los eritrocitos, mayor de 14%, tiene una sensibilidad de
63% y una especificidad de 100% para detectar la esferocitosis hereditaria como prueba de
tamizaje en la poblacién general [55]. Ademas de la utilidad clinica de la concentracion de la
hemoglobina corpuscular media, y al igual que la hemoglobina corpuscular media, debido a
que es un parametro muy estable, es una excelente herramienta para el control de calidad del
hemograma [52]. Con la excepcion de la esferocitosis hereditaria, en donde caracteristicamente
esta elevada [54], y con algunas formas homocigotas de hemoglobinopatias Sy C [50, 51], la
concentracion de la hemoglobina corpuscular media no debe exceder de 37 g/dL.

Observaciones

La concentracion de la hemoglobina corpuscular media que se deriva de los hemogramas
manuales (tipo Iy tipo II) tiene un coeficiente de variacion por encima de 10% debido al fac-
tor de error inducido en el recuento manual de eritrocitos [14], en tanto que con los métodos
electronicos éste esta en 1% [12]. La concentracion de la hemoglobina corpuscular media se
puede elevar falsamente por hiperlipidemia como resultado de una elevacién espuria de la he-
moglobina debido a la turbidez del plasma [36]. También puede modificarse en otras situaciones
que elevan la hemoglobina falsamente como la presencia de paraproteinas [37]. En periodos
de crisis en pacientes con hemoglobinopatias SS y SC, debidos a procesos de deshidratacién,
la concentracion de la hemoglobina corpuscular media puede aumentar significativamente,
aun con valores por encima de 37 g/dL [50, 51].

Nuevos parametros del eritrograma

La incorporacion de los autoanalizadores de hematologia a la rutina de los laboratorios clinicos,
ademas de que recuperd la precision y la exactitud de los parametros convencionales, ha entre-
gado a la comunidad médica nuevos parametros de verdadera utilidad clinica, en particular el
ancho de distribucion de los eritrocitos, la hemoglobina reticulocitaria, el ancho de distribucién
de la hemoglobina y el recuento de reticulocitos, como se analizara a continuacion.

Ancho de distribucién de los eritrocitos

El ancho de distribucion de los eritrocitos, también denominado RDW por red cell distribu-
tion width o indice de anisocitosis, es un parametro exclusivo del hemograma electrénico y
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representa el coeficiente de variacion, expresado en porcentaje, del tamafio de los eritrocitos
[56]. En la mayoria de los autoanalizadores de hematologia, el ancho de distribucion de los
eritrocitos es calculado como un porcentaje de la variacion de los tamafios de los eritrocitos
en el histograma de volumen de rojos.

Los autoanalizadores de hematologia Sysmex® obtienen dos tipos de ancho de distribucién
de los eritrocitos [28]:

El coeficiente de variacion del ancho de distribucion de los eritrocitos (RDW-CV) que
corresponde al concepto universal del pardmetro, como se representa en la figura 20A, y

La desviacion estandar del ancho de distribucion de los eritrocitos (RDW-SD), como un
nuevo pardmetro del eritrograma, que se representa en la figura 20B [57].

Valores de referencia

El valor de referencia para el coeficiente de variacion del ancho de distribucion de los eritro-
citos es de 11,5% a 15,1% y para la desviacién de estandar del ancho de distribucion de los
eritrocitos, oscila, en hombres entre 35,1 fL y 43,9 fL y en mujeres entre 36,4 fL y 46,3 fL,
en una entidad privada de Medellin, Colombia [18]. Debe insistirse en que cada laboratorio
clinico debe definir sus respectivos valores de referencia de acuerdo con la poblacion, la
instrumentacion y la altura sobre el nivel del mar que pueden modificar los pardmetros de un
lugar a otro y de una institucion a otra [19].

Utilidad clinica

El ancho de distribucion de los eritrocitos es necesario para la clasificacion morfologica
de las anemias de acuerdo con la clasificacién de Bessman [20]. En términos generales, la
heterogeneidad del ancho de distribucidn de los eritrocitos esta dando una sefial al clinico
de una enfermedad carencial, por ejemplo, la anemia ferropénica [20, 58-61] y la anemia
megaloblastica [62], aun en ausencia de cambios significativos en el tamaiio de los eritroci-
tos (volumen corpuscular medio) y en los indices de hemoglobina intracelular (hemoglobina
corpuscular media y concentracién de la hemoglobina corpuscular media) [60, 61]. El ancho

A B

- LA

ROW-CV-—1SD X 100 v ROW.SD v
MCV

Figura 20. Ancho de distribucion delos eritrocitos en el hemogramatipo VI (Sysmex®). Convenciones:
RDW-CV: coeficiente de variacion del ancho de distribucion de los eritrocitos; RDW-SD: desviacion
esténdar del ancho de distribucidn de los eritrocitos; MCV: volumen corpuscular medio.
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de distribucion de los eritrocitos es particularmente Gtil en el diagndstico diferencial y en el
manejo de las anemias microciticas [20, 63-66].

Observaciones

Esta es otra prueba que s6lo esta disponible en los hemogramas tipo IV, V y VI que corres-
ponden a aquellos que se hacen mediante los autoanalizadores de hematologia [7]. Cuando
el ancho de distribucion de los eritrocitos se refiere al coeficiente de variacion puede estar
falsamente elevado o disminuido, dependiendo del volumen corpuscular medio, situacién
que no se presenta cuando el ancho de distribucion de los eritrocitos se refiere a la desviacion
estandar, situacion que amerita implementarlo en el medio.

Recuento de reticulocitos

Tradicionalmente el recuento de reticulocitos se ha considerado como un examen complemen-
tario que el médicoy el laboratorio clinico solicitan y realizan como una prueba independiente
del hemograma. Gracias a la tecnologia incorporada a los autoanalizadores de hematologia
es posible integrar el recuento de reticulocitos, y otros nuevos parametros de él derivados, al
hemograma tipo VI.

Los reticulocitos son eritrocitos jovenes que se diferencian de los eritrocitos maduros debido
a que conservan en su citoplasma restos de acido ribonucleico, ribosomas y mitocondrias que
pueden ser identificados mediante diferentes colorantes [13]. La cantidad de reticulocitos
en sangre indica la tasa de produccion de eritrocitos en la medula 6sea. Normalmente, los
reticulocitos permanecen 2 a 3 dias en la medula 6sea y de 24 a 48 horas en la sangre peri-
férica hasta cuando se completa su hemoglobinizacion y se tornan de aspecto maduro [12].
Los reticulocitos pueden ser determinados por método manual, por citometria de flujo y, mas
recientemente, en los autoanalizadores de hematologia incorporados al hemograma como un
parametro mas, especificamente los hemogramas de cuarta generacion.

