ATLAS DE
HEMATOLOGIA

CON INTERPRETACION DE
HISTOGRAMAS Y ESCATERGRAMAS .

a ABBOTT DIAGNOSTICOS

UNA DIVISION DE ABBOTT LABORATORIES




ATLAS DE HEMATOLOGIA

CON INTERPRETACION DE
HISTOGRAMAS Y ESCATERGRAMAS

https://professionalabs.com.mx



Abbott Laboratories de México S.A. de C. V.

Marketing Editor: Q.EB. Alfonso Ortega Seoane.

Gerencia General: Ing. Carlos Garcfa Monsreal.

Coordinador de la Produccién: Q.EB. Alfonso Ortega Seoane

Dinfor S.A. de C.V.

Popotla 96-7

Col. Tizapan

San Angel, Deleg. Alvaro Obregén (01090)

México, D.E

Director de la Publicacién: José Manuel Almud{ Cataldn

Todos los derechos reservados. Esta publicacién estd protegida
por derechos de autor, por lo que ninguna parte puede ser
reproducida en forma alguna, incluyendo fotocopiado o
almacenado en cualquier medio de almacenamiento masivo
sin un permiso otorgado por escrito.

El material contenido en la presente edicién, incluyendo textos,
grificas, imagenes, figuras, tablas, etc. no estd disefiado para ser
utilizado como referencia, sin embargo es representativo con
finalidad de capacitacién y entrenamiento tinicamente.

Copyright © 2002

ISSN N¢: 1666-7174

Afio 1 - Edicién 1

Edicion, produccidon y realizacién gréifica
E.C. S.A.

Cerrito 1136 Piso 5 C.B 1010

Buenos Aires, Argentina

https://professionalabs.com.

mXx



INDICE

Mobpuro [

© PROLOGO oot ee e s eees s ees st sese et seee s et s s eeseseesenssanseeasesessesenese s seesnsesnsnsesanens
® | AS CELULAS SANGUINEAS NORMALES Y LA HEMATOPOYESIS  +eevvveeeeeeeemreieessenns

® FORMULA O SERIE ROJA ovovoeieeeeoeveseesessescessseassssssssesesssvmsssssssasessesensessasssmsssssseassssesssenssees
Lo BIEOTIEOR: oummsaninvovenionn o s s s o T s s s F R S e s
TSI TETIITAR  onovousmanovmmooovmemsionion sumeses st sy s R R B AP RS TR e

Protiside sanpre perCrion: JaseTlOmOTa s vwwwsvirsssviesmssisss s osies s sess i s oaisssssis o ity

® FORMULA O SERIE BLANCA weovrurevecrsssmmsessessssssssssssssssssnsssssssssassssssssassssssssssssssasssesssssassesssssons
0531 101 o) o USSR
Leslinfonitas Dl UomDEIom  mesmssmromssmesssmmms i e v i s e e T T
I T ey e e e e Y e e
MONGEIOS T IIARTOTAOS  wuevsoiovesisrirmes s s v s s s 6assss feris ivass sod s vHes i sasaanssasiins
LOSHNTOMAS  ..vviiiiieeiiceceice et et s entem et et e e esessese st esseseesesasensenseneaseansennnsnsrnesenn

Frotis de sangre periférica: laserie Banca ..o

Las PLAQUELAS 1uvvivivieisireierienicre et s e s e e b bt ea e eb st er e bt r e n st ee
Frotis de sangre periférica: PIAGUETAS ...iiiviiiieeriieisicre s et erssscas s eressssmeneees

* BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO HEMATOLOGICO  ..vuvvveeiesrssessssesissensssessssseiss

Moburo II

* TNTERPRETACHIN DE TISTOGRABIAS: wsinsvssysssmrsrmvnnssssioionsesss sisssssmsesssseisrusmsssonississenss
2.1 INtTOdUCEIOT s e s e L e A T Y O s s
2.2. Tecnologias aplicadas a la generacion de histogramas y escatergramas .............c.....
2.3. Impedancia eléctrica para conteo de eritrocitos y plaquetas ....ooveeeececiereieioiesiinininanas

2.4. Impedancia eléctrica aplicada al conteo y clasificacion de células blancas

con reporte de la diferencial de 3 Partes ..ocoooeceniineieniiii e

2.5. Impedancia eléctrica enfocada por flujo para conteo de eritrocitos, plaquetas

I ECHEIROE o e B e e B
2.6. Tecnologfa MAPSS (multi-angle-polarized-scatter-separation) ........c.eeeerevereesesesessesesessenes

8 CON CLUSIONES oo oo e s

¢ (GLOSARIO SOBRE LA TECNOLOGIA CELL DYN

* BIBLIOGRAFIA

https://professionalabs.com.mx

67
67
67
68

72



1) Encuentre esta seccion En nuestra pagina Web
www _professionalabs.com_mx
2) Encuentre v haga click en la imagen del portal Expertise.
3) seleccione en la pagina Expertise el icono de acceso color Azul.
4) ingrese el usuario y contrasefia que mostramos abajo
9) Ingrese al Portal Expertise y resuelva una muestra Problema
completamente gratis.

- jInscribase al programa Qualitat Expertisel No se quede con solo una
: muestra gratis. jLo esperamosl! ’

EE' Ingrese al portal de demostracion Gratuito del
: programa Expertise sin necesidad de registrarse.

Solo ingrese al sitio web del Programa Qualitat-
Expertise, haciendo click abajo en la imagen y podra
validar una muestra problema en nuestro portal.

Para Ingresar, ya en el sitio de Vision-Expertise,
seleccione el icono AZUL con el texto de "Log-In"y
capture el siguiente usuario y contrasena:

ID: ud6sUhhS Contrasena: Uz27zolD

\@ wEaT Digital Microscopy and A
Y MEDIGA cal 5 ezaareh 2 N

= Vision Expertise

Empower your Knowledge in Microscopy
Welcome Digital Education Service

BT L

https://professionalabs.com.mx



MobuLo |

https://professionalabs.com.mx



https://professionalabs.com.mx



LAS CELULAS SANGUINEAS NORMALES

Y A HEMATOPOYESIS

La sangre del ser humano, como la de todos los mami-
feros, contiene una serie de células especializadas esen-
ciales para la supervivencia: los eritrocitos, encargados
del transporte de oxigeno a los tejidos; las plaguetas, que
intervienen en la coagulacién y en la integridad tisular;
y los leucocitos, que cumplen funciones de defensa del
huésped.

Los leucocitos incluyen a varios tipos de células con fun-
ciones diferentes entre si:

Representacién esquemitica que muestra la composicion normal de la sangre
y la relacién proporcional entre las distintas células que la conforman.

v

- Los granulocitos, caracterizados por sus granulos in-
tracitoplasmaticos. Entre ellos se encuentran los neutré-
filos, los baséfilos y los eosindfilos.

- Los linfocitos, subdivididos a su vez en células T'y célu-
las B. Las primeras con capacidad de destruccién
citotéxica (CD8) o presentadoras de antigenos (CD4),
mientras que las células B son las encargadas de sinteti-
zar anticuerpos.

- Los monocitos, encargados de funciones de fagocitosis
tanto en circulacién como en los tejidos.

La produccién de estas células estd a cargo de la médu-
la ésea, en donde se desarrollan a partir de células
pluripotenciales que van madurando y diferencidndose

5000 - 10000/

250000 - 400000

60%-70%

Neutrofilos

;3%_8%_,./_
2%-4% /
0.5%-1%
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LAS CELULAS SANGUINEAS NORMALES Y LA HEMATOPOYESIS

Méduiu_ dsea

10%-30%

A

Los precursores sanguineos se organizan en la médula ésea formando colonias
celulares. A partir de éstas, y guiadas por las citocinas y los factores de creci-
miento especificos, se produce la diferenciacién de cada una de las lineas
celulares.

Estructura de
la cromatina

Tamario

] color ; Tamario y color 4
del citoplasma

del nucleo

Maduracién
de un eritrocito

proeritroblasto

entroblaste basofilo

entrot; 0
policromatdfilo

La maduracién celular en la hematopoyesis comprende un gran nimero de
transformaciones que marcan el proceso de diferenciacién celular. Esta ilus-
tracién muestra algunos de los cambios mas ostensibles de los precursores
sanguineos durante su macuracion.

40%-80%

<2%— 5%20% 2%

 Trombopoyesis

hacia las diferentes lineas celulares. El nivel de las célu-
las maduras circulantes estd controlado por miltiples
factores humorales y celulares y se ajusta rapidamente
de acuerdo con las necesidades del momento. Por ejem-
plo, en la infeccién por una amplia variedad de microor-
ganismos resulta en una casi inmediata liberacién de
neutréfilos maduros por parte de la médula ésea, segui-
da por un aumento en la produccién de otros gra-
nulocitos y monocitos hasta que el agente infeccioso es
eliminado.

LA HEMATOPOYESIS

Lahematopoyesis es el proceso mediante el cual se forman
las células de la sangre en la médula ésea, a partir de una
célula madre pluripotencial o stem cell. A partir de dicha
célula se originaran las diferentes series celulares: eritrociros,
leucocitos y plaquetas.

Para que esto ocurra, han de tener lugar una serie de
fenémenos concatenados que se inician a nivel unicelular
con la autoduplicacién, seguidos de diferenciacién y ma-
duracién, culminando con la produccién de las células
maduras que serén liberadas a la circulacién.

Se considera la diferenciacién como la secuencia de he-
chos genéticos que permiten a una célula sintetizar pro-
ductos especificos, los que le confieren potencialidad para
determinada funcién. La maduracién es la secuencia de
fenémenos bioquimicos y morfolégicos iniciados por la
diferenciacién y que confieren capacidad funcional ala
célula.

La stem cell es capaz de autoduplicarse, resultando en
células hijas que conservan la capacidad de la célula
madre de dar origen a nuevos linajes celulares. Las célu-
las hijas son las “unidades formadoras de colonias” o colony
forming unit (CFU), las cuales ya tienen la informacién
genética que les permitird definirse hacia una serie celu-
lar. Esta serie de estados secuenciales de la hematopoyesis,
de pluripotencial a bipotencial o unipotencial, es irrever-

sible.

1
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LAS CELULAS SANGUINEAS NORMALES Y LA HEMATOPOVYESIS

REGULACION DE LA HEMATOPOYESIS

En la hematopoyesis participan una serie de factores regu-
ladores y estimulantes entre los cuales estdn presentes
diversas interleucinas, factores de crecimiento y otras
citocinas.

La accién de las citocinas sobre las células hematopoyé-
ticas es muy amplia y compleja. La mayoria de ellas tiene
influencia sobre determinado linaje celular y en cierto es-
tadio de maduracién celular.

Las citocinas son glucoproteinas que actiian a muy bajas
concentraciones sobre receptores, lo cual produce deter-
minadas sefiales que ordenan a la célula vivir, morir,
proliferarse, diferenciarse o ejercer cierta funcién. Se cal-
cula que el nimero de citocinas que actian sobre la
hematopoyesis supera los 60, y su funcién en los precurso-
res celulares de las diferentes series es generar sefiales para
la supervivencia, proliferacién o diferenciacién celular
hacia cierto linaje celular. Generalmente regulan més de
una linea celular y muestran efecto aditivo o sinérgico con
otros factores de crecimiento, modulando la expresién de
genes reguladores productores de citocinas.

Esquema general de la hematopoyesis en el que se muestra la participacidn de
los distintos factores reguladores.

v

Célula madre |

GM-CSF

& e S

BFU-E CFU Granulocitos
IL-3  y Monocitos

GM-CSF_

o . L3

CFU Eritroide

CFU-Eosindfilo «
LS

Eritrocito

Easindfilo

De todos los factores de crecimiento hemolinfopoyéticos
reconocidos, es quiza la IL-3 la m4s investigada hoy en
dia por la capacidad que posee de estimular mdltiples
lineas celulares, asi como la sintesis de inmunoglobulinas
(Igs). Es posible que la complejidad en el conocimiento
de laregulacién de la hematopoyesis disminuya con el
estudio de los receptores para las diferentes hemo-
linfopoyetinas. Se ha propuesto la existencia de una
familia de receptores para diferentes factores de
crecimiento entre los que se encuentran la hormona
del crecimiento, prolactina, eritropoyetina (EPO),
trombopoyetina (TPQ), factor estimulador de colonias
de granulocitos (FEC-G), factor estimulador de colo-
nias de granulocitos y monocitos (FEC- GM), y las
interleucinas IL-2, IL-3, IL-4 e [L-6.

Los factores estimulantes de colonias son moléculas capa-
ces de estimular el crecimiento y la maduracién de deter-
minados linajes celulares de la médula 6sea. Entre ellos se
identifican el GM-CSF (factor estimulante de la colonia
granulocito-macréfago), el G-CSF (factor estimulante de
la colonia de granulocitos), el M-CSF (factor estimulante
de la colonia de macréfagos) v la interleucina-3 (factor
estimulante de multiples colonias).

Otros factores que regulan la hematopoyesis a nivel de
ciertas lineas celulares son la eritropoyetina (regula la
eritropoyesis) v la trombopoyetina (regula la trombo-

Natural killer

Células plasmaticas

b
Linfocito B TPO

Plagueta

Basdfilo

Monocito

Macréfago

Neutrofilo
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LAS CELULAS SANGUINEAS NORMALES Y LA HEMATOPOYESIS

ACCION DE LOS FACTORES DE CRECIMIENTO EN PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS Y CELULAS SANGUINEAS

Células blanco

Factores hemolinfopoyéticos

UFC-B1. UFC-LM
UFC-GEMM
UFC-L

UFC-GM

UFB-E

UFC-E

UFC-M

UFC-G

UFB-Meg
UFC-Meg
UFC-Bas

UFC-LB

UFC-LT
Proeritroblasto
Linfoblasto B
Linfoblasto T
Monocito/macréfago
Neutréfilo
Basdfilo/mastocito
Eosinéfilo
Linfocito B/C. Plasmética
Linfocito T
Linfocito GG

A

UFC= unidad formadora de colonias. UFB= Unidad formadora de brotes.
Bl = Blastos. LM = Linfoide-mieloide. GEMM= Granulocitos, monocitos,
megacariocitos, L= Linfoide. GM = Granulocitos, monocitos. E= Eritroide.
M= Monocitos. G= Granulocitos. Meg= Megacariocitos. Bas= Basofilos.
Eo= Eosinéfilos. LB= Linfocitos B. LT = Linfocitos T. GG = Grande granular.
LK= Ligando c-kit. [L= Interleucina. FEC = Factor estimulante de colonias.
EPO= Eritropoyetina. TPO= Trombopoyetina.

povesis). La eritropoyetina es sintetizada a nivel de las
células peritubulares intersticiales o tubulares del rifién,

16

LK, IL-1, IL-3, IL-6, IL-12
LK, FEC-GM, IL-3, IL-4
LK, IL-1

LK, FEC-G, FEC-GM, IL-4
LK, EPO, IL-3, IL-9

LK, EPO, IL-3, IL-4

LK, FEC-M, IL-6

LK, FEC-G, FEC-GM, FEC-M, IL-6
LK, IL-3, IL-6 TPO

LK, IL-3, IL-4, IL-6 TPO
LK, IL-11

LK, IL-2, IL-4, IL-7

LK, IL-2, IL-7

EPO

IL-2, IL-4

IL-2, IL-7

FEC-G, FEC-M, IL-1, IL-7
FEC-G, FEC-GM, IL-1, IL-18
LK, FEC-GM, IL-4, IL-11
FEC-GM, IL-5

IL-2, IL-4, IL-5, IL-6

IL-2, IL-4, IL-7

IL-2, IL-6, IL-10

aunque se considera que también existe produccién de
esta hormona a nivel hepatico y por parte de los macréfa-
gos medulares. La accién de la eritropoyetina en la
eritropoyesis ya se observa desde los primeros precursores
eritroides, es decir, a nivel de BFU-E y CFU-E. Todos los
precursores de la serie roja poseen receptores especificos
para eritropoyetina.

La trombopoyetina es considerada el mayor regulador
de la proliferacién, diferenciacién y produccién de
plaquetas.

https://professionalabs.com.mx



FORMULA O SERIE ROJA

LOS ERITROCITOS

Los eritrocitos son células altamente especializadas en el
transporte de oxigeno hacia los tejidos. El conjunto de célu-
las de la serie roja, es decir, desde los progenitores hasta la
célula madura, se conoce con el nombre de eritrdn, unidad
considerada un verdadero érgano en términos funcionales.

Se divide dentro de las 12 horas
posteriores a la estimulacion

Requiere 20 horas
para su desarrollo

Eritroblasto basdfilo

La eritropoyesis —que tiene lugar en la médula dsea—es el
proceso mediante el cual los progenitores eritroides progre-
san a través de diferentes estadios madurativos, transfor-
méndose en células cada vez més especializadas y madu-
ras, hasta alcanzar la circulacién sanguinea.

Proeritroblasto

- N

Necesita 30 horas
para su maduracion

Comienzo de la sintesis de hemoglobina

Sobrevive
48 horas

Maximo nivel de sintesis de hemoglobina

Permanece 1 02 dias
en la circulacion

antes de pasar

a la etapa siguiente

Reticulocito

Vive alrededor de 120 dias

Expulsién del nacleo

El 34% del volumen es hemoglobina

e Circulacion libre en el flujo sanguineo

Eritrocito

Representacion esquemdtica del proceso de eritropoyesis.

17
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FORMULA O SERIE ROJA

MNucléolo de gran tamafio

Mitocondrias

Polirribosomas

A

Representacion de la BFU-CFU con sus principales caracreristicas
morfolégicas.

Células eritroides en maduracién

A

[sla eritrobldstica: Macréfago rodeado de precursores eritroides en la médula
Gsea.

Citoplasma azulado

Cromatina fina
y delicada

Nucléolos

Gréanulos con ferritina
y fosfatasa acida

A

Proeritroblasto: Célula de 20-25 pm de didmetro, con un gran nicleo inma-
dure que ocupa la mayor parte de la superficie celular.

PROGENITORES ERITROIDES
E ISLA ERITROBLASTICA

- BFU-E. La célula madre que va a dar origen a la seric
roja es la BFU-E (burst forming unit-erythroid), derivada a
su vez de la célula pluripotencial o stem eell, la cual es
capaz, de acuerdo con el estfmulo recibido, de diferen-
ciarse hacia granulocitos, eritroblastos, macréfagos o
megacariocitos.

- CFU-E. A medida que el proceso de maduracién pro-
gresa, se desarrolla la CFU-E (colony forming unit-
erythroid), célula sumamente sensible a la accién de la
eritropoyetina.

Tanto la BFU-E como la CFU-E se encuentran en mini-
mas proporciones en la médula Gsea respecto del resto de
los precursores eritroides. Observadas mediante mi-
croscopia electronica, estas células se caracterizan por un
gran nucléolo, abundantes polirribosomas y grandes
mitocondrias, similares en cierto modo a los blastos.

- Isla eritroblastica. La unidad anatémica de la
eritropoyesis es la [lamada isla eritroblastica, que consiste
en uno o dos macréfagos redeados de células eritroides
en maduracién. La adhesién entre macréfagos y precur-
sores eritroides ocurre en el estadio CFU-E de madura-
cién celular y continta durante toda la eritropoyesis.
Conforme continda la maduracion, los precursores van
abriéndose paso a través de los macrdfagos v, llegado el
momento de la expulsion del nacleo, el eritroblasto se
contacta con una célula endotelial, pasa a través de un
poro en el citoplasma de ésta e ingresa a la circulacién. EL
ntcleo es expulsado antes de su salida de la médula 6sea,
y es fagocitado vy degradado por los macréfagos. En el de-
sarrollo de la isla eritroblastica participa la fibronectina y
un sistema de reconocimiento célula-célula, en el cual
intervienen hemaglutininas y sialoadhesinas de los pre-
cursores eritroides que interactiian con receptores espe-
cificos en la superficie de los macréfagos, que a su vez
poseen receptores para eritroblastos (EbR). La isla e-
ritrobléstica es una estructura de tal fragilidad que suele
romperse en el proceso de aspiracién de médula ésea con
aguja, y s6lo son visibles en muestras obtenidas con este
procedimiento cuando existe una actividad eritrobldstica
acelerada como en las anemias hemoliticas y en la
eritroleucemia.

- Proeritroblastos. Los proeritroblastos son las células que
madurativamente siguen a la CFU-E y se caracterizan por
ser voluminosas, de 20 a 25 micrones de didmetro, de for-
ma redondeada irregular, ligeramente ovalada. El nicleo
ocupa cerca del 80% del volumen celular total, y contiene
fina cromatina distribuida en pequefios actmulos, ob-
servandose uno o varios nucléolos bien definidos. Los
polirribosomas se distribuyen en grupos de 2 a 6 en el cito-
plasma celular, dando al proeritroblasto su aspecto baséfilo
intenso caracteristico. A mayor aumento pueden obser-
varse moléculas de ferritina dispersas en el citoplasma y
granulos en la zona del aparato de Golgi que también con-
tienen ferritina y fosfatasa dcida, lo cual indica que serfan
de naturaleza lisosomal. Otros granulos, diferentes a los

18
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FORMULA O SERIE ROUA

anteriores, contienen catalasa. En el citoplasma, ademss,
pueden distinguirse moléculas de hemoglobina y particu-
las de glucégeno.

- Eritroblastos basofilos. Los eritroblastos baséfilos son
menos voluminosos que sus predecesores, los proeri-
troblastos, y miden cerca de 16-18 micrones. El nicleo
ocupa las tres cuartas partes del area celular y se caracteri-
za por su heterocromatina violeta oscuro con actimulos
rosados de eucromatina, unidos entre s por bandas irregu-
lares. El conjunto de estas estructuras le da al ndcleo un
aspecto de rueda o reloj. El citoplasma es color azul inten-
so, con un halo perinuclear més claro y otro rodeando el
aparato de Golgi. La basofilia citoplasmética corresponde
a la presencia de polirribosomas. Suelen verse también
microtibulos conectando dos eritroblastos en mitosis.

- Eritroblastos policromatdfilos. Luego de la segunda
division mit6tica de las células de la serie roja, el citoplas-
ma va tomando un color mas rosado a medida que la he-
moglobina diluye el contenido de los polirribosomas. Las
células de este estadio madurativo, los eritroblastos
policromatdfilos, miden entre 12 y 15 micrones y sunicleo
ocupa menos de la mitad del drea celular. La heterocro-
matina se observa bien definida y en actimulos. Ya no se
observa nucléolo y el halo perinuclear atin esta presente en
esta fase madurativa. Dentro del citoplasma pueden ob-
servarse siderosomas y moléculas de ferritina dispersas.
El aparato de Golgi es més pequefio y puede contener
lisosomas.