Recuento manual

El recuento manual consiste en contar los reticulocitos después de incubar la sangre en presencia
de un colorante vital, por ejemplo el azul brillante de crecilo, en extendidos de sangre perifé-
rica mediante el uso de un microscopio convencional; los restos nucleares se observan como

® _ o~ ws una estructura intracitoplasmatica de aspecto
J w ..‘. ®

filamentoso o reticulado [11, 13], como se ob-

& - % [ ¥ servaen la figura 21. Aparte de ser un metodo
.. e . . tedioso, al tener que contar 1.000 células por
.. .. & ‘@ ® e estudio, es de poca precision debido a la gran
) "‘v. P . e & variabilidad en los extendidos, en la coloracion
= & .. e .‘ y en la interpretacion por parte del observador.
.. & 4 5 © Se estima que el coeficiente de variacion para
@ . .. “ esta prueba es de 25% a 50% [67, 68].
. . @ (T -

® ° Q. e ?.. = % Recuento electrénico

. . y -._. S :. El recuento electronico se puede hacer por

Figura 21. Recuento manual de reticulocitos
utilizando la coloracién de azul brillante de
crecilo. 100X.

citometria de flujo como una prueba indepen-
diente o0 en los autoanalizadores de hematologia
de cuarta generacion como parte integral del
hemograma.
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Gracias a la incorporacion a mediados de la
década de los 80 de la naranja de tiazol al arse-
nal de reactivos de citometria de flujo [69], se
pueden medir los reticulocitos en el laboratorio
clinico con una excelente precision y exactitud,
con coeficiente de variacion alrededor del 4%
[70, 71]. Tiene como inconveniente el hecho
de que para hacerlo se requiere de un citometro
de flujo y que la prueba es independiente del
hemograma, lo que necesariamente se traduce
en mayores costos para la prueba. En la figura .
22 se muestra un recuento de reticulocitos por :
citometria de flujo. e BB \

FA

-H

SSC

Mas recientemente, los autoanalizadores de ‘_g_“"""-' 25
hematologia de cuarta generacion han incor- FSC-H

porado dentro de los parametros constitutivos

del hemograma, el recuento de reticulocitos y  Figura 22. Recuento de reticulocitos por citome-
los parametros con él relacionados como las triadeflujo. Lazonarojacorrespondealosreticu-
subpoblaciones de acuerdo con la fluorescencia  0citosquetienenunmayor tamafioy complejided
(elevada, media y baja) que corresponden al (granulaciones) que los eritrocitos maduros.
grado de maduracion de los mismos, en donde

los primeros son los reticulocitos méas jovenes o inmaduros, en tanto que los Gltimos repre-
sentan los reticulocitos més maduros y cercanos al eritrocito adulto [72]. En las figuras 23 a
25 se muestra un citograma correspondiente al estudio de reticulocitos con un autoanalizador
de hematologia de cuarta generacion, Sysmex® XE-2100 [28].

Un parametro relacionado con los reticulocitos con futuro en el &mbito clinico es el indice de
reticulocitos inmaduros que corresponde a la sumatoria de los reticulocitos de media y alta
fluorescencia, ya que permite identificar con mayor antelacion la recuperacion de la medula 6sea
postransplante puesto que aparecen a los 13 dias, a diferencia de los neutréfilos que aparecen
a los 27 dias y las plaquetas a los 38 dias [73] y en este mismo sentido, se considera que un
incremento del 2% en la fraccion de reticulocitos inmaduros durante dos dias consecutivos es
indicador sensible de la recuperacion de la actividad de la medula ésea [74]

Ademaés de estos parametros, algunos autoanalizadores de hematologia aportan al hemograma
un nuevo pardmetro de gran utilidad clinica como es la hemoglobina reticulocitaria, que se
analizard més adelante.

Valores de referencia

El valor de referencia del recuento de reticulocitos por citometria de flujo, en una entidad
privada de Medellin, Colombia [18] es el siguiente: valor relativo: 0,6% a 2,7%; valor ab-
soluto: 30.000 a 70.000 por pL. Debe insistirse en que cada laboratorio clinico debe definir
sus respectivos valores de referencia de acuerdo con la poblacidn, la instrumentacion y la
altura sobre el nivel del mar que pueden modificar los parametros de un lugar a otro y de una
institucion a otra [19].

Ademas, como el recuento porcentual de reticulocitos sélo establece la proporcion entre los
eritrocitos maduros y los recién nacidos, es necesario ajustar el porcentaje con relacion al
grado de la anemia, ya sea por la hemoglobina o por el hematocrito, y para lograrlo se aplica
una de las siguientes férmulas:
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Figura 24. Recuento de reticulocitos en un pacien-

Figura 23. Citograma de reticulocitos en un .
te con valores bajos. Sysmex® XE-2100.

paciente con valores normales. LFR: fraccion de
reticulocitos de baja fluorescencia; MFR: fraccion
de reticulocitos de media fluorescencia; HFR:
fraccion de reticulocitos de alta fluorescencia.
Sysmex® XE-2100.

Correccion por hemoglobina en hombres

Recuento porcentual x hemoglobina + 15

Correccion por hemoglobina en mujeres

Recuento porcentual x hemoglobina + 13,5 -
Correccidn por hematocrito en hombres W R

Recuento porcentual x hematocrito + 45 _
Correccién por hemoglobina en mujeres

Recuento porcentual x hematocrito + 40

Utilidad clinica del recuento de Figura 25. Recuento de reticulocitos en un pacien-
reticulocitos te con valores altos. Sysmex® XE-2100.

El recuento de reticulocitos es la prueba mas

simple para evaluar la actividad eritropoyética de la medula 6sea. Asi, las anemias en donde
hay aumento de reticulocitos (reticulocitosis) se consideran que son regenerativas, mientras
que cuando estan bajos (reticulocitopenia) son arregenerativas. Considerando lo anterior, el
recuento de reticulocitos constituye un estudio complementario imprescindible en el estudio y
clasificacion de las anemias. También es de utilidad clinica en situaciones en donde la medula
6sea es objeto de agresion, como sucede tras la radioterapia o la quimioterapia antineoplasica,
ya que permite evaluar la capacidad de respuesta de la medula dsea. Los reticulocitos, espe-
cialmente la fraccion de alta fluorescencia, al ser la primera en aparecer y la mas sensible, es
un excelente marcador en el transplante de medula 6sea [75] y en la inmunosupresion en el
manejo de la anemia aplastica [76], entre otras indicaciones clinicas.
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Observaciones

El recuento manual de reticulocitos tiene un coeficiente de variacion muy alto, que de acuerdo
con estudios del Colegio Americano de Patélogos esta alrededor del 30% a pesar de que se
hagan dentro de los mejores estandares de calidad [68], motivo por el cual la prueba no s6lo
ha perdido vigencia sino que no justifica insistir en esta tecnologia cuando es posible obtener
unos resultados con mayor precision en los hemogramas tipo VI de la clasificacion de la So-
ciedad Colombiana de Patologia Clinica [7], que con seguridad seran de gran utilidad en la
practica médica del futuro. Otra alternativa al recuento de reticulocitos por varios afios fue la
citometria de flujo con tiazol, entre otros colorantes [77]. Como ya se menciond, el recuento
de reticulocitos como parte del hemograma esta disponible en la mayoria de los autoanali-
zadores de hematologia de cuarta generacion como en los modelos Technicon H3 (Bayer®)
[78], Sysmex® R-2000, R-3000 [73, 79] y XE-2100 [80], ABX® Pentra 120 (Horiba, ABX®)
[79], Cell-Dyn 3500, Cell-Dyn 4000 (Abbott®) [81, 82], Gen-S (Coulter-Beckman®) [82],
entre otros, y no hay duda de la importancia de tenerlo disponible en todos los hemogramas
que se hagan en el futuro.

Hemoglobina reticulocitaria

Uno de los nuevos parametros derivados de los autoanalizadores de hematologia de ultima
generacion es la hemoglobina reticulocitaria que est4 disponible en los equipos ADVIA®
2120y Sysmex® XE-2100 [83, 84]. La hemoglobina reticulocitaria como su nombre lo indica
corresponde a la hemoglobina en los reticulocitos.

Valores de referencia

De acuerdo con lo reportado en la literatura mundial, los valores de referencia para la hemo-
globina reticulocitaria estan entre 24,1 a 35,8 pg [84]. En el medio aun no hay estudios que
definan los valores de referencia de la hemoglobina reticulocitaria como se recomienda en las
buenas practicas de laboratorio [19].

Utilidad clinica

La hemoglobina reticulocitaria es de particular importancia en la deteccion precoz de la dis-
minucion de los niveles del depdsito de hierro, de particular importancia en los pacientes con
enfermedad renal que reciben eritropoyetina [85-89] y como prueba tamiz en la deteccion y
el manejo de la ferropenia en la poblacion general [84, 90-95], en los procesos en donde se
suprime la hematopoyesis, como tras la quimioterapia [96, 97]. La hemoglobina reticuloci-
taria también ha demostrado ser (til la deteccion del doping por eritropoyetina como se ha
demostrado recientemente [98].

Observaciones

Esta prueba solo esta disponible en los hemogramas tipo VI. Vale la pena resaltar que la
precision y la estabilidad de la hemoglobina reticulocitaria es excelente y sélo se presentan
minimas variaciones en los resultados con el tiempo, tanto si las muestras se han dejado a
temperatura ambiente como si se han refrigerado a 4°C [84].

Ancho de distribucion de la hemoglobina

Es un pardmetro anélogo al ancho de distribucion de los eritrocitos que representa la desvia-
cion estandar de la concentracion de la hemoglobina en el histograma de los eritrocitos [99].
Desde el punto de vista préactico, sélo esta disponible en los autoanalizadores de hematologia
de la marca Technicon.
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Valores de referencia

AE De acuerdo con Billett y colaboradores, el valor
| de referencia, oscila, entre 1,82% y 2,64% [99].
En el medio atin no hay estudios que definan
el ancho de distribucién de la hemoglobina
como se recomienda en las buenas practicas

Figura 26. Pipeta de dilucion para gl6bulos de laboratorio [19].

blancos. . ]
Utilidad clinica

Se ha intentado utilizarlo en el diagnoéstico
diferencial de las anemias ferropénicas con
los sindromes talasémicos [66, 100], las cri-
sis dolorosas de la anemia falciforme [99] y
la esferocitosis hereditaria [101], entre otras
enfermedades, sin datos concluyentes hasta
el momento.

Observaciones

Hasta el momento hay muy poca literatura
sobre este nuevo parametro y en consecuencia
se deben esperar mas evaluaciones para incor-
porarlo al hemograma de rutina.

Leucograma

«—1 mm—

0,2 mm “—0.25mm Qe define como el analisis cuantitativo y cua-

litativo de los parametros relacionados con los

Figura 27. Detalle de la camara de Neubauer. gl6bulos blancos o leucocitos en sangre peri-

El area total de la camara es de 3x3 mm, con 9  férica. Del leucograma hacen parte el recuento

cuadrados grandes. Los leucocitos se cuentan en  gtg| y el recuento diferencial de leucocitos,

los 4 cuadrados coloreados. incluidas las alteraciones morfoldgicas que

puedan presentarse. Ademas de los parametros

cuantitativos, también hace parte integral del leucograma el estudio de la morfologia de los

leucocitos en extendidos de sangre periférica, que, junto a la morfologia de los eritrocitos y
las plaquetas, se analizaran en un préximo maédulo.

Recuento total de leucocitos

El recuento de leucocitos consiste en determinar la cantidad de glébulos blancos en sangre
periférica por unidad de volumen por microlitro (uL), milimetro cubico (mm?) o litro (L), de
acuerdo con el sistema de unidades adoptado en el laboratorio clinico o en la region. Desde el
punto de vista de la metodologia disponible en el laboratorio clinico, el recuento de leucocitos
se puede hacer por método manual o electrénico.

Método manual

Para hacer el recuento de leucocitos por método manual se requiere una pipeta de dilucion
para glébulos blancos como la que se muestra en la figura 26, una camara de Neubauer,
utilizando los espacios que se muestran en la figura 27, y un microscopio ptico estandar
[11-13].
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Método electrénico

El recuento total de leucocitos se hace similar al recuento de eritrocitos en la mayoria de los
autoanalizadores de hematologia, mediante la tecnologia de impedancia, previamente descrita
[34] e incorporada al autoanalizador de hematologia.