- Eritroblastos ortocromiticos. Luego de la divisién
mitética final de la serie eritropoyética, la concentracién
de hemoglobina aumenta confiriéndole a la célula un as-
pecto mucho menos baséfilo que las anteriores, aunque
como atin se siguen observando monorribosomas, el aspec-
to es de colores mixtos, caracterfstico del eritroblasto
ortocromético. Esta célula, de 10 a 15 micrones, posee un
niicleo pequefio sumamente denso que ocupa tan sGlo un

Aparato de Golgi més pequefio

Citoplasma con tonos rosados —\

Craomatina condensada
en actimulos reducidos

Ausencia de nucléolos —

Siderosomas %

Moléculas de ferritina
presentes en el citoplasma

A

Citoplasma azul

Ausencia de nucléolos

Cromatina con
aclmulos rosados

Halo perinuclear

Polirribosomas

Aumento de la hemoglobina

A

Eritroblasto bassfilo: Célulade 162 18 im, con un gran nicleo caracrerizado
por presentar en su interior heterocromatina mezclada con eucromatina, uni-
das entre si dando el aspecto de una rueda.

cuarto del drea celular y se dispone en una ubicacién ex-
céntrica. El eritroblasto ortocromético posee una gran mo-
vilidad, probablemente necesaria para la posterior expul-
sién del nidcleo. La ultraestructura de esta célula evidencia
bordes irregulares, reflejando la motilidad, heterocromatina
en grandes actimulos intranucleares y ribosomas dispersos
en el citoplasma. Las mitocondrias son menos voluminosas
y reducicdas en nimero, asf como la hemoglobina se en-
cuentra en toda la célula, inclusive en el niicleo.

ReTICULOCITOS

Los reticulocitos surgen una vez que el eritroblasto orto-
cromatico se ha desembarazado del nacleo. El proceso de
expulsién nuclear comienza mientras el eritroblasto atin

Citoplasma con tonos mixtos

Mucleo con aspecto denso

Cromatina condensada
en grandes actimulos

Ribosomas

Aumento de la hemoglobina —-';’f*_/_

Mitocondrias muy voluminosas

A

Eritroblasto policromatéfilo: Célulade 12 a 15 um, cuyo niicleo ocupa cerca
de la mitad de la superficie celular,

Eritroblasto ortocromarico: Célula més madura, con un pequena niicleo en
su interior.
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forma parte de la isla eritrobléstica, o bien, a medida que la
célula atraviesa la pared del seno medular. El nicleo, inca-
paz de atravesar este escollo, queda en la médula dsea y es
rapidamente fagocitado por los macréfagos de laisla. Aun
se desconoce si el reticulocito asi formado se mueve en
forma activa o si se traslada siguiendo una diferencia de
presiones.

El reticulocito atin posee mitocondrias, algunos ribosomas,
el centriolo y resabios del aparato de Golgi, sin reticulo
endoplasmico. A la microscopia electrénica se observan
como células de forma irregular, con varias organelas re-
manentes en su interior.

ERITROCITO MADURO

El eritrocito normal tiene el aspecto de un disco bicéncavo,
con un digmetro promedio de 8 micrones, el cual disminu-
ye discretamente con el envejecimiento celular. Su nota-
ble flexibilidad le permite una deformabilidad que hace a
la célula capaz de atravesar capilares de hasta 2,8 micrones
de didmetro. Dicha deformabilidad tiene lugar gracias a
varios factores: la membrana plasmética eritrocitaria es
excesiva para la superficie celular, la viscosidad interna
(dependiente de la concentracién de hemoglobina) y el
radio superficie-volumen de la célula. Un aumento en un
20% de la concentracién de hemoglobina corpuscular
media (CHCM) resulta en un aumento de la viscosidad
interna en aproximadamente un 600%, aunque atn le
permite deformarse y atravesar los capilares. Elevaciones
superiores impiden esta necesaria flexibilidad. En la
circulacién, la principal causa de disminucion de la de-
formabilidad eritrocitaria es la membrana insuficiente,
hecho que ocurre en la esferocitosis, por ejemplo.

El glébulo rojo normal se tifie de color rojo-amarronado
con Wright y rosa con Giemsa. El tercio central de la célula
es de color algo més pélido que la periferia, lo cual refleja
su forma bicéncava. Este aspecto circular, bicéncavo, es

Citoplasma con bordes irregulares

Ausencia del nticleo ———— : B, \
= ."'\'

Mitocondrias

Fragmentos

del aparato de Golgi —\—/

Ribosomas

A

comdnmente conocido como discocito, es decir, la forma
que adopta el eritrocito cuando no estd sometido a estrés.
El discocito puede transformarse reversiblemente por una
serie de factores externos (principalmente pH y concen-
tracion de albtimina) en otras dos formas: el estomatocito,
célula unicéncava con forma de copa, v el equinocito,
caracterizada por la presencia de varias proyecciones
espiculadas que surgen de la superficie celular. En la prac-
tica, estas tres formas pueden convivir entre si, lo cual in-
dicarfa que en realidad representan distintos estados de
equilibrio de la membrana plasmética. A pH fisioldgico y
en presencia de albuminemia normal, los eritrocitos siem-
pre aparecen de forma bicéncava. Cuando el pH se eleva
o las concentraciones de albimina descienden, o bien, en
presencia de otro tipo de factores, el hematie comienzaa
proyectar espiculas (equinocito). Por el contrario, cuando
el pH es bajo o existe un exceso de albimina plasmatica, se
transforma de discocito a estomatocito. En ambos casos se
trata de variaciones reversibles, que, una vez superada la
situacién anormal, permiten que el eritrocito vuelva a su
forma original.

El eritrocito transcurre la mayor parte de su vida ttil (100a
120 dfas) en la microcirculacién capilar, en donde se cal-
cula que viaja una distancia de aproximadamente 250 km
en total. A medida que envejece, el glébulo rojo va perdien-
do progresivamente su membrana, aumenta en forma re-
lativa la CHCM, y disminuye su deformabilidad, aun-
que todos estos cambios no se observan morfoldgicamente.

El eritrocito se comporta como un osmémetro, ya que de-
pende directamente de la osmolaridad plasmatica: cuan-
do se lo ubica en una solucién hiperténica, se encoge de tal
forma que las superficies internas de su parte central préc-
ticamente se contactan entre sf. Del mismo modo, cuando
se lo expone a un medio hipoténico, aumenta peligro-
samente de volumen hasta incluso romperse si supera su
nivel de hemélisis (cerca de 10 nm o 100 /—?\)

Citoplasma con bordes lisos

Coloracion central
més clara

Ausencia de nicleo
y otras organelas

Hemoglobina disuelta
en el citoplasma

Reticulocito: Célula de forma irregular y carente de nticleo en la que persisten
algunas organelas remanentes.

Caracteristicas morfolGgicas del eritrocito maduro.
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PUEDEN EXISTIR EN SANGRE PERIFERICA DISTINTOS
TIPOS MORFOLOGICOS DE ERITROCITOS.
ESTE APARTADO DESCRIBE ALGUNOS DE ELLOS.

1. Sideroblastos en anillo. Células presentes en trastornos caracterizados por una anomalia en la madura-
cién eritrocitaria que determina una eritropoyesis ineficaz e hiperferremia, como ocurre en las anemias
sideroblasticas (alcoholismo, intoxicacién con plomo), en las anemias diseritropoyéticas o en ciertas
hemoglobinopatfas. Morfolégicamente, los sideroblastos pueden conrener granulos de hierro dispuestos en
circulo alrededor del nicleo, tal es la razén por la cual también se los conoce como sideroblastos en anillo.
De manera caracteristica se observa, bajo microscopia electrénica, depésitos de hierro dentro de las
mitocondrias, entre sus crestas. ‘

2. Eritrocitos con cuerpos de Howell-Jolly. Restos nucleares que permanecen en el interior de
reticulocitos. Por lo general es uno solo, de no mas de 0,5 micrones de didmetro, a veces varios. Caracteristi-
camente se observan en pacientes esplenectomizados, en anemias hemoliticas, en anemia megaloblastica y
en estados de hipoesplenismo.

3. Reticulocitos con anillos de Cabot. Estructura anular que se observa en el interior de los reticulocitos
en pacientes con anemia megalobléstica, a veces también en los megloblastos intermedios de estos enfermos.
Se cree que representan material remanente de mitosis anormales.

4. Eritrocitos con cuerpos de Heinz. Resultado de proteinas desnaturalizadas, sobre todo hemoglobina,
presentes en los eritrocitos de pacientes con talasemia, hemoglobinopatfas o anemia drepanocitica. Suelen
adherirse al interior de la membrana celular, protruyendo dentro del citoplasma.

5. Eritrocitos normales. Con forma de disco bicéncavo, ligeramente mis palido en el centro que en la
periferia.

6. Microcitos. Glébulos rojos pequefios caracteristicos de la anemia ferropénica, Generalmente son
hipocrémicos (por menor hemoglobina) o de tincién irregular (poiquilocromia).

Eritrocitos con cuerpos de Howell-Jolly Reticulocitos con anillos de Cabot

Restos
nucleares

> Formacién anular

Menor diametro
e hipocromia

Con forma de
. 6valo o elipse

Microcitos Eliptocitos u ovalocitos
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7. Equinocitos. Eritrocitos espiculados que se observan en la insuficiencia renal crénica, en hepatopatfas,
en estados de hipopotasemia postransfusién de sangre envejecida, en tlcera péptica sangrante y en céncer
de estémago.

8. Eritrocitos crenados. Estado dltimo del equinocito, en el cual las proyecciones son pequefios monticu-
los dispersos sobre la superficie eritrocitaria. También llamados equinocitos tipo IV.

9, Estomatocitos. Eritrocitos en forma de “bowl” o de copa, con una (nica concavidad, observables en
esferocitosis hereditaria, alcoholismo, cirrosis hepética y otras hepatopatias.

10. Acantocitos. Eritrocitos de forma irregular, con 2 a 10 espiculas de largo y didmetro variables. Suelen
observarse en la abetalipoproteinemia, en la hepatopatfa alcohdlica, posesplenectomia y en trastornos
malabsortivos.

11. Esferocitos. Eritrocitos adelgazados, con reducida concavidad central y denso contenido de hemoglo-
bina en su interior. Presentes en la esferocitosis hereditaria, en la anemia hemolitica autoinmune, en estados
hemoliticos en general y en postransfusién de sangre.

12. Esquizocitos. Eritrocitos fragmentados, frecuentemente con aspecto de mitad de disco, de forma irre-
gular. Suelen verse en estados de hemdlisis microangiopética (sindrome urémico hemolitico, vasculitis, re-
chazo a trasplante renal, glomerulonefritis, coagulacién intravascular diseminada, etc.), carcinomatosis,
hemélisis por prétesis valvulares, quemados severos, hemoglobinurias.

13. Drepanocitos o células falciformes. Eritrocitos con hemoglobina S que adquieren formas variables,
espiculadas, bipolares, etc. Son caracteristicos de la anemia drepanocitica.

14. Eliptocitos u ovalocitos. Eritrocitos ovalados elipsoides con polarizacién de la hemoglobina, que se
observan en la eliptocitosis hereditaria, en la talasemia, en las anemias ferropénicas y en las anemias
megaloblasticas.

15. Codocitos. Eritrocitos con forma de campana que se observan con imégenes similares a un tiro al blan-
co en los extendidos. Se observan en las hepatopatias crénicas, en las hemoglobinopatias (S, C), en la
talasemia, en las anemias ferropénicas, posesplenectomia, etcétera.

16. Dacriocitos. Glbulos rojos de forma similar a una ldgrima que se observan en las mielofibrosis con
metaplasma mieloide y en las talasemias.

17. Leptocitos. Eritrocitos adelgazados con hemoglobina en uno de sus extremos. Pueden verse en las
talasemias y en las hepatopatias crénicas obstructivas.

18. Queratocitos. Eritrocitos en forma de media luna que suelen observarse en coagulacién intravascular
diseminada o en hemélisis por prétesis vasculares.

Equinocitos . Eritrocitos crenados

Superficie

espiculada Proyeccionas

dispersas

Unica concavidad
con forma

alargada Concavidad

central reducida
o inexistente

Estomatocitos Esferocitos
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| AS ANEMIAS

Se entiende por anemia a la disminucién de la concentra-
cién de la hemoglobina (Hb) por debajo del limite inferior
para la edad, sexo y condicién fisiolégica. En términos fi-
siolégicos, dado que la funcién de la hemoglobina es el
transporte de oxigeno, puede decirse que una anemia es la
reduccién de la capacidad de transporte de oxigeno de la
sangre.

CLASIFICACION DE LAS ANEMIAS

Existen miiltiples clasificaciones propuestas para las ane-
mias, dentro de las cuales las mas utilizadas son la fisio-
patogénica y la morfoldgica.

La clasificacién fisiopatogénica distingue a las anemias, de
acuerdo con su mecanismo de produccién, en aquellas por
disminucién en la produccion de ericrocitos, entre las cua-
les estdn las ferropénicas, las apldsicas, etc., y en anemias
por aumento de la pérdida de eritrocitos, como es el caso
de las hemoliticas y las secundarias a hemorragias.

La clasificacién morfoldgica se basa en el aspecto que los
glébulos rojos presentan en el frotis de sangre periférica en
las distintas anemias. De esta forma se distinguen: las ane-
mias microciticas hipocrémicas, como la ferropénica, las
macrociticas como la anemia megalobldstica, las normo-
citicas normocrémicas como las anemias de los trastornos
crénicos, etcétera.

ANEMIA FERROPENICA

El aporte insuficiente de hierro a los precursores eritroides
condiciona el desarrollo de este tipo de anemia.

En condiciones normales, el contenido total de hierro del
organismo en personas adultas sanas es de 2 gramos en las
mujeres v de hasta 6 gramos en los hombres, y se distribu-
ve en dos compartimientos bésicos: el funcional y el de
almacenamiento. El compartimiento funcional es el que
incluye al hierro encargado de transportar oxigeno (in-
cluido en la hemoglobina) y al que forma parte de otras
proteinas (mioglobina) y enzimas (catalasa, citocromos).
La mayoria del hierro funcional (80%) se encuentraenla
hemoglobina.

El compartimiento de almacenamiento de hierro est4 re-
presentado por la hemosiderina y la ferritina, y contiene
cerca del 15-20% del hierro corporal total. Silos dep6sitos
de hierro son normales, sélo existen trazas de hemo-
siderina en el organismo, especialmente en las células
reticuloendoteliales de la médula ésea, bazo e higado. En
situaciones de sobrecarga férrica, el hierro se almacena

Frotis de sangre periférica en la anemia ferropénica. Eritrocitos pequefios
(microcitosis) v pélidos (hipocromia), con leucocitos y plaquetas normales.
v

Eritrocitos hipocromos

Microcitos

Leucocitas
normales

Eritrocitos con leves
prolongaciones
poiquilociticas
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en las células en forma de hemosiderina, como en el caso
de la hemosiderosis.

La mayor parte del hierro almacenado est4 bajo la forma
de ferritina, un complejo protefna-hierro que estd presente
en todos los tejidos, aunque principalmente en higado,
bazo, médula ésea y miisculo esquelético. En condiciones
normales, sélo circula una muy pequefia proporcién de
ferritina en plasma; se estima que por cada microgramo
por litro de ferritina plasmética existen 8 mg de hierro al-
macenado. Como la ferritina plasmética procede directa-
mente de los sitios de almacenamiento titulares, su medi-
cién es un buen indicador del estado de las reservas de
hierro del organismo. Hay tres situaciones puntuales en las
que no puede utilizarse la ferritina plasmatica como medi-
da de las reservas de hierro: en las hepatopatias, en enfer-
medades inflamatorias, y en ciertos tumores. En estas cir-
cunstancias, los niveles de ferritina pueden ser inusualmente
elevados a pesar de contar con reservas normales de hierro.

En el plasma, el hierro es transportado por una proteina
llamada transferrina, que es una B-globulina sintetizada
por el higado cuya misién es ceder hierro a los receptores
celulares de los precursores eritroides de la médula ésea.
En un adulto normal, cerca del 33% de la transferrina se
encuentra saturada por hierro.

El ritmo y la absorcién intestinales de hierro dependen del
contenido total de hierro del organismo y de la actividad
eritropoyética. Cuando la demanda aumenta, la absorcién
de hierro también lo hace, y viceversa. El balance negativo
de hierro puede ocurrir, entonces, por varios motivos: (1)
bajo aporte dietético, (2) absorcién intestinal disminuida,

Eritrocitos
hipercromaticos ~33

Meé’a[ob[astos
-agrupados
en "nidos"

Hipercelularidad

(3) requerimientos excesivos, o (4) pérdida crénica de
sangre.

Elbajo aporte dietético de hierro es la causa mas comtin de
anemia ferropénica en los nifios, quienes, ademés, presen-
tan un aumento de los requerimientos de dicho mineral
debido al ritmo acelerado de crecimiento. En los adultos,
por el contrario, el aporte promedio de hierro de la dieta
occidental supera las necesidades diarias, y esta no es una
causa de anemia.

La absorcién intestinal disminuida de hierro ocurre en el
contexto de sindromes de malabsorcién, en los cuales exis-
te una disminucién de la absorcién generalizada.

En situaciones de requerimiento excesivo, como en el
embarazoy en la lactancia, el aporte dietético de hierro no
alcanza a cubrir las necesidades del organismo y puede
desarrollarse una anemia.

La pérdida crénica de sangre es la causa més comtin de
anemia ferropénica en los adultos y es lo primero que debe
descartarse. El origen de la pérdida puede ser gastro-
intestinal (tilceras, gastritis, cancer de colon) o ginecolégico
(metrorragias, neoplasias). Al iniciarse la pérdida crénica

Médula dsea en las anemias megalobldsticas. Hipercelularidad marcada que
se extiende a zonas habitualmente de médula grasa. Aumento de la
eritropoyesis en grado tal que los elementos eritroides igualan o superan a los
mieloides. Nidos de megaloblastos con disociacién nicleo-citoplasmatica:
citoplasma abundante con niicleo inmaduro (no picnético). También se
observan grandes polimorfonucleares maduros con hipersegmentacion nu-
clear. Los megacariocitos pueden presentar cambios similares o ser relativa-
mente normales.

Ny

Neutréfilo
hipersegmentado

Anisocitosis
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de sangre, las reservas en forma de ferritina o hemosiderina
son suficientes para mantener niveles normales de hemo-
globina, asi como de ferremia y saturacién de transferrina.
Ladeplecién progresiva de estas reservas puede acabar por
disminuir los niveles de hierro sérico y de saturacién de
transferrina, que todavia no producen anomalfas del eritrén.
Hasta este grado de pérdida de sangre aumenta la activi-
dad eritropoyética en la médula Gsea y la expansion del
eritrén, pero van desapareciendo progresivamente los
sideroblastos de la médula. Por lo tanto, la anemia aparece
cuando se deplecionan todos los depésitos, y se acomparia
de niveles bajos de ferremia y saturacion de transferrina,
asf como de disminucién de la ferritina sérica.

El diagnéstico de anemia ferropénica se basa en el labora-
torio: la hemoglobina y el hematécrito estan disminuidos,
habitualmente en grado moderado, y se asocian con
microcitosis, hipocromia y cierto grado de poiquilocitosis.
El hierro sérico, la ferritina y los niveles de saturacién de la
transferrina estdn descendidos. Los leucocitos y las
plaquetas son normales en niimero y morfologfa.

ANEMIA MEGALOBLASTICA

La anemia megaloblistica es la consecuencia de un déficit
de vitamina B , o de dcido félico. Ambos compuestos ac-
ttian como coenzimas en la sintesis de ADN, sin compro-
meter a la sintesis de ARN ni de proteinas. Cuando existe
una deficiencia de vitamina B, o 4cido félico, hay un
agrandamiento citoplasmtico sin la correspondiente sin-
tesis de ADN, lo cual trae como consecuencia una
eritropoyesis ineficaz y el desarrollo de megaeritrocitos anor-
males con tendencia a la hemdlisis.

Como sunombre lo indica, en la anemia megalobl4stica los
precursores eritroides y los eritrocitos son anormalmente
grandes. En la médula 6sea, los megaloblastos tienen un
citoplasma muy abundante, intensamente baséfilo, y un
niicleo desproporcionadamente pequefio. El desarrollo de
un ntcleo picnético denso que ocurre en la secuencia
normal de la eritropoyesis estd retrasado o no se produce,
creando un manifiesto asincronismao, es decir, una disocia-
cién nicleo-citoplasmatica evidente. Los precursores de
los granulocitos también muestran asincronia nicleo-
citoplasmética originando metamielocitos gigantes y caya-
dos con hipersegmentacién nuclear. Los megacariocitos
también pueden ser mds voluminosos, con ntcleos
multilobulados, aunque a veces son de aspecto relativa-
mente normal. Acompafiando a estos cambios se observa
una marcada hipercelularidad medular relacionada sobre
todo con aumento del nimero de eritroblastos anormales
(megaloblastos) que frecuentemente se ubican en “nidos”.
Gran parte de la médula, normalmente grasa, puede estar
convertida en médula roja. La proporcién mieloeritroide,
habitualmente de 3:1, puede transformarse en 1:1.

La sangre periférica muestra glébulos rojos de volumen y
forma variables (anisocitosis), pero siempre normocrémicos.
La mayor parte de ellos son macrociticos, con voltimenes
corpusculares medios de mds de 100 p*. De manera carac-
teristica, el nimero de reticulocitos es bajo y, a veces, cuando

la anemia es importante, aparecen en circulacién globulos
rojos nucleados. Los neutrdfilos también son de mayor volu-
men (macropolimorfonucleares) y estan hipersegmenta-
dos, es decir, tienen mas de seis lobulillos nucleares.

La deficiencia de vitamina B , o de folato tiene lugar en
dietas insuficientes, en sindromes de malabsorcion o en
situaciones de aumento de los requerimientos. La dieta de
un adulto normal excede las necesidades diarias de ambos
compuestos, por lo cual, cuando una anemia megaloblastica
es el resultado de un aporte insuficiente de la dieta, esto
ocurre en situaciones particulares, como en vegetarianos
estrictos, en alcohélicos crénicos o en estados de
malnutricién generalizada. Por el contrario, los sindromes
de malabsorcién son la causa mas comiin de este tipo de
anemias. En el caso de la vitamina B ,, la anemia perni-
ciosa es un tipo de anemia megalobldstica en la que
clinicamente existe un marcado compromiso neuroldgico.
El origen de esta anemia es la disminucién de la absorcién
de dicha vitamina debido a una gastritis atréfica que con-
diciona la casi total ausencia de células parietales, con la
consecuente ausencia de factor intrinseco, el cual se une a
B,, en el estémago para evitar su destruccién por el acido
clorhidrico.

Algunos farmacos, como la difenilhidantoina y los
anticonceptivos orales, dificultan la absorcién de folato v,
con el tiempo, pueden favorecer el desarrollo de una ane-
mia megaloblastica.

En situaciones especiales, como el embarazo y la lactancia,
existe un déficit relativo de dcido félico debido a un aumen-
to de los requerimientos, aunque esto dificilmente lleve a
una anemia megalobl4stica si no se unen otros factores.