Valores de referencia

En la tabla 7 se presentan los valores de referencia para el recuento total de leucocitos en una
entidad privada de Medellin, Colombia [18]. Debe insistirse en el hecho de que cada laborato-
rio clinico debe definir sus respectivos valores de referencia de acuerdo con la poblacién y la
instrumentacion que pueden modificar los parametros de un lugar a otro y de una institucién
a otra [19].

Utilidad clinica

El recuento total de leucocitos es indispensable para definir los conceptos de leucopenia y
leucocitosis, situaciones que se pueden presentar asociadas con una amplia gama de enfer-
medades.

Observaciones

El método manual, aparte de tener la inexactitud inherente a la tecnologia [14], es tedioso,
gasta mucho recurso humano vy, en la practica, sélo estaria indicado cuando el laboratorio
clinico tiene muy pocos hemogramas y su presupuesto es exiguo. Desde el punto de vista de
la clasificacion de los hemogramas, el recuento total de leucocitos por métodos manuales esta
contemplado en los hemogramas tipo [ y II [7, 8]. Contrario a lo anterior, los coeficientes de
variacion del recuento total de leucocitos por métodos electrénicos, independiente del instru-
mento utilizado, usualmente estan por debajo del 1% [102]. Con relacion al recuento total de
leucocitos es importante recordar que éste tiene variaciones importantes relacionadas con la
raza, siendo mas bajo en la raza negra que en la blanca [103]; tiene variaciones circadianas,
encontrandose los valores mas altos en las horas de la tarde [104]; se eleva por el ejercicio,
el estrés y algunos medicamentos, como la epinefrina, con incremento de 2.000 a 5.000 por
pL, que puede llegar incluso a ser superior a 30.000 por uL [105]. El recuento total de leuco-
citos también se eleva en el embarazo y se normaliza a partir de la primera semana posparto
[106], en tanto a que tiende a ser mas bajo a medida que pasan los afios, especialmente en
la subpoblacién de linfocitos, posiblemente por «agotamiento celular». En los Gltimos afios
se ha enfatizando en el papel del recuento total de leucocitos elevado como factor de riesgo
cardiovascular independiente [107, 108].

Recuento diferencial de leucocitos

El recuento diferencial de leucocitos corresponde a la concentracion de las subpoblaciones
de glébulos blancos en sangre periférica. Independiente del método para obtenerlo, bajo con-
diciones normales, el recuento diferencial de leucocitos esta constituido por 5 poblaciones
a saber: polimorfonucleares neutrofilos, polimorfonucleares eosinofilos, polimorfonucleares
baséfilos, linfocitos y monocitos.

Método manual

A partir del momento en que se introdujo la coloracion panoptica de Romanowsky en 1891
hasta el final de la década del 60 [109] y principio de la década del setenta, con la introduccion
del primer autoanalizador de hematologia con recuento diferencial de leucocitos, el modelo
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Coulter-S [110], la tnica manera de hacer el recuento diferencial de leucocitos era mediante su
identificacion microscopica, de una en una, hasta completar 100 a 200 células en el extendido
de sangre periférica. Los diferenciales manuales, aparte de las pocas células estudiadas, es un
procedimiento tedioso que consume mucho tiempo del profesional y esta sujeto a una amplia
variabilidad en los resultados debido al escaso nimero de leucocitos analizados y a la falta de
distribucion uniforme de las diferentes subpoblaciones en el extendido de sangre periférica.
Ademas de lo anterior, el recuento diferencial de leucocitos por método manual depende de
la calidad del extendido de sangre periférica, de la calidad de la coloracién y, sobretodo, de la
experiencia y habilidad del observador, motivo por el cual la mayoria de los estudios por esta
metodologia en el medio dejan mucho que desear. Ante la dificultad que usualmente tiene un
laboratorio clinico para controlar totalmente estas variables, es recomendable el empleo de
autoanalizadores de hematologia que permitan estandarizar los procedimientos e idealmente
utilizar automatizacion para hacer y colorear los extendidos de sangre periférica.

Meétodo electronico

La mayoria de los autoanalizadores de hematologia disponibles en el mercado del laboratorio
clinico realizan el recuento diferencial de leucocitos [111]. De acuerdo con la tecnologia incor-
porada, y en consecuencia con el costo de los instrumentos, las variaciones de una maquina a
otra maquina pueden ser muy amplias. Desde el punto de vista practico, en el mercado de la

automatizacion de la hema-

08/29/86 005 tologia se dispone de tres
REL SAMPLE ANALYSIS D 123850  tipos de recuento diferen-
LAB 6 cial de leucocitos: de tres
L WBCS.8 partes en los hemogramas
Y 322 tipo 1V, de cinco partes en
WsC Mo 5.6 los hemogramas tipo V'y de
GR 62.2 cinco partes extendido en
o= | L los hemogramas tipo VI, de
50 100 200 300 400 S g P by,
MO # 5 acuerdo con la clasificacion
GR #5.5 de la Sociedad Colombiana
de Patologia Clinica [7].
RBC 5.30 ) )
HGB 15.9 Recuento diferencial de
RBC HCT 46.3 leucocitos de tres partes
I | | I 1 L MCv87.4 . L
50 100 200 300 T La primera automatizacion
’ a gran escala del recuento
MCHC 34.3 . ; .
diferencial de leucocitos se
RDW12.8 . . :
dio en la primera mitad de
PLT 254 -
T la década de los 70 con la
L | ' incorporacién al mercado

| . ;.
PLT 2 10 20  FEMTOLITERS NEXTID del laboratorio clinico de
los autoanalizadores de

. . hematologia de la serie
Figura 28. Reporte de un hemograma tipo 1V (Coulter® JR). A la iz- g

quierda, de arriba hacia abajo, aparecen los histogramas de leucocitos, Cou_lter-S de Coulter Elec-
eritrocitos y plaquetas. A la derecha, en el mismo orden, aparecen la tronics [1,10]' Para lograr-
identificacion del paciente, los recuentos del eritrograma, del leucogra- lo, despues de un proceso
ma y del trombograma. Frente a los parametros alterados aparecen las  denominado «estromato-
llamadas de atencion o alarmas [21]. lizacién» en donde a los
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leucocitos, para poder ser contados por impedancia, con sustancias quimicas se les reduce el
citoplasma sin ser destruido, de tal manera que queda una nueva célula de un tamafio propor-
cional al nicleo de la misma; estas células, por impedancia pueden ser contadas y medidas
con lo cual se obtiene un histograma de volumen similar al que se observa en la figura 28, en
donde aparecen tres poblaciones claramente definidas: linfocitos, monocitos (también conocido
como mixto por la presencia de linfocitos grandes y monocitos, y granulocitos. A este grupo
corresponden, como ejemplo de algunos autoanalizadores de hematologia mas populares en
su momento, los modelos de Coulter S (modelos Plus [112], Plus 11 [113], Plus 111, Plus IV
[114], Plus V [115] y STKR [116]), Sysmex® (modelos E-4000 [117] y TOA E-5000 [118])
y Sequoia-Turner (Cell Dyn 900 [119]), entre otros, los cuales corresponden a la mayoria de
los autoanalizadores de hematologia que funcionan en el pais.