ANEMIAS HEMOLITICAS

Las anemias hemoliticas se caracterizan por la disminu-
cién de la vida media del eritrocito debido a su destruc-
cién prematura intravascular o extravascular (en el siste-
ma reticuloendotelial). Esto trae como consecuencia un
aumento de la actividad eritropoyética medular en un
intento por compensar la pérdida de hematies y la acumu-
lacién de productos del catabolismo de la hemoglobina
(bilirrubina indirecta y urobilina).

Las anemias hemoliticas se dividen en dos grandes grupos:
anemias intrinsecas o corpusculares, cuando el defecto radi-
ca en el propio eritrocito y lo hace més fragil y destructible;
y anemias extrinsecas o extracorpusculares cuando existe una
agresion externa que destruye al glébulo rojo, dentro de los
vasos sanguineos. La mayorfa de las anemias corpusculares
son hereditarias, mientras que las extracorpusculares sue-
len ser adquiridas.

La médula 6sea en las anemias hemoliticas evidencia
una marcada actividad eritropoyética, lo cual se mani-
fiesta como un aumento de la relacién eritroide/mieloide.
A veces se observa incluso hematopoyesis extramedu-
lar. En la sangre periférica se observa un aumento nota-
ble de los reticulocitos. Esta hiperactividad medular es
ineficaz en casos de hemdlisis muy rdpidas o en estados
de depresién previa.
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oxidativo eritrocitario. Es una enfermedad més prevalente
en individuos de raza negra y se transmite ligado al X. Los
sintomas se observan en homocigotos.

La anemia drepanocitica o anemia de células falciformes
surge a partir de la sintesis anémala de la hemoglobina en
la cual hay una sustitucién del aminodcido valina por
glutamato en la cadena beta, La hemoglobina resultante,
llamada hemoglobina S, al desoxigenarse se polimeriza,
distorsionando a los hematies, los cuales adoptan una mor-
fologfa falciforme o en hoja de acebo. Esto trae dos conse-
cuencias clinicas en los homocigotos: anemia hemolitica
crénica y obstruccién de los pequefios vasos que ocasiona
lesién isquémica tisular.

Las anemias hemoliticas autoinmunes suelen ohservarse
en distintas enfermedades, como el lupus y algunas
neoplasias. El frotis suele mostrar “pilas de monedas”,
anisocitosis y poiquilocitosis significativas, con numero-
sos microesferocitos y reticulocitos en gran cantidad, in-
cluso eritrocitos nucleados. La prueba de Coombs directa
evidencia IgG o IgG m4is complemento. Cuando los
anticuerpos que reaccionan contra el eritrocito son crio-
aglutininas se puede estar en presencia de infecciones
por Micoplasma pneumoniae, mononucleosis infecciosa,
linfomas u otros trastornos linfoproliferativos, Varios

Frotis de sangre periférica de un paciente con talasemia beta mayor. Se obser-
van eritrocitos en diana, hipocrémicos y microciticos.

v

Microcitos

Eritrocites hipocrémicos ﬁ

farmacos pueden provocar hemdlisis por mecanismos
inmunolégicos, como la alfametildopa, el 4cido mefe-
namico, sulfonamidas, fenotiacinas, entre otros.

En la anemia hemolitica microangiopética, los eritrocitos
se fragmentan al atravesar trombos en la microcirculacién
{coagulacién intravascular diseminada, sindrome urémico
hemolitico) o prétesis valvulares cardfacas, es decir, por
una agresion mecanica.

TALASEMIAS

Comprenden un grupo heterogéneo de enfermedades
hereditarias cuyo denominador comtin es un defecto en la
sintesis de una o m4s cadenas de globina de la hemoglo-
bina. De acuerdo con el tipo de cadena que no se sintetiza,
las talasemias se identifican como talasemia alfa, beta,
gamma o delta. Las dos primeras son las mas comunes, la
alfa en las poblaciones que rodean al Mar Mediterrdneo y
labeta en los asidticos.

La mayoria de las talasemias se heredan en forma auto-
sémica dominante, existiendo la posibilidad de estados
homocigotos y heterocigotos. El desequilibrio en la sinte-
sis de cadenas de globina obedece a un defecto en el
RNAm tanto cuantitativo como cualitativo.

Dentro de la beta talasemia, la mas frecuente en nuestro
medio, se distinguen tres variantes clinicas:

- Talasemia mayor o anemia de Cooley: en los homocigotos,
es la forma mds grave y comienza a manifestarse desde la

Eritrocito
en diana

con nticleo
parciaimente
expulsado
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CLASIFICACION DE LAS ANEMIAS HEMOLITICAS

INTRINSECAS O CORPUSCULARES
Alteracién del propio eritrocito

EXTRINSECAS O EXTRACORPUSCULARES
Agresion externa sobre el eritrocito

Alteraciones de la membrana
- Esferocitosis hereditaria
- Eliptocitosis congénita

- Piropoiquilocitosis congénira

Enzimopatias
- Déficit de piruvatoquinasa

- Déficit de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

Hemoglobinopatfas

- Talasemias

- Drepanocitosis o anemia de células falciformes
- Hemoglobinas inestables

- Hemoglobinas con alta afinidad al oxigeno

- Metahemoglobinemias

lactancia con anemia severa, ictericia y hepatoesple-
nomegalia. Las alteraciones de los huesos planos llevan a
deformidades craneofaciales y la hipoxia crénica determi-
na alteraciones cardfacas, endocrinas e inmunolégicas. La
anemia es hipocrémica microcitica, con eritrocitos en dia-
nay reticulocitosis. El hierro estd aumentado en plasmay
en los depésitos. Existe un incremento de hemoglobina
fetal mayor al 60%.

Inmunclégicas
- Isohemaglutininas
- Autoanticuerpos

* Por farmacos

Lesién mecdnica

- Anemia hemolitica microangiopatica

Otras

 Hemoglobinuria paroxistica nocturna

- Por téxicos (arsénico, cobre, veneno de
serpientes, arafias, semillas de ricino, hongos, etc.)
* Anomalias metabdlicas

(hipofosfatemia, hepatopatias)

- Por pardsitos eritrocitarios (paludismo,

babesiosis, bartonelosis)

- Talasemia intermedia: en los heterocigotos beta® (ausen-
cia de sintesis de cadenas beta). El cuadro es similar al de
la talasemia mayor, aunque de menor intensidad.

- Talasemia menor o rasgo talasémico: en los heterocigotos
de beta™ (produccién disminuida de cadenas beta). Estas
personas no suelen tener manifestaciones clinicas o, alo
sumo, una discreta anemia hipocrémica microcitica con
hierro normal y elevacién de la hemoglobina A2.

FROTIS DE SANGRE PERIFERICA: LA SERIE ROJA

El andlisis de los extendidos de sangre puede entregar una
variada gama de informacion. Las alteraciones en la cantidad,
forma y aspecto tintéreo de los glébulos rojos constitiyen uno
de los principales elementos para el diagndstico de condiciones
patolégicas en hematologia.

ANALISIS MORFOLOGICO
DE SANGRE PERIFERICA

El andlisis de rutina de una muestra de sangre incluye la
determinacién de valores fisico-quimicos, el recuento de
células v la observacién microscopica de los elementos par-
ticulados. Los analizadores automéaticos hematolégicos
permiten obtener de manera rapida y precisa el recuento
de los distintos tipos celulares presentes en una muestra
de sangre v sugieren un diagnéstico sobre la base de los
valores encontrados. La observacién microscépica deta-

llada de muestras de sangre amplia y completa la infor-
macién obtenida en el recuento automatizado; de he-
cho, existen varias enfermedades que exhiben un valor
normal en el ndmero de las diversas especies celulares
aunque su morfologia sea patoldgica. Entonces, la ob-
servacién morfolégica adquiere vital importancia a la
hora de localizar y evaluar el origen de alteraciones
hematoldgicas que no son detectadas en un recuento
automatizado, puesto que no sélo se estudia la forma de
los glébulos rejos, leucocitos y plaquetas, sine que ade-
més puede ponerse en evidencia la presencia de enfer-
medades parasitarias como malaria, paludismo o
microfilariasis y, ocasionalmente, bacteriemia.

Existen dos técnicas que comtinmente se utilizan para vi-
sualizar muestras de sangre periférica; la primera involucra
la observacién de sangre fresca y la segunda conlleva la
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Cabeza

Zona de linfocitos

preparacién de extendidos de sangre en una capa delgada
(frotis) que se fijan y tifien. El montaje de sangre fresca se
realiza colocando una gota de sangre no mds grande que
la cabeza de un alfiler en el centro de un cubreobjetos;
sobre ésta se coloca otro cubreobjetos, sin ejercer presién,
selldndose los bordes con parafina o vaselina. Si fuera ne-
cesario, se puede diluir la gota con buffer salino isoténico v,
en algunos casos, fijar con glutaraldehido equilibrado para
su examen posterior. El preparado se coloca sobre un
portaobjetos para facilitar su manejo y se examina en un
microscopio dptico o de contraste de fase. Se utiliza para de-
terminar la presencia de parasitos dentro de los eritrocitos y
permite sospechar la presencia de otros organismos como
espiroquetas y tripanosomas por las corrientes y perturba-
ciones que se generan en estos extendidos himedos. Otras
patologias que se pueden visualizar son eritrocitos con
morfologia falciforme y esferocitos. En los preparados hi-
medos frescos los leucocitos conservan su movilidad, y
puede estudiarse su actividad y capacidad fagocitica.

La coloracién supravital de estos preparados, en donde las
células se encuentran libres y méviles, es una modificacién
de esta técnica que evita la formacién de los “artefactos”
producidos en la preparacién de extendidos. Sin embargo,
una desventaja de esta coloracién es que los preparados no
son permanentes. Los colorantes mas comunes utilizados
son: azul de metileno o azul de cresilo brillante, también
llamados “colorantes vitales”. Esta tincién permite detec-
tar la presencia de reticulocitos, hematies jévenes que con-
tienen restos de ARN ribosomal, generando imigenes
granulo-filamentosas en el interior de las células, que son
visibles al microscopio éptico. El recuento de reticulocitos
en sangre periférica se emplea en la evaluacién del grado
de actividad eritropoyética de la médula Gsea y su respues-
ta frente a un caso de anemia. Este valor, junto con el
indice de produccién de glébulos rojos, permite distinguir
entre anemias con elevacién compensada de la eritropoyesis
y aquellas con eritropoyesis ineficiente.

Trayectorias de eleccion

e Fig. 2
Zona de

neutréfilos y

monocitos

A

Técnica de realizacion de un frotis sanguineo y su lectura.

PREPARACION DE EXTENDIDOS
DE SANGRE (FROTIS)

La realizacién de extendidos de sangre periférica requiere
atencién en la preparacién del frotis, tincién y familiaridad
con la apariencia morfoldgica de formas patolégicas y nor-
males de las células. La muestra proviene, por lo general,
de sangre anticoagulada remanente del anélisis realizado
en el analizador automatico hematolégico, aunque se pue-
den producir distorsiones en la apariencia y en la tincién
debidas al anticoagulante. La morfologfa y tincién éptima
se obtienen a partir de sangre no coagulada, pudiendo ésta
provenir de una pequefia herida realizada en un dedo. Cuan-
do se preparan extendidos sobre cubre o portaobjetos,
debe asegurarse que éstos estén libres de grasa y polvo. Se
los limpia con detergente y agua, luego se enjuagan con
agua caliente, agua destilada o alcohol al 95%, se dejan
secary antes de usatlos se limpian con papel de filtro o de
arroz. Para preparar la muestra sobre cubreobjetos se utili-
zan dos: sobre uno de ellos se coloca una pequefia gota, de
sélo 2 a3 mm de didgmetro, se sittia al otro sobre la muestra
y se lo rota con movimiento firme y rdpido 45 grados con
respecto al primero. Inmediatamente se separan, y se deja
secar la muestra al aire; luego se ubican sobre un
portaobjetos para facilitar su manejo (figural). Si se ha
hecho en forma apropiada, con este procedimiento se ob-
tienen dos cubreobjetos con distribucién uniforme de la
muestra, sin agujeros ni dreas gruesas, listo para la tincién
histoquimica.

Los extendidos preparados en portaohjetos permiten la ma-
nipulacién mas facil de la muestra de sangre. Una desven-
taja de este método es que la muestra puede distribuirse en
forma irregular si no se ha adquirido suficiente préctica.
Para su preparacion deben limpiarse los portaobjetos como
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fue descrito anteriormente. Se coloca una gota de sangre
en uno de los extremos del portaohjetos y, con el borde de
otro, colocado a 45 grados con respecto al primero, tocar la
gota y esperar a que la sangre se distribuya por capilari-
dad. Se desliza la muestra hacia adelante, con un movi-
miento moderadamente rapido pero constante, en senti-
do longitudinal, hasta que la gota quede bien extendida.
Se deja secar al aire y se colorea.

TECNICAS DE COLORACION DE
EXTENDIDOS DE SANGRE

La tincién de May-Griinwald-Giemsa y la de Wright son
las coloraciones utilizadas con més frecuencia para los ex-
tendidos de sangre, y ambas son modificaciones del mé-
todo original de Romanowsky. La tintura basica contiene
azul de metileno y eosina. En la tincién de Wright se utiliza
bicarbonato de sodio y en la de May-Griinwald-Giemsa
bicromato 4cido, para convertir el azul de metileno en azur
de metileno. Esta conversién no es completay tiende a con-
tinuar dentro de la botella de preparacién, por lo que el co-
lorante se modifica al pasar el tiempo, debiendo estable-
cerse las condiciones de tincién para cada tanda nueva de
colorante que se prepare. E1 pH éptimo de la solucién debe
encontrarse en el rango de 6,5 a 6,8 y los colorantes se
disuelven en alcohol metflico. Si las células aparecen ex-
cesivamente azules puede que el colorante haya sido pre-
parado mucho tiempo atrés, que esté demasiado alcalino,
mal preparado o que los extendidos sean muy gruesos. Este
tipo de tincién también se denomina pandptica, ya que se
colorean tanto los elementos bésicos como los dcidos que
se encuentran en el extendido. El azul de metileno es un
componente bisico que tifie estructuras acidicas de la
célula impartiéndoles una coloracién azul-violdcea; la
eosina y el azur de metileno son compuestos dcidos que
tifien estructuras alcalinas, otorgandoles coloracidn rojo-
anaranjada y rojo-viol4cea, respectivamente.

Las muestras, una vez tefiidas, se pueden observar al mi-
croscopio éptico inicialmente con objetivos de poco au-
mento (40 X) para tener una idea global del aspecto del
frotis. En las extensiones de sangre sobre portaobjetos se
diferencian tres zonas: cabeza, cuerpoy cola (figura 2). La
cabeza es lalinea en la cual se apoy6 un portaobjetos sobre
el otro antes de hacer la extensién, el cuerpo corresponde
alaregién intermedia del frotis y la cola es la porcién final,
en la que la extension es delgada y algo deshilachada. La
distribucién de las células en estas tres zonas no es uni-
forme. En forma general, puede decirse que las células
de mayor tamafio se sitdan en los bordes y en la cola
(neutréfilos, monocitos, eosindfilos, etc.), mientras en el
Cuerpo se encuentra una mayor proporcién de células
menores (linfocitos, micromieloblastos, etc.) en distribu-
ci6n regular. En la cola las células adoptan una disposicién
en cordones y a menudo se presentan deformadas, des-
truidas o dificiles de reconocer. Una forma bastante acon-
sejada de recorrer el preparado es en zigzag por los bordes.

Los hematies son los elementos mas abundantes y apare-
cen de color rosa palido, con una zona central mds clara.

Los leucocitos son las tinicas células nucleadas presentes
en sangre periférica; se pueden diferenciar: eosindfilos,
baséfilos, neutréfilos, monocitos y linfocitos. En linfocitos y
monocitos el citoplasma aparece de color azulado o gris; se
pueden observar granulaciones que en los neutréfilos a-
parecen de colores pardos, en los eosindfilos anaranjadas
y en los baséfilos de color azul oscuro. Con este aumento
(100 x) se realiza el recuento leucocitario. Las plaquetas
presentan una porcién periférica azulada y granulos cen-
trales rojos. La apreciacién de detalles morfoldgicos de las
células de la sangre se realiza con objetivo de inmersién en
aceite (100 X); con éste se observan detalles de los hematfes
de forma, tamafio y coloracién, se realiza el recuento de los
diferentes tipos de leucocitos (recuento diferencial
leucocitario) y se estima el tamafio, forma y niimero de
plaquetas.

EVALUACION DE LOS ELEMENTOS DE LA SERIE
ROJA: ASPECTO NORMAL

El frotis de sangre normal puede entregar importante in-
formacién sobre las alteraciones cualitativas de las células
de la serie roja; sin embargo, obtener datos de variaciones
cuantitativas resulta méas complicado.

La evaluacién debe realizarse en base a criterios de for-
ma, de tincién, de dimension y de presencia de inclusio-
nes. Como la distribucién de los glébulos rojos en la peli-
cula de sangre obtenida al formar el extendido resulta
irregular, para determinar la morfologia real de las células
en la muestra debe localizarse un 4rea del frotis en la que
exista una minima distancia intercelular sin que se obser-
ve superposicién. En otras 4reas del extendido pueden
encontrarse células superpuestas o muy separadas, y en
ambos casos es m4s probable la visualizacién de “artefac-
tos” que constituyen alteraciones artificiales en las célu-
las que no se encuentran en la muestra original o conser-
vada en condiciones fisiolégicas y que, por lo tanto, care-
cen de valor diagnéstico. Por ejemplo, en algunas dreas
de un extendido normal donde el espesor de la pelicula
de sangre sea muy elevado, es posible que las células rojas
aparezcan pegoteadas entre si, dando un aspecto de pila
de monedas que recibe el nombre de “rouleaux”, el que
no debe observarse en el drea de visualizacién 6ptima. La
persistencia del fenémeno en el drea de observacién ideal
sugiere una condicién patolégica en la que una abun-
dante cantidad de paraproteinas recubre las células rojas,
favoreciendo la atraccién intercelular en lugar de la usual
repulsidn electrostitica que deberia prevalecer entre di-
chas células.

El aspecto de los hematies en un frotis de sangre normal
debe ser homogéneo en tamanio, forma y coloracién. El
didgmetro promedio, que puede objetivarse con un
micrémetro ocular o por comparacion con el nticleo de un
linfocito pequefio (que usualmente presenta un tamafio
dificilmente alterable), debe encontrarse en el rango de
7,2 a 7,9 micrémetros. La forma normal de las células
eritroides es redondeada, presentando una zona central
clara con un reborde exterior rojo-anaranjado.
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(GLOBULOS ROJOS DE TIPO PATOLOGICO PRESENTES EN EXTENDIDOS
DE SANGRE PERIFERICA

El aspecto microscépico de los glébulos rojos puede ser variado. Cada alteracién de la forma, nimero y coloracién

se relaciona de manera directa o indirecta con una condicién patolégica subyacente.

Denominacién Descripcién Cambio subyacente Enfermedad asociada
Anillos de Cabot Inclusiones circulares Material nuclear Postesplenectomia,
azuladas, delgadas, remanente anemia hemolitica, anemia
puntiformes megaloblastica
Célula “DIANA” Camulo central de Aumento redundante Enfermedades hepéticas,
(dianocito o codocito) hemoglobina. de la membrana celular postesplenectomia,
Reborde exterior més claro talasemia, enfermedad
de HBC
Cuerpos de Howell-Jolly Inclusiones basofilicas densas, ~ ADN nuclear remanente Postesplenectomia,
usualmente pequefias y Ginicas anemia hemolitica,
anemia megaloblastica
Drepanocitos Células en forma de hoz, Agregados de hemoglobina S Anemia drepanocitica

Cuerpos de Pappenheimer

Esferocitos

Glébulo rojo hipocrémico

Macrocitos

Microcitos
Ovalocitos (eliptocitos)

Policromasia

Punteado basofilico

Rouleaux

Estomatocitos

con deformaci6n bipolar
espicular en ambos extremos

Granulos basofilicos,
densos y pequefios

Célula esférica con
apariencia densa.

Zona central clara ausente.
Usualmente de didmetro
menor a lo normal

Zona central con palidez
prominente

Glabulos rojos de tamafio
mayor a lo normal (>9um)

Glébulos rojos menores
que lo normal (<7um)

Hematies con forma eliptica

Citoplasma grisiceo-azulado,
frecuente en macrocitos

Inclusiones
basofilicas punteadas

Hematies dispuestos
como pilas de monedas

Células con aspecto
de labios o caliciformes

https://professio

Remanentes mitocondriales
o siderosoma conteniendo
hierro

Decremento de
la redundancia de
la membrana celular

Disminucién de la
sintesis de hemoglobina

Células rojas jévenes.
Maduracién celular anormal

Proteinas del
citoesqueleto anormales

Presencia de
componentes ribosémicos

Residuos de ARN

y ribosomas

Aglutinacién de hematfes
debido a paraproteinas

Alteracién de la
permeabilidad de

la membrana celular
a los cationes
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Anemia sideroblastica.
Postesplenectomia

Esferocitosis hereditaria.
Anemia inmunchemolitica

Anemia con déficit de hierro,
talasemia, anemia siderobléstica

Aumento de la eritropoyesis.
Macrocitos ovalados presentes
en anemia megaloblastica.
Macrocitos redondos

en enfermedades hepiticas

Ver glébulo rojo hipocrémico
Eliptocitosis hereditaria

Reticulocitosis, liberacién
celular prematura de
la médula ésea

Granulacién gruesa: neuropatia
por intoxicacién con plomo o
talasemia. Granulacion fina:
anemias varias

Paraproteinemia

Estomatocitosis hereditaria.
Anemia hemolitica autoinmune
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Denominacién Descripcién Cambio subyacente Enfermedad asociada
Equinocitos Hematies cubiertos Posible alteracién Se observan en uremia, dlcera
con espiculas cortas de los lipidos de membrana  sangrante y carcinoma géstrico.
y con centro palido En la mayor parte de los casos
conservado se trata de “artefactos”
Esquistocitos Células deformadas, Dafio fisico al glébulo rojo Anemia hemolitica
exhiben 2 o 3 extremos al circular por capilarescon  (patologia microvascular).
puntiagudos deposicién de hebras Pirpura trombocitopénica.
de fibrina, disrupcién Coagulacién intravascular
debida a paso por vélvula diseminada.
cardfaca implantada Quemaduras severas.
Reemplazo de vélvulas cardiacas
Leptocito Glébulo rojo hipocrémico No determinado Talasemias.
aplanado Enfermedad hepética
obstructiva
Células mordidas Tendencia a la forma Cuerpos de Heinz Deficiencia de G6PD.
(degmactitos) semicircular de los eritrocitos  punteados esplénicos Hemélisis oxidante
inducida por drogas
Dacriocito Eritrocito con forma Mielofibrosis
de gota o lagrima
Acantocitos Glébulos rojos de centro Cambios en la estructura Postesplenectomia.
denso, con proyecciones fosfolipidica de Abetalipoproteinemia.
citoplasméticas irregulares la membrana Enfermedad hepética
en tamafio y distribucién celular eritrocitaria

(espolones)

ANORMALIDADES DE LOS GLOBULOS ROJOS

La alteracién en el didmetro de las células rojas se denomi-
na anisocitosis, pudiendo encontrarse células de mas de 9
micrones con un contenido normal de hemoglobina, que
se llaman macrocitos, y células de menos de 6 micrones o
microcitos. Los eritrocitos menos maduros son células de
tamafo macrocitico pero que presentan una coloracién
mas azulada de [a hemoglobina (policromatofilia) e inclu-
so pueden mostrar un punteado basofilico dentro de la
célula debido a residuos de ARN y ribosomas.