Al informar globalmente el recuento diferencial de leucocitos, este tipo de hemograma es de
cierta limitacién si se compara con estudios mas elaborados de cinco partes como los de hoy
y con el recuento manual de leucocitos, pero ofrece un acercamiento general a la verdadera
condicidn del paciente en el contexto de un hemograma tamiz que de ser positivo (tener alarmas)
requeriria mayor dedicacion del personal del laboratorio clinico que deberia complementarlo
con recuento diferencial manual. Infortunadamente en nuestro pais son pocos los laboratorios
clinicos que han implementado esta tecnologia que en otras latitudes ha pasado a la historia,
para dar paso a la de los recuentos diferenciales de leucocitos de 5 partes en los hemogramas
tipo V y a los recuentos diferenciales de leucocitos de 5 partes extendidos de alta eficiencia
analitica y operativa, con una excelente relacion costo-eficiencia.

Recuento diferencial de leucocitos de 5 partes

El recuento diferencial de leucocitos de cinco partes aparecio en el mercado de los instrumentos
de hematologia cuando en 1974 la compafiia Technicon puso a disposicion en el mercado el
autoanalizador de hematologia denominado Hemalog-D, el primer instrumento que realmente
contaba las cinco subpoblaciones de leucocitos en sangre periférica [120]. Para lograr el ob-
jetivo, este contador de células realizaba el recuento diferencial de leucocitos basandose en el
tamafio de las células por impedancia y en las caracteristicas de éstas de acuerdo con ciertas
propiedades quimicas de las células, en donde la peroxidasa identificaba los polimorfonucleares
neutrdfilos y los polimorfonucleares eosindfilos, el azul alcian los polimorfonucleares basofilos
y las estearasas los monocitos [111].

En estos nuevos hemogramas, que corresponden a los tipo V de la clasificacion de la Sociedad
Colombiana de Patologia Clinica [7], no s6lo se evaltan los leucocitos por su volumen nuclear,
sino también por su complejidad, granularidad y estructura, que produce cambios en la disper-
sién de un rayo de luz laser, que en algunos aparatos analiza los gl6bulos a diferentes angulos
y con luz despolarizada. Esta parece ser la forma mas sensible desarrollada hasta hoy para este
analisis, superada solamente por la citometria de flujo que clasifica inmunofenotipicamente
las poblaciones, con la ayuda de anticuerpos monoclonales, y de aplicaciones maltiples en
hematologia, oncologia y muchas mas, como corresponde a los hemogramas tipo VI [7].

En la figura 29 se muestra un informe tipico de este hemograma [21] que corresponde a un
hemograma tipo V de la clasificacion de la Sociedad Colombiana de Patologia Clinica [7].

Recuento diferencial de leucocitos de 5 partes extendido

Los autoanalizadores de hematologia de cuarta generacion no so6lo han incorporado a los
instrumentos la tecnologia de los afios que los precedieron, sino que con la ayuda de los rayos
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Figura 29. Reporte de un hemograma tipo V (Coulter® Maxcell). A la izquierda, de arriba hacia abajo,
aparecen los histogramas de leucocitos, eritrocitos y plaquetas. A la derecha, en el mismo orden, aparecen
la identificacion del paciente, los recuentos del eritrograma, del leucograma y del trombograma. Frente
a los pardmetros alterados aparecen las llamadas de atencion o alarmas [21].

laser y los anticuerpos monoclonales han convertido a estos instrumentos en unos verdade-
ros citometros de flujo en donde todo es posible desde el punto de vista del estudio de las
poblaciones celulares. Con estos hemogramas, aparte del recuento diferencial de leucocitos
convencional, en donde se identifican y se cuantifican los polimorfonucleares neutrdfilos, los
polimorfonucleares eosinofilos, los polimorfonucleares basofilos, los linfocitos y los monoci-
tos, es posible mediante un software incorporado o la determinacion del operador, identificar
poblaciones de células, entre ellas subpoblaciones de linfocitos (linfocitos CD4 y CD8), células
madre (CD34), células inmaduras y eritroblastos, como parte integral del recuento diferencial
[111]. En la figura 30 se muestra un citograma tipico de este hemogramay en la figura 31 un
citograma de un paciente con desviacion a la izquierda.

Ademas de los aspectos relacionados con el recuento diferencial de leucocitos, en este tipo
de hemograma es posible identificar otros elementos presentes en las células, como es el caso
de los parésitos de malaria [121, 122] que se muestra en la figura 32.

Valores de referencia

En la tabla 7 se presentan los valores de referencia para el recuento diferencial de leucoci-
tos en una entidad privada de Medellin, Colombia [18]. Debe insistirse en el hecho de que
cada laboratorio clinico debe definir sus respectivos valores de referencia de acuerdo con la
poblacién y la instrumentacion que pueden modificar los pardmetros de un lugar a otro y de
una institucion a otra [19].
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DIFF

Figura 30. Citograma de leucocitos de un paciente
con valores normales. L: linfocitos; M: monocitos;
N: polimorfonucleares neutrdfilos; E: polimor-
fonucleares eosinoéfilos; B: polimorfonucleares
basdéfilos. Sysmex® XE-2100.

Utilidad clinica

El recuento diferencial de leucocitos permite
establecer los conceptos de neutrofilia, neutro-
penia, agranulocitosis, eosinofilia, eosinopenia,
basofilia, basopenia, monocitosis, monocitope-
nia, linfocitosis y linfopenia que pueden estar
asociados a enfermedades benignas como
procesos infecciosos, procesos inflamatorios
y mielotoxicidad, entre otros, o enfermedades
malignas como leucemia y mieloptisis.

Observaciones

Ver los comentarios de los subtitulos anteriores
relacionados con el recuento diferencial de leu-
cocitos, en particular los de tipo electrénico.

Trombograma

Se define como el analisis cuantitativo y cua-
litativo de los parametros relacionados con las
plaquetas en sangre periférica. Del trombogra-
ma hacen parte el recuento convencional de

Figura 31. Citograma que muestra leucocitosis
con presencia de células inmaduras (desviacion a
laizquierda). I: granulocitos inmaduros. Sysmex®
XE-2100.

Figura 32. Citograma de un recuento diferencial
de leucocitos, donde se observa una poblacion
adicional en la zona de los polimorfonucleares
eosinofilos que corresponde a Plasmodium vivax
(PV). Sysmex® XE-2100.

plaquetas y los nuevos pardmetros derivados de los contadores electrénicos como volumen
medio plaquetario, el ancho de distribucién de las plaquetas, el plaquetocrito y el indice de
plaquetas inmaduras, que seran analizados en detalle en los siguientes subtitulos. Ademas de
los parametros cuantitativos, también hacen parte integral del trombograma el estudio de la
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Tabla 7. Valores de referencia del leucograma de acuerdo con la edad y género [18].

Leucocitos  PNN Bandas PNE PNB  Linfocites Monocitos
Edad y género por pL porpl.  porplL porpL porpL por pL por pL

1 a 15 dias, am- 9.000 a 1.000 a

bos géneros 30.000 12.000 0al100 40a500 0ab50

16 a 31 dias, 5.000 a 1.000 a

ambos géneros 21.000 12.000 0al1l00 40a500 0a50

1 a 12 meses, 6.000 a 1.000 a 3.000 a

ambos géneros 17.500 12.000 0al100 40a500 0ab50 9.000 30a 750
1 a 5 afios, am- 5.500 a 1.700 a 3.000 a

bos géneros 15.500 7.500 0al00 40a500 0ab50 9.000 30a 750
6 a 14 afios, 4.500 a 1.500 a 2.000 a

ambos géneros 14.500 6500 0al00 40a500 0ab50 7.200

15 a 99 afios, 4500 a 1.500 a 1.500 a

hombres 11.000 8.000 0al00 40a500 0ab0 4.000 30 a 900
15 a 99 afos, 4,500 a 1.500 a 1.500 a

mujeres 11.000 8000 0al00 40a500 0a50 4.000 30 a 900

Convenciones: PNN: polimorfonucleares neutrdfilos; PNE: polimorfonucleares eosindfilos; PNB:

polimorfonucleares basofilos.

morfologia de las plaquetas en extendidos de sangre periférica, que, junto a la morfologia de
los eritrocitos y los leucocitos, se analizaran en un préximo maédulo.

Recuento de plaquetas

La experiencia acumulada en los ultimos afios ha demostrado que el recuento de plaquetas y
los nuevos parametros plaquetarios son importantes en un sinndmero de entidades clinicas
diferentes a los trastornos plaquetarios y es asi como todos los autoanalizadores de hema-

«—1 mm—— 0,2 mm [+—0,25 mm

Figura 33. Detalle de la cdmara de Neubauer.
El area total de la camara es de 3x3 mm, con 9
cuadrados grandes. Las plaquetas se cuentan en el
cuadrado coloreado del centro.

tologia los han incorporado a la rutina del
hemograma. Como en los casos anteriores, el
recuento de plaquetas puede hacerse manual o
electronicamente.

Método manual

Hasta la incorporacion de los contadores de
células al equipamiento de los laboratorios
clinicos, la inica manera de contar las plaquetas
era con la pipeta de rojos (ver figura 2) y la
camara de Neubauer, utilizando los espacios
que se muestran en la figura 33, teniendo
como prueba de referencia la microscopia de
contraste de fase [123], que s6lo ha estado o
estuvo disponible en unos pocos laboratorios
de investigacion.

Método electrénico

La plaquetas pueden ser contadas y analizadas
mediante la impedancia y la dispersion dptica.
La impedancia, similar a la que permite hacer
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el recuento de eritrocitos y el recuento total de leucocitos, es el sistema més utilizado en los
autoanalizadores de hematologia para el recuento de plaquetas. La segunda alternativa para
el recuento de plaquetas es la dispersion Optica, que en el caso de los instrumentos de Gltima
generacion de Abbott®, marcan las plaquetas con anticuerpos dirigidos contra la membrana
de las plaquetas, por ejemplo contra la glucoproteina Illa (CD61), y las identifican por laser
incorporado al instrumento. En el caso de los Ultimos autoanalizadores de hematologia de
Sysmex®, como el XE-2100 [28], se utiliza la impedancia de rutina y la dispersion dptica s6lo
para los casos en donde hay trombocitopenia o hay alarmas que asi activen el software para
dicho objetivo, como se muestra en las figuras 34 y 35.

Aparte de que los recuentos plaquetarios derivados de los autoanalizadores de hematologia,
especialmente los de cuarta generacion [29, 35, 124, 125] se pueden obtener otros parametros
de utilidad clinica relacionados con las plaquetas que seran analizados a continuacion.

Valores de referencia

El valor de referencia de las palquetas es de 150.000 a 450.000 por puL [18]. Debe insistirse
en el hecho de que cada laboratorio clinico debe definir y ajustar sus respectivos valores de
referencia de acuerdo con la poblacién y la instrumentacion que pueden modificar los para-
metros de un lugar a otro y de una institucion a otra [19].

Plaguetas

Figura 34. Histograma de plaquetas de un paciente  Figura 35. Histograma de plaquetas de un paciente

con valores normales. Enla grafica superior median-  con trombocitopenia severa. En este caso el autoana-
te tecnologia de impedancia y en la gréfica inferior  lizador activa el software para que el recuento se con-
mediante tecnologia de dispersion optica. firme por dispersion optica. Sysmex® XE-2100.

Medicina & Laboratorio, Volumen 13, nimeros 11-12, 2007

539



Del hemograma manual al hemograma de cuarta generacion

Utilidad clinica

El recuento de plaquetas es un criterio indispensable para definir los conceptos de trombo-
citopenia y trombocitosis.