Los macrocitos pueden observarse cuando se registra un
aumento en la eritropoyesis, y en el caso de la anemia
megalobldstica estos macrocitos presentan forma oval, a
diferencia de las enfermedades hepéticas donde sélo se
evidencia cambio en el tamafio de [a célula.

La variacién en la forma de los glébulos rojos se denomina
poiquilocitosis, y debe ser considerada alterada cualquier
célula que no presente forma redondeada, bordes lisos y
un drea central clara.

La coloracién del glébulo rojo se relaciona con el conteni-
doy distribucién de hemoglobina. Células con menor can-
tidad de hemoglobina se tifien menos y reciben el nombre

de hipocrémicas, produciéndose un realce de la zona péli-
da central v un angostamiento del reborde eritrocitico.
Como ejemplo de una distribucién anormal de hemoglobi-
na puede mencionarse a las células “DIANA” que mues-
tran un actmulo central coloreado de esta proteina, ro-
deado por un anillo o reborde més palido, y se asocian con
enfermedades hepéticas, posesplenectomfa, talasemias y
enfermedad de HbC (hemoglobina C). En otros casos, la
hemoglobina alterada puede formar aglutinaciones llama-
das “cuerpos de Heinz”, que aparecen pegados a la mem-
brana plasmética y son sélo visibles con la coloracién
supravital. También los glébulos rojos pueden presentar in-
clusiones como remanentes de material nuclear (cuerpos
de Howell-Jolly), remanentes de mitocondrias (cuerpos
de Pappenheimer) o parésitos (malaria).
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LOS GRANULOCITOS

En la hematopoyesis, las células destinadas a formar la
serie granulocitica, es decir, neutréfilos, eosindfilos y
baséfilos, sintetizan protefnas y las almacenan en granulos
citoplasmaticos que le dan el aspecto caracteristico. Estos
granulos, primarios o azuréfilos, definen la conversién del
mieloblasto, una célula virtualmente agranular que cons-

tituye el precursor més precoz de esta serie visible al mi-
croscopio éptico, en promielocito, el cual es rico en granu-
los azuréfilos.

Posteriormente al promielocito apareceran granulos espe-

cificos que definirdn la progresién hacia mielocitos de
tipo neutrdfilos, eosindfilos o baséfilos. Una vez determi-

Mieloblasto

Al pasar de un estadio a otro
se producen cerca de 5 divisiones

Comienzo de la formacién
de los granulos primarios

~——| as células no se dividen mas

emereomemens S formanlos granulos

Promielocito secundarios

~ profleinasa 3
~ a-1 anfitripsina
- e

o

defensinas

factores bactericidas
azurdfilos-derivados
proteina bactericida
_incrementadora

de permeabilidad

< Se inicia

: i Mielocito ! .
M?fer?na la diferenciacién
proteina ::;:jz: i de los granulos
de B,,

otras proteinas

Pasan de los capilares
rapidamente a los tejidos

Se almacenan durante 5 dias

» = -=---- Diferenciacion
antes de pasara la clrcuIaCIon\

Metamielocito celular final

Neutrofilo
en banda

&

& i

Neutréfilo segmentado Basofilo

Eosinodfilo

Esquema general de la granulopoyesis.
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nado el camino a seguir, las células siguientes ya no se
dividen, son amitéticas, Y se caracterizan por presentar
un niicleo segmentado y por su capacidad de motilidad,
fagocitosis y destruccion microbiana. Los granulocitos
maduros también desarrollan estructuras citoplasmaticas
v de superficie que les permiren adherirse v atravesar la
pared de vénulas. De esta manera, luego de alcanzar la
circulacién desde la médula ésea, se dirigen rapidamen-
te hacia los tejidos en donde cumplirdn funciones de
defensa, para lo cual fueron destinados.

Los neutréfilos representan una variedad de granulocitos
especializados en la fagocitosis y destruccion de microor-
ganismos. Los eosindfilos y los baséfilos participan fun-
damentalmente de respuestas alérgicas ¢ inflamatorias.

NEUTROFILOS

Los neutréfilos constituyen la variedad predominante de
granulocitos, cerca del 90%. El sistema de neutropoyesis
tiene una alta velocidad de produccién celular y est4 fina-
mente regulado de modo tal de incrementar la produc-
cién en respuesta a estimulos inflamatorios.

Una vez que el mieloblasto define su camino hacia la pro-
duecién de neutréfilos, la secuencia normal de madura-
cién celular en la médula ésea es la siguiente: mieloblasto
— promielocito — mielocito — metamielocito — neutréfilo
en cayado — neutrdfilo segmentado.

Entre el mieloblasto y el mielocito se suceden cerca de
cinco divisiones celulares. Luego del estadio de mielocito,
las células ya no se dividen més y ocupan un comparti-
miento medular.

Los neutréfilos maduros son almacenados en la médula
antes de ser liberados a la circulacién durante cinco dfas.
Una vez en la sangre su permanencia en ella es fugaz
—cerca de seis horas promedio—ya que pasan rapidamente
hacia los tejidos en donde ejercen sus funciones durante
uno o dos dias antes de su muerte.

Grdnulos citoplasmaticos. A medida que los precursores
del neutréfilo van madurando, van sintetizando las dis-
tintas protefnas que integrardn los caracteristicos granu-
los citoplasméticos. Mientras que el mieloblasto es una
célula practicamente agranular, el siguiente estadio, el
promielocito, ya posee grandes grénulos peroxidasa-posi-
tivos, los granulos primarios o azuréfilos. Los mielocitos
agregan los granulos secundarios, peroxidasa-negativos,
que coexistirdn con los primarios en los siguientes esta-
dios evolutivos. Los neutréfilos maduros poseen ambos
tipos de granulos, aunque los secundarios son casi el do-
ble de los primarios. Los granulos azuréfilos (primarios,
peroxidasa-positivos) son voluminosos, de aproximada-
mente 500 nm, visibles al microscopio éptico, mientras
que los secundarios (especificos o peroxidasa-negativos)
son pequefios (200 nm) y no suelen verse a la microscopia
Gptica sino como un puntillado rosado citoplasmatico ca-
racterfstico de estas células a partir del estadio de
mielocito.

Ademés de mieloperoxidasa, los granulos primarios contie-
nen numerosas enzimas lisosomales (lisozima, elastasa,

Citoplasma
con escasos granulos

Ncleo voluminoso
y avalado

Pueden observarse
multiples nticleos

Cromatina delicada
y bien definida

Prolongaciones
citoplasmaticas

A

Mieloblasto. Célula de gran niicleo ovalado, miltiples nucléolos y con un
citoplasma earente de granulos o con muy escasos granulos azurdfilos.

Citoplasma azul

Halo perinuclear

Nucléolos

Microperoxisomas

Granulos primarios
o azurdfilos

A

Promielocito, Es la primera célula que presenta grénulos primarios azurdfilos,
peroxidasa-positivos.

Citoplasma azul

Microperoxisoma

Halo perinuclear

Granulos primarios
o0 azuréfilos

Nucleo aplanado
sobre un lado

Isla de granulos rojizos

Grénulos secundarios
visibles como un puntillade rosado

A

Mielocita, De forma caracreristica, es la primera célula que presenta, ademds
de granulos primarios, grinulos secundarios especificos, ya sea de neutrdfilos,
eosindfilos o baséfilos.
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Citoplasma més rosado

Granulos primarics

Microperoxisoma

Granulos secundarios

Nucleo ligeramente hendido

A

Metamielocito. Muestra una avanzada invaginacién de una de las caras del
nticleo mostrando un aspecto “arrifonado”.

proteinasa 3, 0-1 antitripsina) y factores bactericidas antes
conocidos como protefnas catiénicas (defensinas, factores
bactericidas azuréfilo-derivados, proteina bactericida
incrementadora de permeabilidad).

Los granulos secundarios contienen lactoferrina, lisozima,
proteina ligadora de B,, y otras proteinas. Algunos autores
subclasifican a estos granulos de acuerdo con su contenido
de lactoferrina y gelatinasa: cerca del 16% contiene sélo
lactoferrina, un 24% contiene sélo gelatinasa, y un 60%
aloja ambas enzimas.

Otras estructuras celulares. Los microperoxisomas estan pre-
sentes desde el estadio promielocitico y persisten hasta los

/7 Citoplasma rosado

o

Gréanulos primarios

Granulos secundarios

Nicleo con forma de herradura

A
Neutréfilo en cayado. Es un estadio intermedio entre la forma precedente yel
neutréfilo segmentado. Basicamente se observa una profundizacidn de las
invaginaciones nucleares.
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neutréfilos maduros. Estas organelas son pequefias vesicu-
las que contienen catalasa y su exacta funcién adn no ha
sido identificada.

Existen una serie de marcadores de superficie de los
neutréfilos vy sus precursores medulares, tales como
carbohidratos, glucoproteinas, glucolipidos y antigenos
HLA que van variando a lo largo de la maduracién celu-
lar. De hecho, la densidad de moléculas HLA-A, -By -C
de membrana va disminuyendo a medida que progresa
la evolucién hacia neutréfilos maduros. El desarrollo de
las capacidades de reconocimiento y quimiotaxis es pa-
ralelo a la adquisicién de ciertos receptores de mem-
brana, tal es el caso de los receptores de Fc, los cuales no
existen o son muy escasos en los progenitores anteriores
al mielocito, mientras que practicamente todos los
neutréfilos maduros poseen este tipo de receptores. Asi-
mismo, los neutréfilos maduros poseen receptores para el
complemento C3, denominados CRI y CR3. Del mismo
modo, ICAM-1, miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas, es detectado en mieloblastos y
promielocitos, pero no en los siguientes estadios de madu-
racién mieloide. Uno de los miembros de la familia de
selectinas, la L-selectina, puede ser identificada yaenla
CFU-GM vy hasta momentos antes de la liberacién del
neutrdfilo hacia la circulacién.

Grénulos secundarios

Nucleo lobulado

Unién filamentosa

A

Neutréfilo segmentado. Con su niiclee pelilobulado caracteristico y su cito-
plasma en el que se observan los grdnulos.

EOSINOFILOS

Los eosinéfilos también cumplen funciones de defensa,
aunque su actividad bactericida es mucho menor que la
de los neutréfilos. En sus granulos almacenan proteinas
con funciones citotéxicas para parésitos, por lo cual se
considera que tienen cierta accién de defensa contra este
tipo de organismos. Asimismo, los eosinéfilos estén impli-
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cados en las respuestas inflamatorias relacionadas con
fendmenos alérgicos.

Los eosindéfilos siguen una linea celular madurativa si-
milar a los neutréfilos: mieloblasto eosinéfilo —
promielocito — mielocito — eosinéfilo maduro. Desde
el estadio de promielocito, las células contienen granulos
aciddfilos caracteristicos. El ntcleo del eosindfilo ma-
duro es bilobulado.

Citoplasma rosado

Granulos esféricos
con tintes rojos

Nucleo bilobulado

Distribucién regular
de los granulos

A

Eosindfilo. El nicleo es tipicamente bilobulado. Sus granulos acidéfilos con-
tienen peroxidasa,

Los granulos del eosinéfilo y sus precursores mieloides con-
tienen abundante peroxidasa y enzimas lisosomales. La
peroxidasa de estas células es genéticamente diferente a la
de los neutréfilos, y no tiene la actividad bactericida de la
de dichas células. También alojan en sus granulos catalasa,
dos enzimas de la B-oxidacién lipidica (enoil-CoA hidratasa
y cetoacil-CoA tiolasa) y una flavoproteina, la acil-CoA
oxidasa.

Los grdnulos también contienen las caracteristicas protei-
nas bésicas del eosinéfilo: protefna bésica mayor, proteina
catiénica eosinofilica, y neurotoxina derivada del eosinéfilo.
Més de la mitad de las protefnas de los granulos son prote-
nas bésicas mayores, de actividad citotéxica para parasitos
y que también inducen la liberacién de histamina por par-
te de basdfilos y mastocitos. Las otras dos protefnas basicas
pueden provocar la formacién de poros transmembrana y
se cree que participarian en dafio tisular.

Los eosinéfilos también contienen proteoglicanos,
interleucina-6, factor de necrosis tumoral-o,, factor trans-
formador del crecimiento-o, y factor estimulante de colo-
nias de granulocitos y macréfagos.

Los cristales de Charcot-Leyden son proteinas de activi-
dad fosfolipasa presentes en fluidos inflamatorios en don-
de hay eosinéfilos.

BASOFILOS

Los baséfilos constituyen una muy pequefa proporcién de
los leucocitos circulantes, ya que tienden a ubicarse en los
tejidos en donde existe inflamacién relacionada con hi-
persensibilidad a protefnas, alergia de contacto o rechazo
injerto contra huésped.

Sibien son de linajes celulares diferentes, comparten mu-
chas caracterfsticas con los mastocitos o células cebadas.
Ambas células poseen granulos metacromaticos, aunque a
la microscopia electrénica puede verse que no son iguales.
Estas células son capaces de fagocitar eritrocitos, aunque
su actividad fagocitaria es considerablemente menor que
la de los otros granulocitos y carecen de enzimas
bactericidas o lisosomales.

Citoplasma rosado claro

Grénulos oscuros
y voluminosos.

Nucleo con forma
de haba o lobulado

Distribucion
desordenada
de los granulos:

A

Baséfilo. Son células de nicleo relativamente grande y granulos citoplas-
miticos peroxidasa-positivos.

ALTERACIONES MORFOLOGICAS
DE LOS GRANULOCITOS

En pacientes con sepsis o procesos inflamatorios graves,
ademas de leucocitosis, pueden observarse alteraciones
morfoldgicas de los neutréfilos, como granulaciones téxi-
cas, cuerpos de Dohle y vacuolas citoplasmaticas. Las
granulaciones t6xicas son mds oscuras y groseras que las de
los neutréfilos normales y se considera que corresponden a
granulos azuréfilos primarios alterados. Los cuerpos de
Dohle son pequefias zonas de reticulo endoplésmico dila-
tado, de aspecto similar a lagos citoplasméticos de color
azul celeste.

Otras veces aparecen en sangre periférica muchos
granulocitos inmaduros, especialmente en los procesos
inflamatorios, que llegan a confundirse con el cuadro
de leucemia mieloide, hecho conocido como reaccién
leucemoide. Muchas veces se requieren mayores estu-
dios para distinguir entre leucocitosis reactiva y
neoplésica.
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LOS UNFOCITOS Y PLASMOCITOS

No existen caracteristicas
morfoldgicas destacables
para identificar las etapas
de diferenciacion celular

Linfoblasto Prolinfocito

Cuando son activadas, proliferan y se diferencian
en: células T colaboradoras,

células T citotéxicas o asesinas,
células T supresoras y
células T de memoria

§ Antigenos de superficie de linfocitos y plasmocitos

Linfocito T

| Linfocitos B Plasmocitos

CD20  Moléculas de clase Il del MHC

Los distintos elementos celulares
se reconocen por medio
de la identificacion de
antigenos con anticuerpos
monaoclonales.

La diferenciacion
concluye en el timo

/ Ladiferenciacion
4 contintia en
§  laméduladsea

/
¥
grande

Plasmocito

Linfocito B

—--- En respuesta a
ciertos antigenos,
se transforman
en plasmocitos
que producen
anticuerpos

A

Los linfocitos constituyen un grupo heterogéneo de célu-
las que desarrollan un papel fundamental en el sistema
inmune v que pueden distinguirse ficilmente de otros
leucocitos por su morfologia caracteristica. Existen tres
clases de linfocitos: linfocitos T, linfocitos B y células na-
tural killer (NK). Los linfocitos B, a su vez, son capaces de
diferenciarse a plasmocitos para secretar inmunoglo-
bulinas.

LINFOPOYESIS

Los linfocitos, de la misma manera que el resto de los
leucocitos, derivan de la stem cell medular. Se acepta que
los linfocitos T, By NK surgen a partir de un precursor en
comtin, aunque atin se desconoce si se trata de un precur-
sor exclusivo de los linfocitos o si es compartido con otra de
las series celulares. A diferencia de la serie mieloide, en la
diferenciacién de los precursores de los linfocitos no exis-
ten etapas morfoldgicas caracteristicas que puedan ser re-
conocidas como tales. Por lo tanto, sélo se distinguen los
. diferentes elementos celulares mediante la identificacién
de antigenos especificos utilizando anticuerpos mono-
clonales. De esta manera se distinguen tres precursores
comprometidos con la diferenciacién en linfocitos B, T o

Esquema que muestra el proceso de linfopoyesis.

Citoplasma
liso o

Citoplasma azul

Nucleo . ;
sin granulos

rojizo

Niclec morado

Varios
nucléolos

Mas de un
nucléolo
Cromatina
fina a SEEEE e
Linfoblaste
Cromatina

conglomerada

Prelinfocito

A

Los linfoblastos son células esféricas de niicleo grande y nucléolos prominen-
tes, a medida que se produce la maduracién, la cromartina se compacta estre-
chamente.

NK: células pro-B, células pro-T'y células pro-NK. A partir
de allf, la diferenciacién en linfocitos B y en NK continua-
rd en la médula ésea, mientras que la correspondiente a los
linfocitos T prosigue en el timo.
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MORFOLOGIA DEL LINFOCITO

Los linfocitos, bajo microscopia éptica, son células de 6 a
15 mem de didmetro que circulan en sangre periférica en
un nimero variable, de alrededor de 2.5 2 4.0 x 10%/ul, lo

* cual suele representar cerca del 35%-del total de los
leucocitos.

El linfocito caracteristico presenta un nticleo con forma
arrifionada ovoide que se tifie de rosa con Giemsa o Wright
debido ala cromatina nuclear densamente almacenada.
El niicleo ocupa cerca del 90% de la superficie celular. La
basofilia citoplasmatica esté relacionada con el contenido
de ARN. En los linfocitos de mayor volumen pueden ob-
servarse una serie de granulos rosados, cercade 5a 15 por
célula, y ocasionalmente también vacuolas de contenido
claro.

En un adulto sano, cerca del 3% de los linfocitos son lin-
focitos granulares grandes, que constituyen una pobla-
cién mixta de células NK y algunos linfocitos T CD8.

Bajo microscopio electrénico, en el niicleo se distinguen
tres dreas dispuestas concéntricamente: una regién cen-
tral agranular, una media fibrilar y una externa granular

Citoplasma con bordes lisos

Vacuolas claras

Pequefics
granulos rosados

Nucleo muy
voluminoso

Cromatina
condensada

Halo perinuclear

Citoplasma
con prolengaciones
agudas

Ndeleo tipico

Distintos linfocitos @ Linfocito grande

[@ Linfocito de tamafio mediano

Pequefio linfocito maduro

A

que contiene la cromatina intranucleolar. Las organelas
citoplasmaticas coexisten con microttbulos y microfila-
mentos adyacentes a la membrana celular.

La acrivacién linfocitaria se asocia con ciertos cambios mor-
folégicos y bioquimicos. Los cambios ya son evidentes lue-
go de transcurridas 4 horas de la exposicién a mitégenos
(agentes que estimulan la mitosis linfocitaria: productos
bacterianos, por ejemplo). El nucléolo aumenta de tamafio
y también los granulos de la zona granular del niicleo. Esto
continia en un incremento de la zona fibrilar y un aumen-
to de la cromatina, la cual se torna més electrodensa. Pos-
teriormente, el citoplasma aumenta su volumen, los
ribosomas y lisosomas son mas numerosos y el complejo de
Golgi esta mas desarrollado. Todos los cambios culminarén
en la transformacién del linfocito en linfoblasto activado,
en plasmocito o en célula T citotéxica.

EL pLASMOCITO

Los linfocitos B activados por un antigeno y por un linfoci-
to T helper (CD4+) se transforman en plasmocitos y, de
esta forma, son capaces de sintetizar y liberar inmu-
noglobulinas. Para que esto ocurra tienen lugar una serie

Citoplasma liso y azulado

Granulos azurdfilos
(tefiidos de rojo)

Pequefios gldbulos
incoloros

Nucleo arrifionado

e

s ’P\_ Prolongaciones agudas

Nucleo hendido

Surco nuclear

@ Linfocito con citoplasma deshilachado

[Ej Linfocito grande con nicleo hendido
y prolongaciones agudas

Aspecto de los linfocitos en sangre periférica.
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Citoplasma con borde irregular —\

¥ oty

Cuerpos de Russell

Zona clara
perinuclear

Nucleo
excéntrico

Cromatina gruesa
y conglomerada

Morfologia de un plasmocito.

de divisiones mitéticas durante la diferenciacién celular,
desde el linfocito en reposo hasta el plasmocito.

El citoplasma del plasmocito es caracteristicamente basofi-
loy suniicleo es excéntrico, adyacente a una amplia zona
paranuclear correspondiente al aparato de Golgi. El did-
metro celular es de aproximadamente 9 a 20 mem (prome-
dio 14 mcm). La cromatina nuclear adopta una disposi-
cién tal que asemeja una “rueda de carro”.

ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE LINFOCITOS
Y PLASMOCITOS

Los linfocitos expresan una setie de antigenos de membra-
na que permite distinguir a los distintos tipos celulares en-
tre si. De esta manera, mediante el uso de anticuerpos
monoclonales, se identifican los clusters of differentiation

(CD).

- Linfocitos B: Los antigenos que expresan los precursores de
estas células, las células maduras y las activadas (plasmocitos)
en su gran mayorfa no son exclusivos de esta serie celular.
Solamente los antigenos CD20, CD79ay CD79b son pro-
pios de las células B. Tanto el CD79a como el CD79 se
asocian con la Ig de superficie para facilitar su expresién. El
CD19 es casi exclusivo del linfocito B, aunque puede ser
expresado débilmente también por las células dendriticas
foliculares. EL CD19 puede encontrarse en todos los estadios
madurativos de las células B, incluyendo los precursores
medulares. Ademas de los antigenos CD, las células B ex-

Citoplasma con borde deshilachado

Cuerpos
de Russell

Secreciones

Citoplasma con borde liso

Citoplasma reticulado

presan tres moléculas de clase II del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC): HLA-DR, DPy DQ.
Lamayorfa de los antigenos de las células B no son expre-
sados por el plasmocito maduro, incluyendo los HLA, sino
que expresan CD28 y PCA-1 (cuya funcién es probable-
mente de proteincinasa).

ALTERACIONES DE LINFOCITOS Y PLASMOCITOS

Los trastornos que comprometen a estas células pueden
dividirse en tres grandes grupos:

- Primarios: debido a defectos intrinsecos de los linfoci-
tos que resultan en alteraciones funcionales de la in-
munidad humoral, celular o ambas.

-Células B: agammaglobulinemia de Bruton, sindro-
me de Bloom, sindrome de Wiscott-Aldrich,
disgammaglobulinemias, hiperinmunoglobulinemias,
etcétera.

-Células T sindrome de Di George (aplasia de timo),
sindrome de Nezelof (displasia timica), sindrome de

Wiscott-Aldrich.

-Células B y T ataxia-telangiectasia, sindrome de
inmunodeficiencia combinada, etcérera.

- Adquiridos: resultan de factores extrinsecos a los
linfocitos y también traen como consecuencia altera-
ciones inmunitarias. Suelen ocurrir en determinadas
infecciones, en enfermedades sistémicas o por la admi-
nistracién de ciertos farmacos:

-Sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).
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Depresiones periféricas
producidas por eritrocitos
adyacentes

Granulos
azuréfilos

A

Linfocitos atipicos, comtinmente visibles en sangre periférica en el contexto
de infecciones virales como mononucleosis, toxoplasmosis o citomegalovirus.

-Linfocitosis o plasmocitosis reactivas: coqueluche,
mononucleosis infecciosa, citomegalovirus, toxo-
plasmosis, otras infecciones virales.

-Disfuncién de células T asociada a enfermedades
sistémicas: lepra, lupus, artritis reumatoidea, sarcoidosis,
etcétera.

itoplasma
reticulado

Nucleos &=
multiples

%o

Citoplasma
con bordes
irregulares

P

- Neoplasias o preneoplasias: leucemias, linfomas, mieloma
multiple.

El mieloma miltiple es una neoplasia de células plas-
maticas caracterizada por la afectacién del esqueleto,
aunque también puede haber compromiso de ganglios
linfaticos v de lugares extraganglionares como la piel.
Puede haber predominio relativo de plasmocitos nor-
males o de otras variedades citolégicas tales como
plasmoblastos, que tienen cromatina nuclear menos
densa vy un solo nucléolo bien definido.

Citoplasma con borde difuso

= Gldbulos
NUMerosos

Células plasmiticas que proliferan en el mieloma maltiple.
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| AS LEUCEMIAS

La leucemia es una expansién clonal en una etapa de
la hematopoyesis linfoide o mieloide, lo cual se ex-
presa en una detencién de la diferenciacién celular,
con proliferacién y crecimiento descontrolado de las
células hematopoyéticas. La proliferacién se origina
en la médula ésea y de alli se disemina a sangre
periférica, bazo, ganglios y el resto de los tejidos.

LEUCEMIAS AGUDAS

Las leucemias agudas se caracterizan por su evolucién
relativamente rapida y por la proliferacién de células
muy indiferenciadas (blastos). Representan la neopla-
sia maligna m4s frecuente en la infancia, aunque pue-
de observarse a cualquier edad.

La etiologfa se desconoce, aunque se considera que es-
tas leucemias son el resultado de la interaccidn entre
factores genéticos, ambientales e inmunoldgicos. Hay
ciertos factores cldsicamente asociados al desarrollo de
la leucemia, como la exposicién a radiaciones ionizantes,
algunos quimicos (benceno, pesticidas) o agentes
alquilantes. Del mismo modo, ciertas condiciones
genéticas constituyen una predisposicién a la leucemia
aguda, como la trisomfa 21, la anemia de Fanconi, el
sindrome de Bloom, la agammaglobulinemia congéni-
ta, etc. Sin embargo, la mayorfa de los afectados son
previamente sanos.

La clasificacién de las leucemias agudas se basa en la
morfologia de la médula ésea, y en las caracteristicas
inmunoldgicas y citogenéticas de las células malignas.

Las leucemias pueden ser linfoblésticas o mielobl4s-
ticas, de acuerdo con el progenitor medular compro-
metido en el desarrollo maligno. Dentro de las
leucemias agudas linfobl4sticas (LLA) se distinguen,
a su vez, tres tipos (L1 a L3) y dentro de las leucemias
mieloblasticas agudas (LMA), 8 tipos diferentes (MO
aM7). En conjunto comprenden los 11 tipos de LA
que en la actualidad reconoce el grupo cooperativo
franco-americano-brit4dnico (FAB). Esta clasificacién
morfol6gica de las LA es la Ginica que se considera en
la actualidad.

Desde el punto de vista inmunolégico, las LLA pue-
den clasificarse en B tempranas, comunes, pre-B, B o
T, con caracteristicas antigénicas propias. Algunas
leucemias agudas mielobldsticas como la M0 o la M7
sélo pueden identificarse con precisién por medio de
inmunorreactivos o por microscopia electrénica. En
muchos de los casos de LA se encuentran alteracio-
nes cromosémicas; se sabe que en més del 50% de las
LMA ocurre asi. El tratamiento de una LMA es mas
exitoso en sujetos que no presentan alteraciones
cromosdmicas, e incluso se ha definido una clasifica-
cion de LMA por riesgos a partir de los trastornos
genéticos, que permite predecir la posibilidad de lo-

Ndcleo hendido

Citoplas|
con tintes azu

Nucléolos pe
y borrosos

Predominio
de células pequefias

Leucemia aguda linfoblastica - L1

Uno o mas

Citoplasma
variablemente

abundante R

Cromatina
variable

(

Muchascélulas grandes
y heterogéneas

Leucemia aguda linfoblastica - L2

Citoplasma moderadamente

Cromatina gruesa
abundante a

y homogen

Nucléolos
_prominentes

Abundantes
vacuolas
citoplasmaticas .

Muchas células 7
grandes y homogéneas

Leucemia aguda linfoblastica - L3

Leucemias linfobldsticas, estadios L1-L3.
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Citoplasma escaso

Ncleo con
forma oval

Nucleo

redondo

Nucléolos
definidos

Leucemia aguda mieloblastica - M1

Ncl s Granulos azurdfilos
g ] prominentes

Granulos
“manucleares

* Nicle
indentado

Leucemia aguda mieloblastica - M3 promielocitica

Nicleos ~ Mucleo
indentadas redondo
plegados | 2

Nucléolos
lltiples

Granulos a:

pulverulent

Citoplasma
moderado
con tintes
azulados

\"-\
T TR : <
Fragme citoplasmaticos

semejantes a plaquetas
Leucemia aguda mieloblastica - M5 monocitica

'y

Moderados

granulos EZLIW

Nicleo redondo
u oval

Cromatina
fina

Uno o més
nucléolos
multiples
definidos

Leucemia aguda mieloblastica - M2

Cromatina densa
; y con tintes rojizos

Granulos
citoplasmaticos

Citoplasma...
gris azu!ad

- Nucleo
redondo

atina

Leucemia aguda mieloblastica - M4 mielomonocitica

Nicleos multiples
gfotasooé"

AT

Cromatin
"rnega!ckfg;jm‘

Citoplasma abundante
Leucemia aguda mieloblastica - M6 eritroleucemia

Leucemias agudas mieloblasticas, estadios M1-M6.

grar remisién completa del padecimiento, duracién
de la misma v supervivencia. Las translocaciones
cromosémicas t (15;17) y t (8:21), y las inv-16 son
alteraciones cromosémicas que ocurren respectiva-
mente en LMA-M3, LMA-M2 y LMA-M4, y su iden-
tificacién por medio de cariotipo o de métodos de

biologia molecular permite el diagnéstico preciso de
estas entidades y, adicionalmente, controlar la respues-
ta al tratamiento.

La expansién clonal de blastos en la médula ésea des-
plaza al resto de las series celulares, las cuales sufren
una disminucién critica de sus componentes. Esto es
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el principal determinante del cuadro clinico de las
leucemias agudas: los pacientes pueden presentarse
con sindromes hemorrégicos (por disminucién de las
plaquetas), con sindrome anémico (por disminucién
de los eritrocitos) o con infecciones particularmente
severas (por neutropenia). En los nifios también se
observan otros sintomas con cierta frecuencia, como
el dolor 6seo por expansién de la médula.

Los datos del laboratorio a menudo muestran una
amplia gama de anormalidades, aunque son comunes
la anemia, la leucopenia y la trombocitopenia. El re-
cuento leucocitario puede variar de 100 a mas de
1.000.000 por mm?®. Generalmente se observan blastos
en sangre periférica.

El diagnéstico definitivo de leucemia se realiza me-
diante la observacion de la médula ésea, en donde se
evidencia una celularidad normal o aumentada, aun-
que también puede ser hipocelular. Los blastos suelen
ocupar entre el 80% y el 100% de la médula, pero para
darun diagnéstico de leucemia deben superar el 25%.
Morfolégicamente son células inmaduras, con
cromatina nuclear difusa, con uno o mas nucléolos y
citoplasma baséfilo con o sin granulos. En una médu-
la ésea normal pueden observarse hasta un 5% de
células inmaduras.

Si bien con la tincién de May-Griinwald-Giemsa o
Wright, en el 95% de los casos es posible diagnosticar si
la leucemia es linfobldstica o mielobl4stica, siempre
deben realizarse estudios citoquimicos, inmunolégicos
y citogenéticos que permiten una clasificacion mas
detallada del tipo de leucemia, lo que es fundamental
para realizar un tratamiento adecuado.

Nicleo hendide
Nuclé

“#*Citoplasma
espumoso

Leucemia monocitica.

LEUCEMIAS CRONICAS

A diferencia de las leucemias agudas, las leucemias
crénicas se caracterizan por su curso indolente, su
larga evolucién y por la ausencia de células muy
indiferenciadas.

Citoplasma
azul oscuro

= Citoplasma

con cuerpo
d@;"ﬁuer

Escasos

e : granulos
E 0Oscuros

Leucemia granulocitica.

- La leucemia mieloide crénica (LMC) es una proli-
feracién neopldsica predominantemente de la serie
granulocitica; sin embargo se observan alteraciones
en la serie roja y en las plaquetas, lo cual indica que el
origen de la entidad parte de la stem cell. Esta enfer-
medad se ha relacionado con una anormalidad
cromosémica (translocacién del cromosoma 22 al 9);
t (9q+; 22g-) que se denomina cromosoma Philadelfia
(Ph1), la cual se observa en mas del 90% de los pacien-
tes; el origen de esta leucemia no se conoce. En muchas
ocasiones el diagnéstico se efectia cuando el paciente
se encuentra asintomdtico, al observar en un estudio
rutinario una marcada leucocitosis. Los sintomas al mo-
mento del diagnéstico suelen ser vagos: fatiga, pérdida
de peso, plenitud abdominal y en ocasiones sangrado o
dolor de abdomen, son los datos mas comunes. En la
exploracion fisica se observa esplenomegalia en el 95%
de los enfermos vy hepatomegalia aproximadamente en
la mitad; es comtin encontrar adenomegalia moderada.
La pidrpura o fiebre se reconoce en menos de una cuarta
parte de los pacientes.

- La leucemia linfocitica crénica (LLC) se caracteriza
por la proliferacién y la acumulacién de linfocitos de
aspecto relativamente maduro o normal en el 90% de
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Nucléclos ; CLASIFICACION MORFOLOGICA DE

evidentes

LAS LEUCEMIAS AGUDAS (FAB)

LEUCEMIAS LINFOBLASTICAS AGUDAS

L1: linfobl4stica “tipica”
L2: linfoblastica “atipica”

L3: parecida al linfoma de Burkitt

LEUCEMIAS MIELOBLASTICAS AGUDAS

MO: mielobléstica diferenciada minimamente
M1: mieloblastica inmadura

M2: mielobléstica madura

M3: promielocitica

M4: mielomonaobléstica

M5: monoblastica

M6: eritroleucemia

M7: megacaricblastica

Leucemia linfocitica.

CARACTERISTICAS ANTIGENICAS DE LAS LLA

TIPO DE LLA CD19 CD10 CD2 Clg Slg T=EL
Pro-B (pre-pre B) +

Comiin + +

Pre-B . + in +

B +/- +

T +/- -

LLA = leucemia linfobldstica aguda; Clg = inmunoglobulina de citoplasma; SIg = inmunoglobulinas de superficie;
TdT = desoxinucleotidiltransferasa terminal.

CARACTERISTICAS ANTIGENICAS DE LAS LEUCEMIAS MIELOBLASTICAS AGUDAS

TIPO DE LMA CD33 ER13 CD14 GLICOFORINA CDh41

MO =f - e = -

M1/2/3 + + = s -

M4/5 + + o+ = =

M6 - - - + -

M7 - - - - +
los casos, linfocitos de tipo B, que son defectuosos desde - La leucemia de células vellosas es una enfermedad
el punto de vista inmunitario. El diagnéstico depende linfoproliferativa que se origina en los linfocitos B. Las cé-
del hallazgo de linfocitosis absoluta persistente en la lulas leucémicas son de tamafo intermedio o grande (10-
sangre con un incremento en el porcentaje (> 50%) de 18 mem) que se caracterizan por tener prolongaciones en
pequefios linfocitos con nicleos redondos en la médula el citoplasma, a manera de “pelos”; ademds, poseen
Gsea. fosfatasa cida positiva.
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MONOCITOS Y MACROFAGOS

Los monocitos comprenden un grupo de leucocitos espe-
cializados en la fagocitosis que también se desarrollan en la
médula Gsea a partir de elementos celulares precursores.
Una vez en la circulacién, los monocitos rdpidamente se
dirigen hacia diversos tejidos v, una vez en ellos, se trans-
forman en macréfagos, cuya funcién es la fagocitosis y
digestion de elementos extrafios, incluyendo micro-
organismos.

Esquema que muestra el proceso de monopoyesis.

Los estadios tempranos
son de dificil identificacion

Monoblasto

i Funciones del sistema
£

| fagocitico mononuclear

w
Fagocitosis
Digestién T
de microorganismos
de detritus celulares
otras particulas

Secrecién de mediadores
quimicos de la inflamacion

Interaccién con antigenos
y linfocitos (como células
presentadoras de antigenos)

Citotoxicidad de ciertos
lipos de células tumorales

Otras funciones dependiendo
del tejido en donde se :
encuentre el macrofago tisular

La diferenciacién
concluye con;

libres

De la circulacién
pasan rapidamente
a los tejidos

Macréfagos

y macrofagos
fijos del tejido ——M8M8

SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR

Comprende al conjunto de células que forman los pre-
cursores mieloides de los monocitos, los monocitos ma-
duros circulantes, v los macréfagos libres v fijos en los
tejidos.

Las funciones de este sistema incluyen: fagocitosis y di-
gestién de microorganismos, detritus celulares y otras par-
ticulas; secrecién de mediadores quimicos de la inflama-
¢ién; interaccién con antigenos y linfocitos en la genera-
cién de la respuesta inmune (como células presentadoras
de antigenos); citotoxicidad de ciertos tipos de células

Para la identificacién de
las células maduras

se observa la estructura
nuclear y las propiedades
del citoplasma

Se desarrollan
en la médula ésea

Promonocito

Macréfago

https://professionéélabs.com.mx



FormuLA

O SERIE BLANCA

tumorales; otras funciones dependiendo del tejido en
donde esté ubicado el macréfago tisular.

PRECURSORES MEDULARES DEL MONOCITO

En la médula ésea, la unidad formadora de colonias de
monocitos y granulocitos (CFU-GM) puede diferenciarse
hacia la serie granulocitica, o bien, hacia el desarrollo de
monocitos. En este tltimo caso, la maduracién continia
en la unidad formadora de colonias de monocitos (CFU-
M), la que, a su vez, se diferencia sucesivamente en mo-
noblasto, promonocito y monocito maduro.

El monoblasto es una célula que se encuentra en un nti-
mero reducido en la médula ésea, indistinguible del mie-
loblasto a la microscopia éptica. Observando esta célula
con microscopio electrénico, evidencia un niicleo que
contiene una fina cromatina y nucléolos en su interior.

En estudios llevados a cabo en animales, un pequeno por-
centaje de las células de la médula ésea son promonocitos,
considerados células intermedias entre monoblastos y
monocitos. Estudios citoquimicos han identificado pro-
monocitos también en la médula ésea humana normal. Se
trata de células con un nicleo de forma irregular,
indentado, del cual parten delgados filamentos hacia el
interior del citoplasma, aspecto que las distingue de los
progranulocitos. El aparato secretor de los promonocitos
contiene peroxidasa, tanto en el reticulo endopldsmico
como en el aparato de Golgi y en los granulos. Los
promonocitos se dividen rapidamente vy originan el

Microvellosidades
citoplasmaticas

Nucleo en
posicion
excentrica

MNucléolos

Granulos

Cromatina en actmulos

Citoplasma con aspecto
de vidric esmerilado

Granulaciones
finas

Surco
nuclear

Vacuolas

https://profess

Monoblasto

Citoplasma sin granulos

Nucléolos

Cromatina delicada

Pequefios granulos

Ntcleo hendido v plegado

Nucléolos

\""“»a‘.._.-_./"’
Promonocito

A

El monoblasto es una célula de nicleo grande con uno o dos nucléolos, El
citoplasma es escaso y son poco distinguibles del mieloblasto. El promonocito
contiene en su citoplasma un nidmero variable de granulos azuréfilos.

El monocito se encuentra en médula dsea y en sangre, siendo de menor tamanio
que el promonocito. En su nicleo son indistinguibles los nucléolos.

A 4

Nicleo con forma
de herradura

Circunvoluciones
cerebroides del nlicleo

’g—— Citoplasma azul grisaceo

Nucleo lobulado

Granulaclones

Surcos nucleares

Citoplasma azul
grisaceo

Nuclso
segmentado

Granulos
azurofilos
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monocito maduro, que es una célula mds pequefia, mds
activa funcionalmente y que ha perdido su capacidad de
mitosis.

L0osS MONOCITOS

El monocito maduro es una célula mévil de aproximada-
mente 12 a 15 mem de didmetro, cuyo nicleo ocupa cerca
de la mitad del 4rea celular, generalmente estd ubicado en
una posicién excéntrica y de forma irregular, descrita por
lo comtin como célula “en herradura”. En el interior del
nicleo puede distinguirse una caracteristica red de
cromatina que forma actimulos ubicados periféricamente.
Al microscopio electrénico se distinguen uno o dos nucléolos
pequefios rodeados de cromatina.

El citoplasma contiene un nimero variable de granulos y
vacuolas. A la microscopia electrénica pueden observar-
se numerosas mitocondrias pequefias v elongadas, un
complejo de Golgi bien desarrollado y una cantidad va-
riable de ribosomas y polirribosomas. Lo que distingue al
monocito es la gran cantidad citoplasmatica de micro-
tdbulos y microfibrillas, generalmente dispuestas alrede-
dor del ndcleo. Los grinulos citoplasmaticos son similares
a los observados en los granulocitos, densos, homogéneos
y que contienen fosfatasa dcida y arilsulfatasa, por lo
tanto, son lisosomas primarios. Luego de la endocitosis,
los lisosomas se fusionan al fagosoma, formando los
lisosomas secundarios.

La superficie celular presenta gran cantidad de micro-
vellosidades. En la circulacién, los monocitos representan
entre un 4%y un 8% de los leucocitos sanguineos, perma-
neciendo en ella cerca de 32 horas promedio. Tienden a
adherirse a las paredes vasculares y responden a estimulos
quimiotécticos efectuando movimientos de diapédesis ac-
tiva entre las células endoteliales hasta alcanzar los tejidos,
en cuyo interior maduran a macréfagos; adquieren un
mayor volumen celular e incrementan su capacidad fa-
gocitaria mediante un aumento en el ndmero de las enzi-
mas hidroliticas en el interior de los lisosomas (fosfatasas,
estearasas, B-glucuronidasas, lisozima, arilsulfatasas, etc.).
Los monocitos continuamente emigran desde la circula-
cién hacia los tejidos periféricos.

Los MACROFAGOS

Los macréfagos son monocitos diferenciados en el interior
de diferentes tejidos y se distinguen de sus predecesores

por presentar un mayor volumen celular, un aumento en el

nimero de granulos citoplasmaticos, una mayor heteroge-
neidad de la forma celular y un incremento en el nimero
de vacuolas claras intracitoplasmaticas. La forma del
macréfago y ciertas caracteristicas morfol4gicas y funcio-
nales dependerdn del tipo de tejido en el cual reside. Los
macrdfagos del bazo tienen como funcién el secuestro v la
destruccion de eritrocitos anormales o envejecidos, por lo
cual evidencian agregados intracitoplasmaticos de ferri-
tina. Los macréfagos de la médula dsea forman parte de las
islas eritroblésticas y también ejercen funciones de
eritrofagocitosis, almacenamiento y transferencia de hie-
rro. Los macréfagos hepaticos (células de Kupffer) se ubi-

can en los sinusoides del higado v también fagocitan
eritrocitos y otros elementos celulares, constituyendo im-
portantes sitios de almacenamiento de hierro. Los ma-
créfagos de los alvéolos pulmonares, de la Idmina propia
del tracto gastrointestinal, y de los liquidos pleural y
peritoneal reflejan en su morfologia su funcién especifica
de fagocitosis de microorganismos, células y detritus de
acuerdo con su localizacién tisular.

La mayoria de los macréfagos tienen un diametro de en-
tre 25 y 50 mem, con un niicleo excéntrico fusiforme que
contiene uno o dos nucléolos en su interior y una fina cro-
matina que tiende a formar actimulos en forma similar a
lo observado en los monocitos. El citoplasma evidencia
gran cantidad de grdnulos y vacuolas claras cercanas a la
periferia, lo cual evidencia la activa pinocitosis celular,
Numerosos y prominentes microttibulos y microfilamen-
tos citoplasmaticos permiten el movimiento celular. De
hecho, los macréfagos activados se distinguen por sus
notables pseudépodos.

La principal caracteristica morfolégica de los macré-
fagos, independientemente del sitio en el cual se locali-
cen, es la presencia de lisosomas que con frecuencia se
observan fusiondndose con fagosomas para formar
lisosomas secundarios. Dentro de estos tiltimos pueden
verse material de digestién de células, bacterias y otros
detritus.