Observaciones

De acuerdo con la tecnologia utilizada el recuento de plaquetas puede tener algunas dificul-
tades que el médico y el laboratorio clinico deben conocer debido a que pueden ser fuente
de errores con resultados catastréficos para el paciente si no se controlan estas situaciones
adecuadamente, como se analizo6 recientemente en Medicina & Laboratorio [133]

Los recuentos de plaquetas por métodos manuales, aparte de ser tediosos, consumen mucho
tiempo del profesional y a pesar de que se sigan los mas estrictos criterios de calidad y se
hagan por personal experimentado, tienen un coeficiente de variacion que puede llegar hasta
el 60% [14]. Ademas, a la luz de la disponibilidad tecnoldgica en los laboratorios clinicos, los
métodos manuales para determinar los componentes del hemograma en general y el recuento
de plaquetas en particular, no son costo a eficientes porque, como se ha expresado con relacion
a la mayoria de los parametros obtenidos por métodos manuales, consumen mucho recurso
humano, estan limitados a pocos pardmetros y sobretodo, son muy imprecisos [134] por lo
que en la actualidad no son recomendables.

Con los contadores electronicos, el recuento de plaquetas puede estar falsamente bajo si hay
tromboaglutininas [135, 136] y satelitismo plaquetario [137, 138], generalmente dependiente
del EDTA (anticoagulante de hematologia) [139] y cuando hay microcoagulacion, usualmen-
te por problemas técnicos relacionados con la calidad de la muestra, problemas que se han
resuelto con los autoanalizadores de hematologia de cuarta generacion.

Volumen medio plaquetario

El volumen medio plaquetario, define, en fLL como unidad de volumen, el tamafio de las
plaquetas [17, 21, 140, 141]. EI volumen medio plaquetario es un parametro exclusivo de
los autoanalizadores de hematologia de tercera y cuarta generacion y por lo tanto sélo estan
disponibles en los hemogramas tipo IV, V y VI de acuerdo con la clasificacion de la Sociedad
Colombiana de Patologia Clinica [7].

Valores de referencia

El valor de referencia del volumen medio plaquetario es de 6,5 fL.a 13,5 fL. [18]. Debe insistirse
en el hecho de que cada laboratorio clinico debe definir sus respectivos valores de referencia
de acuerdo con la poblacion y la instrumentacion que pueden modificar los parametros de un
lugar a otro y de una institucion a otra [19].

Utilidad clinica

El volumen medio plaquetario determina los conceptos de normotrombocitos, microtrombo-
citos y macrotrombocitos, para referirse a plaquetas de tamafio normal, pequefio o grande,
de ahi la importancia de la calidad (exactitud y precision) de la medicién. Desde el punto
de vista de la utilidad clinica, el volumen medio plaquetario es un parametro que mide la
funcioén y la activacion de las plaquetas y en este sentido podria afirmarse que cuando esta
elevado es un signo de «regeneracion plaquetaria» como usualmente se presenta en pacien-
tes con trombocitopenia por destruccién periférica de plaquetas, tanto inmunolégica como
no inmunoldgica, en donde caracteristicamente hay aumento de la megacariocitopoyesis
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con hiperplasia megacariocitica en la medula 6sea [140, 142-145]. La hiperactividad de la
megacariocitopdyesis se expresa en el hemograma con plaquetas mas grandes, que en los
autoanalizadores de hematologia de cuarta generacién corresponden a plaquetas inmaduras
o reticuladas, como un nuevo parametro plaquetario que se analizara mas adelante. Al utili-
zar el volumen medio plaquetario y el porcentaje de plaquetas inmaduras en el diagnéstico
diferencial de la trombocitopenia se ha observado que este ultimo es mas eficiente que el
volumen de las plaquetas.

Contrario a lo anterior, cuando la trombocitopenia esta relacionada con un defecto de la produc-
cién de plaquetas, el volumen medio plaquetario se encuentra por debajo de limite inferior, en
pacientes con sepsis [ 146], con anemia aplastica [ 145, 147, 148], con anemia perniciosa [149],
con leucemias agudas [150, 151], en los sindromes mielodisplasicos [152], en la leucemia
linfocitica crénica [153], en la leucemia de células peludas [154], posterior a tratamientos de
radioterapia y quimioterapia y en personas con sindrome de bazo gigante [155].

Ancho de distribucion de las plaquetas

Similar al ancho de distribucion de los eritrocitos, que determina el grado de anisocitosis (dife-
rencias en el tamafio) de los eritrocitos, el ancho de distribucion de las plaquetas, determina el
grado de anisocitosis de las plaquetas [155]. El ancho de distribucion de las plaquetas se deriva
de calculos mediante formulas matematicas incorporadas al instrumento, de la misma manera
que se obtiene el ancho de distribucion de los eritrocitos, y se correlaciona estrechamente con
el recuento de las plaquetas y el volumen medio plaquetario [156].

Valores de referencia

El valor de referencia del ancho de distribucion de las plaquetas es de 15,4% a 16,8% [18].
Debe insistirse en el hecho de que cada laboratorio clinico debe definir sus respectivos valo-
res de referencia de acuerdo con la poblacion y la instrumentacion que pueden modificar los
parametros de un lugar a otro y de una institucion a otra [19].

Utilidad clinica y observaciones

Asi como el ancho de distribucion de los eritrocitos es de gran valor en el estudio y en el diag-
nostico diferencial de las anemias [20], el ancho de distribucion de las plaquetas es importante
en el estudio de los sindromes mieloproliferativos [156] y en la anemia perniciosa [157], en
donde caracteristicamente esta por encima de limite superior. En el caso de las trombocitope-
nias no tiene ningun valor [158].

Plaquetocrito

El plaquetocrito, equivalente al hematocrito en el eritrograma, representa el porcentaje del
volumen de plaquetas sobre el volumen total de la sangre y se obtiene de la relacion del re-
cuento de plaquetas con el volumen medio plaquetario [17]. El plaquetocrito se obtiene por
el instrumento mediante la formula:

Plaguetocrito = recuento de plaguetas x volumen medio plaguetario
Valores de referencia

De acuerdo con Beyan y colaboradores, el valor de referencia para el plaquetocrito, oscila,
entre entre 0,085 y 0,287 [159]. En el medio atn no hay estudios que definan el valor de
referencia del plaguetocrito la hemoglobina como se recomienda en las buenas précticas de
laboratorio [19].
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Utilidad clinica y observaciones

Desde el punto de vista clinico, el plaguetocrito tiene poca utilidad clinica [144].