Citoplasma reticutar

Nucleo ovalado
Granulos
Vacuolas

Nucleo en
posicion
exceéntrica

Cromatina fina
en acimulos

Eritracitos
Vacuolas
Particulas fagocitadas

Fragmentos nucleares fagocitados

A

El monocito al ingresar a los tejidos se transforma en macréfago, célula con
gran capacidad fagocitica y con una vida media de hasta 70 dias,

RECEPTORES Y ANTIGENOS DE SUPERFICIE DE
MONOCITOS Y MACROFAGOS

Los monocitos y los macréfagos tienen diversos receptores
en la superficie celular que representan marcadores de
origen, migracién y funcién: para la porcién Fe de las
inmunoglobulinas, para diversos componentes del comple-
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DISTRIBUCION DEL
SISTEMA FAGOCITICO MONONUCLEAR

- Médula ésea

Monoblastos
Promonocitos
Monocitos

Macréfagos de las islas eritroblésticas

* Sangre periférica

Monocitos

* Cavidades corporales

Liquido peritoneal

Liquido pleural

* Focos de inflamacién

Células epitelioides
Macréfagos exudados

Células gigantes multinucleadas

- Tejidos

mento, para varias citocinas, para péptidos y pequefias
moléculas (serotonina, histamina, sustancia P endorfinas,
encefalinas), para distintas hormonas (insulina, gluco-
corticoides, angiotensina), para transferrina y lactoferrina,
para lipoprotefnas, para coagulantes y anticoagulantes
(fibrindgeno, fibrina, o1-antitrombina, heparina), para
fibronectina, para laminina, para agonistas colinérgicos y
adrenérgicos, etc. Todo esto demuestra la importantisima
interaccién que ejercen estas células y sus numerosas fun-
ciones.

De la misma manera, monocitos y macréfagos contie-
nen una serie de antigenos de superficie que los carac-
terizan y distinguen algunas de sus funciones. Tal es el
caso de la funcién como células presentadoras de
antigenos, para lo cual exhiben en la superficie celular
moléculas de clase II del complejo mayor de histo-

Higado (células de Kupffer)
Pulmén (macréfagos alveolares)
Tejido conectivo (histiocitos)
Bazo (células de la pulpa roja)
Ganglios linfaticos

Timo

Hueso (osteoclastos)

Tejido sinovial (células tipo A)
Tracto gastrointestinal

Tracto genitourinario
Glandulas endocrinas

Sistema nervioso central (microglia)

Piel (células dendriticas)

compatibilidad (MHC): HLA-DR, -DP y-DQ. Existe
una amplia variabilidad en la expresién de HLA de
acuerdo con el tejido en el cual se encuentre el
macrédfago: mientras que los ubicados en el bazo contie-
nen un alto porcentaje de células HLA-DR positivas
(50%), los macréfagos peritoneales tienen un niimero
relativamente bajo (10% a 20%). Diversas linfoquinas,
especialmente el interferén-y, son capaces de inducira
los macréfagos a expresar altos niveles de antigenos del
MHC de clase II, mientras que la prostaglandina E, la
alfa-fetoproteina y los glucocorticoides producen una
regulacién descendente de la expresién de HLA-DR
en estas células.

Otros antigenos de superficie presentes en los macréfagos
y monocitos son los receptores para CD11, CD14, CD68
y CD4.
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CLASIFICACION ANTIGUA DE LOS LINFOMAS

WORKING FORMULATION

1982

BAJO GRADO

A Linfoma linfocitico pequefio con diferenciacién plasmocitoide o sin ella.

B Linfoma folicular de células hendidas pequenas.

C Linfoma folicular mixto, de células hendidas pequefias y células grandes.

GRADO INTERMEDIO
D Linfoma folicular de grandes células.
E Linfoma difuso de células pequenias hendidas.

F Linfoma difuso mixto, células pequefias hendidas y células grandes.

G Linfoma difuso de células grandes.

ALTO GRADO

H Linfoma inmunobléstico de células grandes.
1 Linfoma linfoblastico.

J Linfoma de células pequefias no hendidas.

OTROS

K Células vellosas, linfoma cutdneo de células T, neoplasia histiocitica, neoplasia plasmocitica, etc.

CLASIFICACION ACTUAL DE LOS LINFOMAS Y SU CORRESPONDENCIA
CON LA CLASIFICACION ANTERIOR

REAL

1994 (modificado en 1999)

NEOPLASIAS DE CELULAS B

NEOPLASIAS DE CELULAS T

PRECURSORES
- Leucemia/linfoma linfoblastico de precursores B (I)

CELULAS B MADURAS

- Leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico
de células pequenias (A)

- Linfoma linfoplasmocitario (A)

- Linfoma prolinfocitico (A)

- Linfoma de células del manto (B, E)

- Linfoma folicular (B, C, D)

- Linfoma folicular cutineo (B, C, D)

- Linfoma de la zona marginal (B, C, E, F)

- Leucemia de células vellosas (K)

- Plasmocitoma/mieloma de células plasmaticas (K)

- Linfoma difuso de células B grandes (G, H)

- Linfoma de Burkitt (J)

- Linfoma de células plasméticas (K)

PRECURSORES
- Leucemia/linfoma linfoblastico de precursores T (I)

CELULAS T MADURAS Y CELULAS NK

- Leucemia prolinfocitica de células T (A)

- Leucemia de linfocitos grandes granulosos (A)

- Leucemia agresiva de células NK (K)

- Linfoma de células T/NK nasal y tipo nasal
(linfoma angiocéntrico (E, F)

- Micosis fungoides (A, E, K)

- Sindrome de Sezary (A)

- Linfoma angioinmunoblastico de células T (F H)

- Linfoma de células T periféricas no especificado (E, |, G,H)

- Linfoma/leucemia de células T del adulto (K)

- Linfoma anaplésico de grandes células (H)

- Trastornos linfoproliferativos cutdneos de células T CD30
primariamente cutdneos (H)

- Linfoma intestinal de células T (E H)
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FROTIS DE SANGRE PERIFERICA: LA SERIE BLANCA

La variada gama de células que contienen los extendidos de
sangre periférica debe su rigueza en mayor proporcion a los
integrantes de la serie blanca o leucocitos, cuya vital partici-
pacién en funciones relacionadas con la respuesta inmimne
especifica e inespecifica es frecuentemente reflejadu en las
alteraciones cuali-cuantitativas que se ponen de manifiesto
en la sangre de pacientes afectados por patologias infec-
tocontagiosas.

La sangre contiene varios tipos de células con diferentes
funciones y éstas varian desde el transporte de oxfgeno ala
produccién de anticuerpos. Algunas de estas células reali-
zan sus funciones en el sistema circulatorio mientras que
otras utilizan la sangre como medio de transporte para al-
canzar otros tejidos. Sin embargo, todas ellas comparten
caracteristicas en comtin como set su vida media limitada
y su renovacién en forma continua a lo largo del ciclo de
vida del ser humano. Notablemente, todas provienen de
un mismo tipo de célula germinal (stem cell) que se en-
cuentra en la médula 6sea. Estas células germinales son
totipotentes, pudiendo dar origen a todos los tipos de célu-
las del tejido sanguineo y también a otros tipos de células,
como los osteoclastos, que forman parte del tejido conectivo.
Dentro de las células que forman el tejido sanguineo en-
contramos a los glébulos rojos que transportan oxigenoy
diéxido de carbono, plaquetas que intervienen en la coa-
gulacién sanguinea y leucocitos o glébulos blancos que
combaten infecciones y en algunos casos digieren dese-
chos celulares actuando como recolectores/reprocesadores
de residuos. Los leucocitos tienen también la habilidad de
atravesar los capilares sanguineos y migrar hacia los tejidos
donde son requeridos.

Los glébulos blancos pueden ser clasificados dentro de tres
categorias en base a su morfologia revelada por tinciones
histoquimicas y resuelta por microscopia dptica: granu-
locitos, monocitos y linfocitos. Los granulocitos contienen
numerosos lisosomas y vesiculas secretorias y las tinciones
permiten visualizar diferencias entre ellos en cuanto a
bioquimica y funcién, forman parte de este grupo
neutréfilos, baséfilos y eosindfilos. Los neutréfilos, o tam-
bién llamados polimorfomonucleares debido a que su ni-
cleo presenta varios l6bulos, son los més abundantes y su
funcién es fagocitar microorganismos, comtinmente bac-
terias. Los baséfilos secretan histamina y median respues-
tas inflamatorias y los eosinéfilos colaboran en la destruc-
cién de parésitos y modulan respuestas alérgicas infla-
matorias. Los monocitos, una vez que dejan el torrente
sangufneo, dan origen a células llamadas macréfagos, cé-
lulas fagociticas por excelencia, capaces de ingerir bacte-
rias y protozoos. Los macréfagos, junto con los neutréfilos,
albergan gran nimero de lisosomas especializados cuyo
contenido es capaz de generar moléculas altamente
reactivas (radicales libres), como el anién superéxido (O,),
el hipoclorito, y que a la vez posee hidrolasas concentra-

das. Los macréfagos, tienen vida media mas larga que los
neutréfilos, y son responsables de la remocién de células
danadas y tejidos senescentes o muertos. Existen dos clases
principales de linfocitos: los linfocitos B, que deben su nom-
bre a que se desarrollan en la médula ésea (de la denomi-
nacién inglesa bone marrow) y son los encargados de la
produccién de anticuerpos, y los linfocitos T, que se nom-
bran asf porque completan su desarrollo en el timo, y que
son los responsables de la inmunidad celular, o que incluye
actividades de modulacién de la respuesta inmune de otros
glébulos blancos y hasta la capacidad de destruir células
infectadas por diversos patdgenos.

LAS TINCIONES HISTOLOGICAS REVELAN
DIFERENCIAS BIOQUIMICAS Y MORFOLOGICAS

La observacién de los estadios de diferenciacién celular
requiere la obtencién de material mediante puncién
aspirativa, que en el adulto se puede practicar en el
esternén o en la cresta ilfaca posterior. Luego de [a ob-
tencién de este material se realiza el extendido de los
grumos medulares, que una vez tefiido puede visua-
lizarse con microscopia éptica. Las tinciones histoldgicas
permitieron grandes avances en la ubicacién de estas
clases celulares y en la caracterizacién de distintos tipos
de leucemias, enfermedad maligna que puede incluir a
las células madre o precursoras y a su linaje posterior. La
coloracién de Wright o la de May-Griinwald-Giemsa
son utilizadas tanto para médula ésea como para sangre
periférica y permiten revelar los distintos estadios de
diferenciacién celular. Estas tinciones también se deno-
minan pandpticas, ya que colorean tanto los elementos
basicos como los dcidos que se encuentran en el ex-
tendido. Los componentes que forman esta coloracién
son tres: azul de metileno, azur de metileno y eosina. El
azul de metileno es un componente basico que tifie es-
tructuras acidicas de la célula impartiéndoles una colo-
racion azul-violdcea; la eosina vy el azur de metileno son
compuestos dcidos que tifien estructuras alcalinas, otor-
géndoles coloracién rojo-anaranjada y rojo-violdcea
respectivamente. La tincién para la deteccién de
peroxidasas imparte una coloracién marrén-rojiza a las
células con granulos peroxidasa positivos v permite [a
clasificacién morfolégica de leucemias mielociticas agu-
das. La coloraci6n esterasa inespecifica, permite [a dife-
renciacion primaria entre leucemias mielomonociticas
y monociticas de otras leucemias mielociticas, otorga

. una coloracién marrén-anaranjada en caso de ser positi-

va la reaccién. La reaccion de PAS (Periodic-Acid-
Schiff), permite la deteccién de polisacéridos v de muco-
polisacaridos intracelulares. La serie granulocitica, PAS
positiva, se revela en color borgofia v va incrementandose
en el linaje celular hasta llegar a un maximo en los
neutréfilos. Esta coloracién se utiliza en el diagnéstico
del sindrome mielodisplésico v de eritroleucemias.
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(ORIGEN Y LINAJE DE LA SERIE GRANULOCITICA

La generacién de células que forman el tejido sanguineo
es también llamada hematopoyesis y ocurre en la médula
6sea. A partir de una célula madre, pasando por diversos
estadios de diferenciacién, pueden originarse plaquetas,
eritrocitos v glébulos blancos. Con respecto a los linfocitos,
existen atin hoy en dfa controversias acerca de si derivan
de la misma célula que da origen al resto de las células del
tejido hematopoyético o si derivan de una célula madre
linfoide, sin guardar relacién con los otros tipos celulares.
Por esta causa se suele dividir a la hematopoyesis en
linfopoyesis o produccién de linfocitos y mielopoyesis, cuan-
do se refiere a la generacién del resto de las células.

La secuencia celular que se origina para la serie
granulocitica a partir de la célula madre deriva en el
mielocito, a partir de donde ya divergen las tres lineas
celulares (baséfilos, eosinéfilos y neutréfilos). Las células
de la granulopoyesis comprenden de un 60 a un 65% de las
células presentes en la médula ésea. Los cambios
morfolégicos que ocurren en este tipo de células incluyen
la reduccion de la relacién nicleo-citoplasma, desapari-
cién de nucléelos y de la basofilia citoplasmatica, aparicion
de la granulacion primaria azurdfila a partir del promielocito
y aparicién de la granulacién secundaria especifica
(neutrdfila, eosindfila o baséfila) a partir del mielocito. El
mieloblasto es una célula cuyo tamafio oscila entre los 15
y 20 um de forma redondeada u oval. El nticleo es de
forma redondeada y de gran tamafio con respecto al volu-
men celular y estd provisto de cromatina reticulada con
presencia de dos o tres nucléolos bien visibles. El citoplas-
ma baséfilo (azul oscuro) es escaso y estd desprovisto de
granulacién y vacuolas. El promielocito es la célula de
mayor tamano presente en una granulopoyesis normal, su
tamafo puede encontrarse entre los 16y 25 pm. Su forma
es redondeada u oval y el niicleo todavia presenta algtin

Mieloblasto

Promielocito

nucléolo visible al microscopio 6ptico. El citoplasma es
baséfilo y contiene granulos que se disponen en la cerca-
nia del ndcleo dejando una zona mas clara, agranular. La
granulacién citoplasmatica toma coloracién rojo-violdcea
con las tinciones pandpticas y su contenido de mielo-
peroxidasa es el mejor marcador enzimdtico de este tipo de
granulacién primaria, responsable de reaccién positiva con
la tincién de negro Sudén. En la granulacién primaria
también se puede detectar la presencia de beta-
galactosidasa, beta-glucuronidasa, esterasay N-acetil-beta
glucosaminidasa, entre otras. El mielocito es un estadio

Metamielocito

Mielocito

posterior de maduracién, es una célula redondeada de
tamafio entre 15y 20 um. El nticleo es de redondo a oval y
puede presentar una indentacién en la cara que mira ha-
cia el citoplasma, los nucléolos no son mas visibles y la
cromatina se condensa formando ctimulos. Esta célula es
la dltima con capacidad mitética de la serie. El citoplasma
pierde su coloracion baséfila y se presenta con gran canti-
dad de granulos primarios, los que se irdn reemplazando en
forma progresiva aunque no en su totalidad por granula-
cién secundaria especifica, coexistiendo ambas formas en
todos los elementos de la serie. Los granulos secundarios
son de menor tamano y menos densos que los primarios;
son mieloperoxidasa negativos y contienen mayor propor-
cién de lisozima. A partir de esta célula se generan las tres
lineas de células granulociticas: neutrdfilos, baséfilos v
eosindfilos. El metamielocito tiene un tamafio entre 10y
15 pm, la forma del niicleo es reniforme y tiene varios
ctimulos cromaticos. Esta célula ha perdido su capacidad
mitética y s6lo es capaz de diferenciarse. Al progresar la
maduracién de esta célula hacia neutréfilo el nicleo se
angosta aiin més, dando origen a las bandas, caracteristica
de estas células. La mayoria de los neutréfilos en banda
se localizan en la médula 6sea, pasando de un 2 aun 5% a
sangre periférica aunque estos porcentajes se pueden mo-
dificar en procesos infecciosos.

Neutréfilo
en banda

Neutréfilo segmentado

Los eosinéfilos y los basofilos pasan por los mismos estadios
de maduracién que los neutréfilos hasta llegar a mielocito.
Es a partir de esta célula donde divergen las tres lineas
granulociticas debido al reemplazo parcial y diferencial de
la granulacién primaria por la granulacién secundaria es-
pecifica en cada una de ellas. Los eosinéfilos inmaduros
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Eosinéfilo Basdfilo

tienen el ntcleo de forma redondeada a oval. Con la
tincién de Wright o la de May-Griinwald-Giemsa se obser-
va que la granulacién est4 uniformemente distribuida por
la célulay a medida que madura, cambia su coloracién de
azulada a marrén-anaranjada y finalmente a naranja. Esta
tincién también permite visualizar la granulacién de los
baséfilos inmaduros de color azul intenso a violeta, dis-
tribuida en forma irregular, ocultando parcialmente al ng-
cleo, el cual atin no se visualiza en forma lobada.

SERIE MONOCITICA Y LINFOCITICA

La forma mas joven presente en médula dsea de la serie
monocitica es el monoblasto, diferenciable del mielocito
por su actividad esterasa inespecifica positiva. Los
promonocitos son células de 15 a 20 um y una elevada
relacién nicleo-citoplasma. El niicleo de bordes irregula-
res, con pliegues e indentaciones, presenta la cromatina
mids condensada que el monoblasto y son reconocibles
uno o dos nucléolos. El citoplasma es intensamente
baséfilo debido a la presencia de polirribosomas. Esta cé-
lula en su paso a sangre periférica se transforma en
monocito y luego en macréfago al abandonar el torrente
sanguineo, de esta forma las células de [a serie monocirica
tienen diferente funcién, localizacién y aspecto
morfolégico segiin sea el estadio de diferenciacién en el
que se encuentren.

Los linfocitos By T provienen de un ancestro coman, una
célula germinal totipotente presente en médula 6sea en el
adulto y en el higado fetal. Las formas linfocitarias madu-
ras son morfolégicamente indistinguibles entre si con
microscopia Sptica. Los estadios de maduracién de los
linfocitos B en la médula ésea son: linfocito pre-pre B,
linfocito pre B, linfocito B inmaduro y linfocito B maduro.
Los linfocitos B maduros salen de la médula sea y se diri-
gen a los 6rganos linfiticos periféricos, ubicandose en los
foliculos linfoides. Aqui, proliferan bajo un estimulo
antigénico adecuado formando poblaciones linfoides de
acuerdo al antigeno que estimulé su proliferacién. Estas
células pueden dejar los foliculos linfoides y situarse en los
cordones medulares convirtiéndose en células secretoras
de inmunoglobulinas o bien regresar al estado quiescente
de linfocito B de memoria. Los linfocitos T generados en
médula ésea se liberan al torrente sanguineo en un estadio
llamado protimocito, éste al legar al epitelio timico y bajo
accién hormonal se transforma en timocito inmaduro,
timocito cortical tardio y timocito medular. En sangre
periférica se pueden encontrar linfocitos T supresores, T

colaboradores, T citotdxicos y T de hipersensibilidad retar-
dada, s6lo distinguibles por marcadores inmunolégicos de
membrana. Los linfocitos T de memoria pueden encon-
trarse en los Grganos linfoides periféricos.

LA SERIE BLANCA EN SANGRE PERIFERICA

Las diferentes formas celulares maduras provenientes de
la serie granulocitica, linfocitica y monocitica, son libera-
das al torrente sanguineo donde pueden ser detectadas
mediante la preparacién de extendidos de sangre periférica
(frotis). Las coloraciones mas frecuentemente utilizadas
son las de May-Griinwald-Giemsa y la de Wright, existien-
do otras coloraciones que complementan la informacién
obtenida para células con morfologfas similares. Las células
blancas son ficilmente reconocibles ya que son las tinicas
nucleadas presentes en sangre periférica.

Los neutréfilos segmentados son el dltimo estadio
madurativo de las células neutréfilas. Constituyen de un 7
a un 25% de las células nucleadas presentes en médula
Gsea y es bajo esta forma que alcanzan sangre periférica.
Son redondeadas de tamafio entre 12 y 14 um, su niicleo
es tinico y se encuentra segmentado en 2 a 5 Iébulos uni-
dos por puentes cromatfnicos delgados. El citoplasma tiene
numerosas granulaciones secundarias que aparecen de
color pardo y en menor nimero granulaciones primarias
color azul oscuro visibles con las coloraciones panépticas.
Citoquimicamente son positivos a peroxidasa y a PAS y
negativos a esterasa no especifica. El conteo normal de
neutrdfilos oscila entre 1,6 a 7,4 10°/ul. Sus precursores
inmediatos son los neutréfilos en cayado, que se caracteri-
zan por tener el niicleo menos segmentado y también se los
puede encontrar en extendidos de sangre periférica nor-
mal, aunque su abundancia se relaciona con infecciones
severas.

Los eosindfilos tienen forma redondeada con tamafio
aproximado de 16 um, el niicleo generalmente se presenta
con dos I6bulos y la granulacién secundaria nunca se dis-
pone por encima del nticleo y es de color naranja a marrén-
anaranjado con las colotaciones pandpticas. Son raramen-
te encontrados en extendidos de sangre no patolégica y su
conteo es de 0,02 a 0,4 10°/ul. Son peroxidasa y PAS posi-
tivos y negativos a esterasa no especifica.

El tamario de [os baséfilos se encuentra entre 10y 13 um.
Elndcleo tiene generalmente 2 o 3 Iébulos unidos por puen-
tes cromatinicos, dificilmente visibles con microscopia 6p-
tica debido a la granulacién densa que cubre a éste. La
granulacién secundaria basofilica suele tener forma
poligonal y aparece de color azul oscuro con las tinciones
habituales. El contenido de estos granulos es rico en
mucopolisacdridos dcidos sulfatados, glucégeno v
peroxidasa, por lo que dan positiva la reaccién de PAS y
peroxidasa.

Los monocitos pueden tener un didmetro de 15 a 30 um
siendo las células de mayor tamario presentes en sangre
periférica, su morfologia es irregular, adquiriendo hasta
formas cuadrangulares y ovales. El niicleo es voluminoso,
no tiene nucléolos y adopta formas en herradura, no lobu-
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LEUCOCITOS EN SANGRE PERIFERICA

Valores normales  Tamafio Alteraciones

Tipo de

leucocito en sangre

celular

Causa probable

Neutrdfilos

1,6-7,4 10°/ul

12-14 um Neutrofilia

Neutropenia

Granulaciones téxicas

Hipersegmentacién nuclear

Estrés, infecciones agudas

o inflamacidn. Si se presenta

con neutrdfilos inmaduros
(cavados) indica infecciones
severas, agudas o crénicas
Medicamentos antiinflamatorios
no esteroideos. Parvovirus, fiebre
tifoidea, malaria. Enfermedades
autoinmunes

Infecciones bacterianas

Probable anemia megaloblastica

Eosinéfilos

0,02-0,4 10°/ul

16 pwm Eosinofilia

Eosinopenia

Alergia o presencia de parasitos
Enfermedades neoplésicas o leucemia
mielocitica aguda

Infecciones agudas o estrés

Basofilos

0-0,15 10%/ul

10-14 pum Basofilia

Granulaciones téxicas

Frecuente en leucemia mielocitica
crénica con conteo alto de
leucocitos o en sindromes
mieloproliferativos

Infecciones bacterianas

Monocitos 0,2-1 10%/ul

15-20 pm Monocitosis

Monocitopenia

Infecciones crénicas (tuberculosis,
fiebre tifoidea). Inflamaciones
crénicas. Leucemia mielomonocitica
aguda o crénica

Aplasia de médula 6sea. Leucemia

con células vellosas

Linfocitos 1-3,5 10%/ul

9.20 um Linfocitosis

Linfopenia

Infecciones (por ej. pertusis,
mononucleosis). Sindromes
linfoproliferativos. Estrés.
Inflamaciones crénicas
Infecciones. Radioterapia.
Enfermedades sistémicas.

Terapias inmunosupresoras
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lado o doblado, la cromatina aparece en hebras finas, ca-
racterfsticas de estas células. El citoplasma aparece en co-
lor azulado grisdceo y puede tener alguna vacuola. Se di-
ferencia de las células de la serie granulocitica por ser
esterasa inespecifica positiva y dar reaccién débil para
peroxidasa y PAS. Los valores normales encontrados en
sangre van de 0,2 a 1,0 10°/ul. Los macréfagos son el dltimo
estadio de maduracién de los monocites v son dificilmente
localizables en sangre periférica.

Los linfocitos son las células mas pequefias de la serie
blanca, su tamafio es variable debido a que la expansién
del citoplasma varfa en funcién de su actividad y oscila
entre 9 y 20 um. En sangre periférica los linfocitos de me-
nor tamafio son los més abundantes. Son las células mas
numerosas, después de los neutréfilos, en extendidos de
sangre normal de adultos con valores que vande 1,0a 3,5
10%/ul. Elnticleo es redondo u oval, sin 16bulos a diferencia
de los monocitos, intensamente tefiido. El citoplasmaes de
color azulado a gris. Al igual que los monocitos son esterasa
inespecifica positivos, presentan coloracién débil para PAS,
y son peroxidasa negativos.

RECUENTO DIFERENCIAL LEUCOCITARIO

La clasificacién manual de los leucocitos utilizando la co-
loracién de Wright permite determinar la relacién porcen-
tual entre las diversas especies leucocitarias. Para ello se
debe trabajar en el 4rea central del extendido y realizar
una observacién sistemética del mismo moviendo la regién
visualizada asegurando la no repeticién del recuento (evi-
tar el solapamiento de las 4reas revisadas). Se recomienda

que preparado sea movido formando una figura de diente
de sierra, de arriba hacia abajo, de izquierda a derecha, de
abajo hacia arriba, de izquierda a derecha, y volver a co-
menzar el recorrido, hasta totalizar un recuento total de
por lomenos 100 leucocitos.

Esideal realizar el recuento en dos extendidos realizados
con la misma muestra para promediar los resultados. Los
porcentajes que se obtienen por este método pueden ser
transformados en valores absolutos al combinar con el re-
cuento total de leucocitos.

Es importante destacar que la precisién del recuento para
las células sanguineas menos predominantes es baja al con-
tar sélo un total de 100 leucocitos. Por ejemplo, si el valor
real de eosindfilos en sangre fuera de 5%, es de esperar que
en el recuento diferencial de un mismo extendido se halle
un valor que oscile entre 2 y 11%. Este rango puede ser
reducido aumentando el nimero total de células
recontadas, sin embargo, esto carece de valor en la evalua-
cién manual de un extendido, y si se requiere mayor preci-
sidn deberfa utilizarse un mérodo autematizado, donde el

ntimero de células contadas puede llegar a 10.000 con
facilidad.
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tienen en promedio una poliploidia de 16N. Todo el ADN
se ubica en un gran niicleo multilobulado en donde cada
uno de estos 16bulos nucleares representa un volumen
diploide de ADN (ZN). En general, existe una relacién
entre el aumento de la poliploidia y el volumen del
megacariocito.

En algin momento de la maduracién del megacariocito se
detiene la mitosis y tiene lugar un proceso de endomitosis,
mediante el cual se replica el ADN sin divisién nuclear ni
celular. Morfolégicamente, la endomitosis se refleja a tra-
vés de la disolucién de la membrana nuclear y la forma-
cién de un huso mitético multipolar. En términos estrictos,
en realidad el megacariocito inicia todos los procesos pro-
pios de la mitosis: profase, prometafase, metafase y llega
incluso a la anafase A, aunque no progresa hacia la anafase
B, telofase ni hacia la citoquinesis. De esta manera, la
célula deviene en la poliploidfa caracteristica.

Bajo microscopia dptica pueden distinguirse diversos esta-
dios madurativos en el megacariocito, que van del I al IV:

- Estadio I (megacarioblasto): célula de aproximadamente
15-20 mem, de nicleo lobulado y citoplasma baséfilo.

- Estadio II (megacariocito baséfilo): ya supera los 20 mem
y presenta un nicleo en herradura, citoplasma baséfilo y
granulos azurdfilos alrededor del centrosoma.

- Estadio III (megacariocito granular): célula de 25-50 mem
con un gran nicleo multilobulado, citoplasma acidéfilo y
numerosos granulos azurdfilos.

- Estadio IV (megacariocito maduro): célula cercanaa los
50 mem de niicleo picnético, en cuyo citoplasma se obser-
van grupos de 10a 12 granulos azuréfilos.

Cada megacariocito produce cerca de 1.000 a 3.000
plaquetas, y se estima que aproximadamente 35.000 a
45.000 plaquetas por microlitro de sangre son producidas
por dia. En determinadas circunstancias en las cuales au-
menta la demanda de plaquetas, la produccién diaria pue-
de aumentar hasta 6 veces. Atn se desconoce el proceso
exacto mediante el cual el megacariocito “libera” plaquetas
ala circulacién, y se han propuesto varias hipétesis. Una de
ellas afirma que el citoplasma del megacariocito se divide
en “territorios”, cada uno de los cuales formar4 una plaqueta
mediante la simple fractura citoplasmatica. Al atravesar
los sinusoides medulares, el nicleo quedarfa retenido y se
liberarfan fragmentos anucleados. El modelo proplaquerario
es el que postula que las plaquetas son el resultado de la
proyeccién de pseudopodos del megacariocito dentro de
los sinusoides medulares, de los cuales se desprenderfan
proplaquetas a la circulacién, es decir, fragmentos del cito-
plasma de los megacariocitos de mayor volumen que las
plaquetas normales, las cuales se formarfan por una nueva
fragmentacion ya en el interior de los sinusoides.

Sibien varios factores son capaces de ejercer efectos so-
bre el desarrollo y la maduracién de los precursores
plaquetarios medulares, el tinico con relevancia fisiolégi-
caes la trombopoyetina. Esta glucoproteina sintetizada
en el higado influye sobre todos v cada uno de los pasos
madurativos medulares, desde la meg-BFC y la meg-CFC,

Nicleos de

mm&dwle

Microm

con un solohc

Megacariocitos patoladgicos - Trombocitosis esencial

A

Alteracién de los megacariocitos. Leucemia aguda megacariocitica (M7) y
trombocitosis esencial.

hasta el megacariocito. De hecho, todas estas células ex-
g
presan en su superficie el receptor de trombopoyetina

(c-Mpl).
MORFOLOGIA DE LAS PLAQUETAS

Las plaquetas no son més que pequefios fragmentos celu-
lares, por lo tanto, carecen de niicleo. Su dismetro prome-
dio varfa de 1,5 a 3 mem, cerca de un tercio a un cuarto del
tamafio de un eritrocito. Existe una considerable variabili-
dad en el tamafio de las plaquetas entre diferentes indivi-
duos y en una misma persona, de modo tal que no es raro
encontrar en la misma muestra de sangre plaquetas del
doble del tamafio que otras.

A la microscopia electrénica, las plaquetas presentan un
glicocdlix de 14 a 20 nm formado por glicoproteinas,
glicolipidos, mucopolisacaridos y protefnas plasmaticas
adsorbidas. La superficie plaquetaria presenta una serie de
indentaciones que forman un sistema canalicular hacia el
interior de la plaqueta.

En su interior se distinguen varios tipos de granulos que
alcanzan el exterior fusionandose a la membrana plasmatica
oa cualquier porcién del sistema canalicular. Existen cua-
tro diferentes tipos de granulos plaquetarios: granulos o,
cuerpos densos, lisosomas y microperoxisomas.
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FORMULA PLAQUETARIA

Los granulos o son los mds abundantes, cerca de 50 a 80
por cada plaqueta, y tienen un didmetro promedio de 200
nm. En su interior pueden distinguirse diferentes electro-
densidades que corresponden a las diversas proteinas que
contienen. De hecho, virtualmente todas las protefnas
plasméticas pueden estar en el interior de estos granulos.

Las proteinas plaquetarias especificas constituyen una se-
rie de quemogquinas e incluyen al factor plaquetario 4 y a
la familia de las B-tromboglobulinas. Otras proteinas pre-
sentes en los granulos o son: fibrinégeno, factor de Von
Willebrand, fibronectina, trombospondina, factores de la
coagulacién (factor V, proteina S, factor XI), factores de
crecimiento (PDGE TGF-B, factor de crecimiento

Citoplasma granuloso

endotelial, VEGE etc.), inhibidores de la fibrindlisis,
inmunoglobulinas y otras.

Los cuerpos densos estén presentes en niimero de 3a8en
cada plaqueta. Estos granulos electrodensos de aproxima-
damente 20-30 nm de didmetro contienen calcio,
serotonina, ADPy ATR La liberaci6n del contenido de los
cuerpos densos por parte de las plaquetas activadas ejerce
un efecto de retroalimentacién positiva sobre la agrega-
cién plaquetaria, ya que el ADP es un potente agonista
plaquetario y la serotonina algo més déhil.

En el interior plaquetario también pueden observarse
microtibulos y microfilamentos que le otorgan motilidad a
la plaqueta, y un ntimero variable de mitocondrias.

Vacuolas

Muiltiples
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Megacariocito maduro
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Trombocitos

Megacariocito maduro y liberacién de plaquetas.

Trombocitos patolégicos - Mielofibrosis leucémica

Trombocitos patolégicos - Trombocitopatia

Trombocitos patolégicos.
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FORMULA PLAQUETARIA

FROTIS DE SANGRE PERIFERICA: PLAQUETAS

Las plaquetas son los elementos particulados mas peque-
fios de la sangre, carecen de ntcleo y su vida media es
muy corta, sin embargo, su indispensable participacién en
el mantenimiento de la hemostasia demuestra que para
ser importante no es necesario contar con un gran tamano.

(GENERACION DE LA SERIE PLAQUETARIA

Los progenitores de las plaquetas, derivados de las células
germinales de la médula ésea, realizan su proceso de creci-
miento y diferenciacién pasando por estadios reconocibles
en la visualizacién con microscopia éptica de extendidos
medulares. El promegacarioblasto, primera célula pre-
cursora distinguible, presenta un solo nicleo, de aspecto
pseudo linfoide y para su identificacién es necesaria la
reaccion de reconocimiento con marcadores moleculares
o enzimdticos especificos. El megacarioblasto, el siguien-

te precursor, tiene un tamafio de entre 6 y 24 um, el cito-
plasma se colorea de azul oscuro, sin granulos y es frecuen-
te la presencia de prolongaciones pseudopédicas. El nii-
cleo es nico, de forma eliptica o con dos 16bulos y de gran
tamafio, la cromatina es laxa y se distinguen varios nucléolos.
Por granulogénesis citoplasmética se transforma en
promegacariocito, cuyo tamafo oscila entre los 30 y 50
A y presenta numerosas prolongaciones citoplasméticas;
el nucleo posee varios Iébulos, la cromatina es més com-
pacta que en los anteriores estadios y no se distinguen
nucléolos. El citoplasma aparece en mayor proporcién co-
lor azul oscuro con regiones limitadas de coloracién rojo
violdcea.

Los megacariocitos, el siguiente eslabén, constituyen del
0,1 al 0,5% de las células nucleadas medulares. Su tamafio
puede llegar a 100 um, y su niicleo es multilobulado y
POLIPLOIDE (hasta 16n). Es posible distinguir dos tipos
de megacariocitos. En el megacariocito granular el cito-
plasma es de coloracién rosada y presenta gran niimero de
granulos de color azul oscure, su tamano puede llegar a los
55 pm. El megacariocito maduro, liberador de plaquetas,

presenta granulaciones rojo-violdceas (azuréfilas) y su ta-
mafio es mayor al anterior. Generalmente, se ubican en la
cercania de los capilares sangufneos y extienden prolonga-
ciones citoplasmaticas penetrando en el lumen de aqué-
llos. De esta manera se generan las PLAQUETAS, por
desprendimiento de pequefias porciones de las prolonga-

ciones megacariociticas dentro del lumen de los capilares
sanguineos presentes en la médula 6sea, de donde acce-
den al torrente sanguineo.

PLAQUETAS: ASPECTO NORMAL

Las tinciones més ampliamente difundidas para visualizar
extendidos de sangre periférica o de médula ésea son las
de Wright y la de May-Griinwald-Giemsa, ambas estan
compuestas por azul de metileno, eosina y azur de metileno.
El azul de metileno es un componente alcalino que impar-
te una coloracién azul-violdcea a los componentes 4cidos
celulares; la eosina otorga coloracién rojo-anaranjada y el
azur de metileno rojo-violdcea, siendo ambos componen-
tes 4cidos que por lo tanto colorean estructuras bésicas.
Estas coloraciones reciben el nombre de “panépticas”, ya
que colorean tanto los componentes dcidos como bésicos
de la célula. Otras tinciones (tiles en la visualizacién pla-
quetaria en extendidos de sangre son las reacciones del
dcido peryddico de Schiff (PAS) que revela los granulos
de glucégeno otorgandoles coloracién borgofia y la reac-
cién esterasa no especifica que produce una coloracién
que varia entre naranja y marrdn.

Las plaquetas son los elementos de sangre periférica de
menor tamafio, pueden variar entre 1y 4 um v estdn
desprovistas de nicleo, por lo que no son células verdade-
ras, sino fragmentos citoplasmaticos provenientes de
megacariocitos. Son visibles en los extendidos de sangre
periférica coloreados con las tinciones antes mencionadas
(Wright o May-Griinwald-Giemsa) en general con forma
discoide, pero ésta se modifica con facilidad debido a la
manipulacién que lleva el proceso de extendido, pudien-
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FORMULA PLAQUETARIA

do aparecer con forma redondeada y emitiendo prolonga-
ciones delgadas. Al microscopio éptico pueden distinguir-
se dos zonas: una central llamada cromémero, con fina
granulacién rojo-purptirea donde se agrupan las organelas,
y una externa llamada hialémero, en general incolora o
ligeramente azulada.

Los valores normales de plaquetas estimados a partir del ex-
tendido de sangre se encuentran entre 130 a 360 x 10°/ul,
mientras que en el caso de contadores autométicos
hematolégicos o recuento en cdmara los valores obte-
nidos son mayores por caracteristicas propias de estos mé-
todos. Si el extendido se preparé a partir de sangre no
anticoagulada, las plaquetas se agregan dando la impre-
sién de un recuento por debajo de los valores normales.
En el microscopio éptico, con objetivos de bajo aumento
(10 x 040 X) se comprueba la coloracién y distribucién
adecuada de estos elementos sobre el extendido. Luego
con objetivo de inmersién (100 X) se estima el niimero de
plaquetas en varios campos sucesivos debiéndose encon-
trar de 5 a 15 plaquetas por campo o | plaqueta cada 10 a
20 glébulos rojos. Las alteraciones de recuento por debajo
de este rango son llamadas trombocitopenias y por enci-
ma trombocitosis.

ANOMALIAS PLAQUETARIAS

La alteracién en niimero de plaquetas por encima de los
valores normales se denomina trombocitosis. En estos casos
es poco comiin que los valores excedan los 1000 10%/ul, si
no se encuentran presentes otros factores de riesgo es rara

Trombocitos

la derivacién hacia una trombosis. Valores atin més altos
que los mencionados anteriormente (por encima de 3000
10°/ul) se pueden encontrar en desérdenes de tipo
mieloproliferativo, con aumentos persistentes del nimero
de plaquetas, y pueden estar asociados con complicacio-
nes trombdticas y/o sangrado. La trombocitopenia se en-
cuentra presente en casos donde el recuento de plaquetas

es inferior a 130 10°/ul, por debajo de 20 10°%/ul se produce
sangrado espontineo. Las causas de este desorden pueden
deberse a: disminucién de la produccién o de la vida me-
dia de estos elementos, atrapamiento (como en varios ca-
sos de esplecnomegalia) o después de transfusiones de san-
gre. Pseudo trombocitopenia se produce en algunos ca-
sos en donde la sangre del paciente se aglutina a pesar de
estar anticoagulada con EDTA. En esta situacién se pro-
duce un falso recuento por debajo de los valores normales
en los analizadores automaticos y debe determinarse el
niimero real de plaquetas a partir del extendido de sangre.
Una manera de evitar la agregacién es utilizar otro
anticoagulante o realizar el recuento a partir de sangre
capilar.

Existen alteraciones de tamafio de las plaquetas, cuando
se encuentran elementos de este origen con didmetro
mayor de 5 wm. Estas son llamadas plaquetas gigantes,
tienen forma redondeada, poseen una fina granulacion de
color azul a violeta en su interior y los bordes no se visualizan
en forma definida. Normalmente no son detectadas por
los analizadores automdticos, dando lugar a una reduc-
cién en el recuento con respecto a los valores normales. La
presencia de estas formas se debe usualmente al incre-
mento de cariocitopoyesis a partir de los megacariocitos
medulares y puede ocurrir debido al aumento del consu-
mo de plaquetas en enfermedades como la trombocitopenia
inmunitaria o por el incremento de la produccién a nivel
medular en la trombocitemia esencial. También se encuen-
tran junto con neutréfilos con granulacién basofilica en
pacientes con anomalia de May-Hegglin y en el sindrome
de Bernard-Soulier. Cuando nos encontramos con
plaquetas que difieren en tamafio nos encontramos frente
a una modificacién cualitativa y debe considerarse altera-
do cualquier elemento cuyo didmetro exceda los 4 um, las
causas se deben al incremento de la generacion a nivel
médula ésea y esta modificacién puede deberse al mismo
origen de los casos comentados para las plaqueras gigantes.
En extendidos de sangre es posible encontrar remanentes
de megacariocitos, éstos se distinguen por su forma re-
dondeada, granulacién gruesa de color violeta a azul oscu-
ro debido a la presencia de cromatina, pero carentes de
nicleo v citoplasma residual escaso con las tinciones
pandpticas habituales.
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BIOSEGURIDAD EN EL LABORATORIO

HEMATOLOGICO

Ellaboratorio supone para el operador una serie de riesgos
que pueden reducirse con la adopcién de medidas de pre-
vencién simples y eficaces.

Los riesgos pueden ser tanto de naturaleza quimica como
biclégica, y es importante en primer lugar enumerarlos para
entender cémo protegerse.

La sangre como tal y su manejo debe imponer respeto,
puesto que en una muestra pueden hallarse cantidades
suficientes de agentes patégehos como para resultar fuente
de una infeccién; la via de ingreso mas comtin para estos
patdgenos son pequefias soluciones de continuidad (he-

ridas) en la piel que muchas veces pueden no ser evi-
dentes. El uso de guantes puede reducir este riesgo, asf
como también el empleo de anteojos y cubrebocas, pues-
to que aerosoles o salpicaduras constituyen otra forma
de tomar contacto con fluidos biclégicos potencialmen-
te peligrosos.

En el manejo de guantes es importante recordar que si
éstos toman contacto con sangre pueden resultar la fuente
de contaminacién de otras superficies, por lo que su re-
cambio oportuno también debe ser considerado a la hora
de establecer las recomendaciones de uso.
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INTERPRETACION DE HISTOGRAMAS

2.1 INTRODUCCION

La interpretacién de histogramas y escatergramas es un
tema que se vuelve cada vez més importante en el argot de
la hematologfa actual, debido principalmente a la
proliferacién de instrumentos automatizados que cada
vez més participan de manera rutinaria y eficientemente
en las dreas de Hemarologfa de un creciente nimero de
laboratorios a nivel mundial.

No obstante, atin es frecuente encontrar, sobre todo en los
laboratorios clinicos pequefios, que existe cierto grado de
desconocimiento tanto de las ventajas como del alcance y
limitaciones diagnésticas que pueden alcanzar, asi como

su utilidad como criterio importante de decisién para, al
efectuar la valoracién del resultado de una citometria
hematica, poder utilizarlos como apoyo al decidir qué mues-
tras requieren una valoracién microscépica mas a fondo
para emitir un resultado con validez diagnéstica completa.

Con el presente médulo pretendemos dar a conocer
c6mo se lleva a cabo el proceso de generacién de histo-
gramas y escatergramas en los diferentes instrumentos
Cell Dyn, efectuando una revisién de las diferentes
tecnologias utilizadas para obtenerlos, asf como expo-
ner qué informacién itil se puede extraer de ellos.

2.2 TECNOLOGIAS APLICADAS A LA GENERACION DE
HISTOGRAMASY ESCATERGRAMAS

Actualmente existen en el mercado diferentes asocia-
ciones de tecnologfa, aplicadas en diversos instrumentos
hematolégicos con diferentes grados de automatizacién.
En esta publicacion nos referiremos a las tecnologias que
son aplicadas en los instrumentos de hematologia Cell
Dyn. Para ello realizaremos una breve enumeracién de
las tecnologfas presentes en cada modelo de nuestros ins-
trumentos de hematologia, y a continuacién se hard una
descripcion de los fundamentos, alcances y limitaciones
de las principales de ellas.

INsTRUMENTO CELL DYN 1200

* Impedancia enfocada por flujo hidrodindmico para
conteo y clasificacién de eritrocitos y plaquetas.

- Impedancia enfocada por flujo para conteo vy abten-
cién de leucocitos con diferencial de 3 partes.

* Determinacién de hemoglobina con metodologia li-
bre de cianuro.

InsTRUMENTOS CELL DYN 1400, 1600 Y 1700

“Impedancia eléctrica para conteo y clasificacién de
eritrocitos y plaquetas.

* Impedancia eléctrica para conteo y clasificacion de
leucocitos con diferencial de 3 partes.

- Determinacién de hemoglobina mediante
cianometahemoglobina.

INsTRUMENTO CELL DN 3000

*Impedancia eléctrica para conteo y clasificacién de
eritrocitos y plaquetas.

* Determinacién de hemoglobina mediante
cianometahemoglobina.

- Férmula blanca con diferencial de 5 partes por tec-

nologfa MAPSS.
INsTRUMENTO CELL DyN 3200

* Determinacion éptica automatizada de la cuenta y
pardametros eritrocitarios.

* Determinaci6n éprica automatizada de la cuenta y
pardmetros plaquetarios.

* Férmula blanca con diferencial de 5 partes por tec-

nologfa MAPSS (WQOC).
- Conteo éptico de niicleos (NOC).
- Determinacion de hemoglobina libre de cianuro.

- Determinacién 6ptica de reticulocitos.

INsTRUMENTOS CELL DyYN 3500 v 3700

- Impedancia eléctrica para conteo y clasificacién de
eritrocitos y plaquetas.