Plaquetas reticuladas

También conocidas como plaquetas inmaduras o reticuloplaquetas, son plaquetas jovenes, de
1 a2 dias, que se caracterizan por una alto contenido de ARN que puede ser coloreado con un
fluorocromo, como la auramina O, y cuantificado de forma independiente mediante un citdbme-
tro de flujo o por laser incorporado a un autoanalizador de hematologia de cuarta generacion
como un nuevo pardmetro del hemograma como se muestra en la figura 36A.

Valores de referencia

De acuerdo con el estudio realizado por Abe y colaboradores, el valor de referencia de las pla-
quetas reticuladas es de 0,48% + 0,32 en los hombres y 0,48% +0,32 en las mujeres [160]. En el
medio aln no se tienen valores de referencia establecidos por lo novedoso de la tecnologia.

Utilidad clinica

Las plaquetas reticuladas en pacientes trombocitopénicos se correlacionan directamente con
la actividad megacariocitica y reflejan el estado clinico de la enfermedad [148, 161-163],
convirtiéndosen en un importante indicador de los pacientes con trombocitopenia. Las pla-
quetas reticuladas también se han encontrado relacionadas con otras enfermedades como
la arteriosclerosis y sus complicaciones [164, 165], incluido el sindrome agudo coronario
[166] y como predictor de la recuperacion en los transplantes de medula 6sea [167, 168] y

A) Normal B) Pupura trombocitopénica idiopatica
Recuento de plaquetas: 257.000 por pL Recuento de plaquetas: 43.000 por pL
Porcentaje de plaquetas reticuladas: 2,2% Porcentaje de plaguetas reticuladas: 16,3%

Plaquetas
reticuladas

Figura 36. Citograma de plaquetas de un individuo saludable con un porcentaje de plaquetas reticuladas
normal (A) y de un paciente con purpura trombocitopénica idiopatica con un aumento del porcentaje de
plaquetas reticuladas (B). Las plaquetas maduras estan representadas por los puntos azules y los verdes
representan el porcentaje de las plaquetas reticuladas, las cuales tienen un tamafio y una intensidad de la
fluorescencia mayores si se comparan con las de las plaquetas normales [133]. Sysmex® XE-2100.
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la quimioterapia [169] y en la indicacion de transfusiones en pacientes con trombocitopenia
profunda [170], entre otras.

En la figura 36B se muestra una de las indicaciones mas importantes de las plaquetas reticu-
ladas: el diagnéstico y manejo de la purpura trombocitopénica idiopatica [133].

Observaciones

So6lo estan disponibles como una prueba de laboratorio independiente cuando se hacen por
citometria de flujo [148, 161-163, 171] y en algunos autoanalizadores de hematologia de cuarta
generacion de la compafiia Sysmex® [28], disponibles en el medio.

Papel de la informacion grafica relacionada con los hemogramas
electronicos

Los autoanalizadores de hematologia con los cuales se realizan los hemogramas tipos IV, V
y VI, ademas de la informacion relacionada con las mediciones, calculos y alarmas, aportan

informacion adicional grafica cada vez mas compleja, como histogramas, dispersogramas y
citogramas, como los que aparecen a lo largo del presente médulo.

Tabla 8. Tipos de hemograma de acuerdo con sus componentes y su tecnologia

Parametros Tipo de hemograma

I 1I 11T v A\ VI
Eritrograma
Globulos rojos M M M M M M
Hemoglobina M M M M M M
Hematocrito M M C © © CX
\Volumen corpuscular medio © G M M M M**
Hemoglobina corpuscular media © © © C © C
Concentracion de la hemoglobina corpuscular media © © C S © @
Ancho de distribucion de los eritrocitos (coeficiente de c
variacion)
Ang:ho de distribucion de los eritrocitos (desviacion C c c
estandar)
Ancho de distribucion de la hemoglobina ©
Recuento de reticulocitos M
indice de reticulocitos inmaduros M
Hemoglobina reticulocitaria M
Leucograma
Recuento total de leucocitos M M M M M M
Recuento diferencial de leucocitos M M M M M M
Trombograma
Recuento de plaquetas M M M M M
Volumen corpuscular medio de las plaquetas M M M
Plaquetocrito © © C
Ancho de distribucién de las plaquetas c c Cc
Plaquetas reticuladas (inmaduras) M

Convenciones: M: medicion directa; C: derivado de un calculo. * En los instruementos de cuarta ge-
neracion Sysmex®y ABX son un valor medido; ** En los instruementos de cuarta generacion Sysmex
y ABX son un valor calculado.
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Por motivos ajenos al objetivo de este mddulo, en el medio no se le ha dado la verdadera
utilizacion a esta informacion, ya que la mayoria de los laboratorios clinicos que disponen de
esta tecnologia se limitan a anexarlos como parte integral de los resultados del hemograma,
en muchos casos en «bruto» como sale del instrumento, inclusive con iniciales en inglés y las
alarmas sin ninguna interpretacion, constituyéndose de esta manera en fuente de confusion y
desinformacion, més que de informacion y utilidad clinica. Aunque el ejemplo parezca burdo
0 exagerado, seria como entregar la placa con el extendido de sangre, sin su adecuada lectura,
para que el médico la interprete.

Mas importante que anexarlos a los resultados del hemograma, es utilizarlos e interpretarlos
en el laboratorio y correlacionarlos con los valores informados por la maquina y con los ha-
Ilazgos en los extendidos de sangre periférica. Nuestra experiencia con la incorporacién de
estos elementos al informe del hemograma, es que causa confusion, tanto al médico como
al paciente, y en muchas oportunidades distrae la atencién, pasando a un segundo nivel los
principales hallazgos de la prueba y genera otros estudios o consultas innecesarias.

A titulo de resumen, en la tabla 8 se relacionan los componentes y las caracteristicas del
hemograma de acuerdo con el tipo y la metodologia utilizada.
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Summary: The hemogram or blood cell count is one of the tests that is more requested in
clinical laboratories, and without any doubt, is the laboratory test that provides the most infor-
mation for the physician in the evaluation of a patient. From the technical point of view there
are six types of hemograms, starting with the traditional ones that are processed by manual
methodology up to the most sophisticated that are performed by electronic methods that use
a combination of technologies. Criteria that define the types of hemograms are established
and the parameters and characteristics of each one are analyzed according to the methodo-
logy being used, their reference values, clinical indications and critical issues. The physician
must request the hemogram that allows him to have confidence in the reported parameters
and the clinical laboratory must make the technological investment that will produce the most
precise and accurate results.

Key words: Hemogram, complete blood cell count, laboratory, clinic, reference values.
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