- Impedancia eléctrica para conteo de leucocitos
(WIC).

- Férmula blanca con diferencial de 5 partes por tecno-
logia MAPSS (WOC).

- Determinacién de hemoglobina libre de cianuro.

* Determinacién dptica de reticulocitos.

INsTRUMENTO CELL Dyn 4000

* Impedancia enfocada por flujo hidrodindmico para
conteo v clasificacién de eritrocitos y plaquetas.
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- Determinacion éptica automatizada de la cuentay
parfimetros etitrocitarios.

- Determinacién 6ptica automatizada de la cuentay
pardmetros plaquetarios.

* Determinacién inmunoldgica de pléquetas (CD-61).

- Férmula blanca con diferencial de 5 partes por tec-
nologia MAPSS (WQC).

- Cuantificacién fluorométrica de subpoblaciones
linfocitarias CD4/CD8.

- Determinacién de hemoglobina libre de cianuro.

- Determinacién dptica de reticulocitos en linea.

Una vez revisadas las tecnologias aplicadas en cada uno
de nuestros instrumentos Cell Dyn realizaremos la revi-
sién de cada una de las tecnologias en ellos incluidas.
S6lo se revisard una vez cada una de ellas, no obstante el
fundamento es el mismo en todos los instrumentos en
que es aplicada.

2.3 IMPEDANCIA ELECTRICA PARA CONTEO DE
ERITROCITOS Y PLAQUETAS

La generacién de estos histogramas se basa en el princi-
pio de la impedancia eléctrica que, aplicada al conteo
celular nos dice:

“Cuando una célula pasa a través de una apertura por la
cual fluye una corriente eléctrica continua y constante,
en un medio electrolitico que puede o no ser isoténico,
generard una variacién en la velocidad de flujo de esta
corriente eléctrica (impedancia) que serd directamente
proporcional al volumen celular e inversamente propor-
cional al didmetro de la apertura”. (Figura 1)

Basandonos en este principio y considerando que el vol-
taje aplicado es constante y el didmetro de la apertura es
fijo, y mide 40u para la cuantificacién de eritrocitos y
plaquetas en nuestros instrumentos Cell Dyn, podemos
considerar que la amplitud de la variacién de la impe-
dancia eléctrica serd Gnicamente funcién del volumen
celular detectado.

Durante la fase de conteo con esta metodologia de impe-
dancia cada particula o célula que pase a través de la
apertura generard un impulso eléctrico. La amplitud de
este impulso eléctrico correspondera de manera propor-
cional al tamafio de la particula (volumen celular).

Cada impulso proveniente de eritrocitos y plaquetas es
ordenado en base a su amplitud y colocado en un
histograma con 256 canales o diferentes tamafios de im-
pulso.

La fase de conteo en esta tecnologia se halla delimitada
por las sefiales de inicio y finalizacién de conteo gene-
radas por el “Tubo de medicién volumétrica”. Cabe se-
fialar que el método de conteo volumétrico es el reco-
mendado por la asociacién internacional para la
estandarizacién en hematologia (ICSH) y los tubos de
medicién volumétrica son la aplicacién tecnolégica que
nos asegura el apego a esta metodologia. (Ver figura 2)

Los datos acumulados en cada canal son normalizados
con finalidad de facilitar la impresién y visualizacién en
eleje Y. Los datos de amplitud del impulso eléctrico son
referenciados al volumen celular en femtolitros y colo-
cados en el eje X. Es importante tomar en considera-

Células grandes 1

Apertura

/ Corriente eléctrica

Células pequenas

Apertura

/Corrtente eléctrica

e

Altura del pulso g
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Fig. 2. Diagrama del rubo de medicién volumétrica.
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cién que, debido a que se trata de datos normalizados,
el histograma NO va a reflejar directamente la cuenta
celular y SI la distribucién volumétrica de los eritrocitos
y plaquetas. Con esto, lo que deseamos explicar es que
un histograma de dos muestras con diferente ntimero
de eritrocitos pero con la misma distribucién volumé-
trica pueden parecer idénticos. Otro detalle importante
es que el histograma de eritrocitos tiene una minima
desviacién hacia la izquierda, en cambio el histograma
de plaquetas presenta una marcada desviacién hacia la
izquierda. (Figura 2).

Los impulsos eléctricas son clasificados por su amplitud
en plaquetas y eritrocitos y, colocados en sus histogramas
correspondientes, cada canal o incremento de tamafio es
de 1 {l para el histograma de eritrocitos y de 0.137 flen el
caso del histograma de plaquetas. Cada histograma tie-
ne capacidad de visualizar 256 canales. Normalmente el
instrumento analiza la informacién y coloca el punto de
corte entre plaquetas y eritrocitos en la mejor posicién
para separar adecuadamente ambas poblaciones. Gene-
ralmente el Iimite inferior para las plaquetas es colocado
entre los canales 1 y 3 {l para separar entre plaquetas y
ruido electrénico y entre 15 y 35 fl para discriminar entre
plaquetas y eritrocitos.

Cabe sefialar que en el histograma de eritrocitos y
plaquetas es el Ginico histograma en donde se puede apre-
ciar la distribucién volumétrica real entre todos los tipos
celulares presentes en la muestra incluyendo en algunas
patologfas la visualizacién aun de linfocitos.

GENERACION DE HISTOGRAMA
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INTERPRETACION DE HISTOGRAMAS

La dilucién de eritracitos contiene los tres tipos celulares. Por ello, el histograma de serie roja puede ser utilizado
para mostrar graficamente las relaciones entre cada tipo celular.

PLAQUETAS, localizadas en la region izquierda lejana.

MICROCITOS Y FRAGMENTOS CELULARES, localizados a la
izquierda de la poblacién celular normal.

ERITROCITOS NORMALES Y RETICULOCITOS,

RBC

] localizados entre la poblacion normal y la macrocitica.

MACROCITOS, localizados a la derecha de la poblacion celutar
normal-por encima de los 150 fl.

i

A

?%0__‘ zth

LINFOCITOS, localizados en la region
comprendida entre 190 y 220 fl.

AGREGADOS CELULARES, localizados en la
regién comprendida entre 150 y 180 fl.

Fig. 4

Entre los pardmetros de la formula roja que se derivan de
este histograma de eritrocitos se encuentran:

- El volumen corpuscular medio (MCV) que se obtiene
por medicién directa del promedio aritmético del volu-
men de todos los eritrocitos incluidos en el muestreo.

» El ancho de distribucién eritrocitica (RDW) es una me-
dida matematica de la amplitud del histograma. Lo que a
nivel clinico significa un mayor o menor grado de
“anisocitosis” en los eritrocitos de la muestra.

Adicionalmente a estos pardmetros derivados del
histograma es importante tomar en consideracién que
los “alertas” relacionados a los resultados en muchos
casos son derivados del an4lisis de los datos contenidos
en los histogramas. Entre estos alertas tenemos:

- RBC MORPH.- Este alerta aparece en los instru-
mentos Cell Dyn 3000, 3500y 3700, y es mostrado a la
derecha del resultado del MCV, indica que uno o méas de
los siguientes criterios se encuentran fuera de especi-
ficaciones:

- (MCV)<80flo (MCV)>10011

- (MCH) <25 pg o (MCH) >34 pg

- (MCHC) <29 g/dl o (MCHC)>37 g/dl
- (RDW) >18.5%

Sin embargo es sumamente importante que el personal
de laboratorio revise el frotis ante la presencia del alerta
con la finalidad de cuantificar las anomalias de serie roja
que pudieran estar presentes.

- PLTR .- Este alerta es desplegado cuando el conteo
plaquetario es inferior a 120 k/ul y ademés el resultado
del conteo inicial y del segundo conteo difieren entre si
en un valor superior a los limites esperados, en cuyo
caso es necesario reanalizar la muestra y si el alerta
persiste realizar el conteo plaquetario en cdmara de
Newbauer.

- LRI .- Interferencia en la regién baja por sus siglas en
inglés. Este alerta es mostrado a la derecha del resultado
del VPM cuando el histograma de plaquetas no tiene
una distribucién normal o si el histograma no inicia en la
base del mismo en la zona limitrofe al limite inferior de 1-
3 fl del histograma. Entre las causas biolégicas que pue-
den generar este alerta se encuentran: presencia de:
microplaquetas, fragmentos celulares, crioglobulinas,
inclusiones eritrocitarias, hemélisis, etc. Este alerta tam-
bién puede ser generado por causas ajenas a la muestra
como podtia ser la utilizacién de un reactivo contamina-
do o colocado erréneamente en el instrumento (como
podria ser la utilizacién por error del operador de un
recipiente con desechos del instrumento en lugar de un
reactivo nuevo), la presencia de ruido electrénico por
carencia de una adecuada toma de tierra fisica en la linea
eléctrica en que se estd conectando el instrumento.

- URI .- Interferencia en la regién alta por sus siglas en
inglés. Este alerta es mostrado a la derecha del VPM como
resultado de la presencia de impulsos eléctricos
anormalmente elevados en la zona del punto de corte
superior del histograma de plaquetas (15-3511). La prin-
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INTERPRETACION DE HISTOGRAMAS

ALARMA LRI EN EL HISTOGRAMA DE PLAQUETAS

PLT: 94K/ul

La alarma LRI aparece acompafando a la cifra de plaquetas para indicar interferencias en la region baja (LRI); se debe
a la acumulacién de datos en la zona de 2-3 fl. Se activa por una o varias de las siguientes causas:

= Microplaquetas
* Fragmentos celulares
» Crioglobulinas

cipal causa de la aparicién de este alerta es la presencia
de eritrocitos microciticos que invaden el drea corres-
pondiente al histograma de plaquetas, aunque entre otras
causas tenemos la presencia de: macroplaquetas, agrega-
dos plaquetarios, fragmentos de eritrocitos, eritrocitos en-
fermos, y satelitosis plaquetaria.

+ LURI .- Este alerta es el resultado de la combinacién
de los 2 tipos de alertas anteriores (LRI y URI) y como

» Inclusiones eritrocitarias
* Hemolisis
» Residuos en el orificio del transductor

resultado es imprescindible la verificacién del conteo
plaquetario por otros métodos.

Es sumamente importante, al presentarse un alerta en el
resultado de las plaquetas, valorar la causa que lo estd
generando y de considerarlo necesario es muy conve-
niente el reandlisis de la muestras; en caso de persistir el
alerta proceder al conteo plaquetario en cdmara de
Newbauer.

ALARMA URI EN EL HISTOGRAMA DE PLAQUETAS

PLT: 296 k/ul

PLT

La alarma URI aparece acompafiando a la cifra de plaquetas para indicar interferencias en la regién alta (URI); se debe
a la acumulacion de plaquetas y eritrocitos entre los 20 y 40 fl. Esta alarma se activa por una o varias de las siguientes causas:

» Macroplaquetas
* Eritrocitos microciticos
* Agregados plaguetarios

* Eritrocitos fragmentados
= Satelitosis plaquetaria

https://professignalabs.com.mx
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2.4 IMPEDANCIA ELECTRICA
APLICADA ALCONTEOY CLASIFICACION
DE CELULAS BLANCAS CON REPORTE
DE LA DIFERENCIAL DE 3 PARTES

Lamedicién del volumen de las células blancas median-
te impedancia es posible gracias a la accién del reactivo
lisante, el cual no realiza una lisis indiscriminada de las
membranas celulares puesto que sélo va a ocasionar la
lisis de las membranas eritrocitarias selectivamente con

Tamafio relativo de los leucocitos

Al microscopio

Luego de la accidén del hemolizante

Linfocito

Basdfilo

la ventaja adicional de liberar la hemoglobina para su
posterior medicién colorimétrica. En lo referente a las
células blancas, el lisante va a ocasionar la salida de agua
del citoplasma ocasionando que la membrana se adhiera
al nicleo de la célula. Esta salida del agua citoplasmdrtica
ocasiona que la distribucion del tamafio celular no sea
igual a la percepcién microscépica del tamafio celular,
que comlnmente tenemos. (Ver figura 5).

Una vez que se modificé por accién del lisante el tama-
fio de las células blancas, éstas pasan a través del orifi-
cio de apertura de 70u generando impulsos eléctricos
de igual manera como ocurre durante el conteo de
eritrocitos y plaquetas, sélo que en este caso la variabi-
lidad entre el tamafio de los impulsos eléctricos entre si
es muy alta y en general hay 3 tipos de células en las
que los tamafos de impulso generados por las células
modificadas por el lisante se sobreponen. Estas son:
monocitos, eosindfilos y baséfilos. De ahi que actual-
mente la tecnologia de impedancia (sin combinarla con
alguna otra tecnologfa) esté limitada a reportar como
maximo una diferencial de 3 partes (para que tenga
correlacion con la realidad).

Tal como se puede apreciar en la figura 6, al graficar en
un histograma de 256 diferentes canales los impulsos
eléctricos generados por leucocitos mediante impedan-
cia se obtienen 3 poblaciones: linfocitos, regién media
(monocitos, eosinéfilos y basdfilos) y granulocitos
(neutréfilos).

Adicionalmente las plaquetas no van a generar interfe-
rencia en muestras normales debido a que por su peque-
flo tamafio y por la accién del lisante sobre ellas, el im-
pulso eléctrico que generan se encuentra a la izquierda
de 35 1l, que es el punto en que comienza el histograma
de serie blanca.

50 100 150 200 250 300 350

Fig.5
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Existen diferentes regiones o puntos de control dentro
de las 3 poblaciones de células blancas incluidas en el
histograma de tal manera que cuando no se cumplen los
criterios de normalidad de este histograma se muestran
6 diferentes alarmas R o Regionales ( RO, R1, R2, R3,
R4, y RM), estos alertas se muestran a la derecha del
resultado de la poblaciéon presuntamente afectada por
la misma. -

Region LIM (35 a 98 1), Las células localizadas en esta
drea son en su mayoria linfocitos aunque también pue-
den encontrarse eritrocitos nucleados, macroplaquetas,
agregados plaquetarios, eritrocitos con lisado incomple-
to, linfocitos atfpicos o blastos.

LIM RO 0 RM .- Esta alarma se despliega cuando el
nimero de células que aparecen a la izquierda de
los 30 fl supera los criterios considerados como norma-
les. Y puede ser originada por: agregados plaque-
tarios, macroplaquetas, eritroblastos, eritrocitos re-
sistentes al lisado y crioglobulinas.

LIMRI ¢ RM .- Esta alarma se activa cuando existen
células a la izquierda o a la derecha y/o a la derecha
de los 35 fl en un nimero superior a los criterios de
normalidad; se puede deber a la presencia de
crioglobulinas, linfocitosis o linfopenia.

LIM R2 0 RM .- Se activa cuando las células a la
izquierda de los 98 {l exceden los criterios normales y
puede deberse a la presencia de: linfocitos atipicos,
linfocitosis, linfopenia, basofilia (mayor al 5%), blastos
o células plasmaticas.

Region MID (98 a 135 fl). Las células localizadas en esta
drea son generalmente eosindfilos, baséfilos v monocitos.
Aunque también pueden localizarse agranulocitos,
blastos, y plasmocitos.

MID R2 0 RM .- Esta alarma se activa cuando existe
un nimero elevado de células a la derecha de los 98
fl y puede generarse debido a: basofilia (>5%), blastos,
eosinofilia, células plasmdticas.

MID R3 o RM .- Se activa cuando el ntimero de
células que se localizan a la derecha de los 135 fles
més elevado que el criterio de normalidad. Este aler-
ta se puede generar por: presencia de neutréfilos
en banda (>10%), blastos, células plasméticas,
eosinofilia (>10%), basofilia, agregados plaque-
tarios.
Region GRAN (135 a 345 fl). Las células localizadas en
esta regién son generalmente granulocitos neutréfilos;
sin embargo, en aproximadamente un 20% de las mues-
tras, algunos eosindfilos pueden localizarse en esta re-
gion.
GRAN R3 o RM .- Este alerta se activa cuando las
células que se ubican a la derecha de los 135 fl exce-
den los criterios de normalidad, y puede generarse
como resultado de: presencia de eosinofilia (> 10%),
granulocitos inmaduros, granulocitos en banda o ca-
yados (>10%), granulocitosis, neutropenia.

GRAN R4 0 RM .- Se activa cuando existe un niime-
ro elevado de células a la izquierda de los 350 fl y esta
relacionada con granulocitosis o neutropenia princi-
palmente.

La parte mds importante de estos alertas R o regionales
estd en que los instrumentos nos estdn indicando que no
basta con el reporte directo de la muestra, sino que inva-
riablemente ante la presencia de un alerta R se debe
realizar la observacion microscédpica de [a muestra para la
cuantificacidn de la diferencial antes de reportar el re-
sultado final.

EFECTOS QUE PUEDEN INFLUENCIAR
LA OBTENCION DE RESULTADOS MEDIANTE
IMPEDANCIA

Volumen del reactivo hemolizante. Cualquier varia-
cién en el tipo, volumen o concentracién del reactivo
hemolizante utilizado, asi como el aumento en el tiempo
de lisis, puede afectar los resultados del diferencial
volumétrico de 3 partes. Los instrumentos Cell Dyn 1400,
1600y 1700 adicionan 1.2 ml de lisante a cada muestra,
el tiempo de este proceso estd optimizado para asegurar
una adicién lenta del mismo. Cuando los resultados a lo
largo de una rutina de trabajo muestran una frecuencia
de alertas “R” superior a la habitual se debe verificar la
calibracién del volumen adicionado de hemolizante.

Influencia del EDTA tras la obtencién de la
muestra. Los resultados no muestran diferencias signi-
ficativas entre la utilizacién del EDTA (K3 liquido) o
(Na2 Polvo), analizadas entre 25 minutos y 4 horas de
haber sido obtenidas. Sin embargo, los datos evaluados
muestran que la accidn hemolitica en algunas muestras
puede estar afectada por el tiempo de exposicién al
EDTA liquido, la accién hemolitica se realiza directa-
mente sobre la membrana celular, de forma que cual-
quier modificacién de la misma influye sobre los resul-
tados. (Ver figura 7).

El EDTA “puede” generar cambios transitorios en un
periodo que oscila entre los 5 y 25 minutos tras la obten-
cién de la muestra. El cambio consiste generalmente en
una compresién mas rdpida de la membrana por accién
del lisante (histograma desplazado hacia la izquierda)
con la falsa activacién de alertas “R” pero generalmente
sin alteracién del resultado numérico de la diferencial
volumétrica. Sin embargo, los resultados obtenidos tras
25 minutos de espera desde la obtencién de la muestra,
yano muestran este fendmenoe transitorio y tienen una
buena correlacién con los frotis tefiidos.

Influencia de la temperatura de la muestra. La
temperatura de la muestra puede cambiar también el
efecto de la accién litica sobre la membrana celular. Las
muestras refrigeradas que se utilizan antes de ser
atemperadas muestran a menudo histogramas compri-
midos hacia la izquierda en donde la regién GRAN
invade parcialmente la regién MID y LIM, activando
uno o més alertas y con la posibilidad de afectar poten-
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2.6 TECNOLOGIA MAPSS (MULTI-ANGLE-POLARIZED-
SCATTER-SEPARATION)

CONCEPTOS CLAVE:

- Los analizadores Cell Dyn de la serie 3000 emplean
tanto la citometrfa de flujo como la impedancia eléc-
trica para generar los resultados de las células blan-
cas, sin embargo, sélo los datos provenientes del
conteo éptico (WOC) se utilizan para la generacién
del conteo diferencial.

- El patrén de desviacién de la luz laser es utilizado
para clasificar las células blancas basandose en su ta-
mafio, complejidad, lobularidad y granularidad, in-
formacién con la cual se genera la diferencial de cin-
o partes.

- Tanto el conteo dptico de células blancas (WOC)
como el conteo por impedancia (WIC) ocurren simul-
taneamente y por lo general son pricticamente igua-
les; siresultaran diferentes, es comin que se deba a
interferencias en cualquiera de los dos sistemas ya
sea WIC o WOC. El conocimiento de estos criterios
de decisién utilizados por el instrumento permitiran
al profesional de la salud tomar la mejor determinacién
en lo referente al resultado que deberd ser reportado.

Los dos componentes principales del conteo de la fér-
mula blanca celular son la cuenta de células blancas y
su clasificacién, para obtener el conteo diferencial de
las subpoblaciones de las que consta la férmula blanca.
Los instrumentos Cell Dyn de la serie 3000 utilizan tanto
laimpedancia eléctrica descrita en el capitulo anterior
como la citometria de flujo. En este capitulo se descri-
ben los fundamentos de la citometrfa de flujo, y cémoa la
combinacién de las ventajas y limitaciones de cada una
de las dos técnicas posibilita a los instrumentos Cell Dyn
dar un resultado de WBC con los estdndares més altos

de calidad.
CITOMETRIA DE FLUJO

Para el desarrollo de esta técnica, una dilucién que con-
tiene las células esferizadas es hidrodindmicamente en-
focada para pasar a través de un rayo laser perpendicu-
lar a la columna de células, a velocidad controlada. El
rayo laser sufrird una desviacion de la luz en todas direc-
ciones al incidir sobre cada una de las células. Esta luz
desviada es colectada por cuatro diferentes detectores
acomodados para detectar la luz desviada en cuatro dife-
rentes Angulos. Estos son:

El cuadro muestra cudles son los cuatro detectores utili-
zados por el instrumento para captar las caracteristicas
de cada célula individual presente en la alicuota de la
muestra analizada. En la siguiente figura se observa una
ilustracién que representa una célula desviando la luz
hacia los cuatro detectores épticos.

Haz laser

LAJ

Sefales de los cuatro tipos de dispersién.

Las células son esferizadas por el reactivo envolvente a
fin de garantizar que el patrén de desviacién de la luz
sea homogéneo y no tenga variaciones debidas a la
orientacién con que la célula pasa a través del haz de
luz ldser.

Los componentes del sistema éptico incluidos en la figu-

ra anterior son los siguientes:

+ Laser. Generado con helio-neén con A 632.8 nm
con intensidad de luz de 5 miliwatts y 80 u de diéme-
tro con polaridad vertical.

- Espejos. Se utilizan dos espejos para enfocar el
haz de luz sobre la celda de flujo; el polvo acumulado
sobre ellos puede incrementar la dispersién de las
poblaciones celulares e incrementar el ndmero de
alertas relacionados con los resultados. Estos espejos
se deben limpiar con aire comprimido sélo por el per-
sonal de servicio técnico y después, en caso de ser
necesario, se podran limpiar con papel grado éptico.

Detector 0° 10° 90° 90° Despolarizado
Caracteristica celular Tamafio Complejidad Lobularidad Granularidad
relacionada celular celular nuclear de eosinéfilos
Tipo y direccién de la luz Luz desviada Luz desviada Luz desviada de 70° Luz desviada 90°
colectada por cada detector de[°a3° de 7°a 10° a 110° con polaridad vertical despolarizada
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Espejo

Léser de helio-nedn (6

32,8 nm) con polarizacién vertical

Fotomultiplicador de
dispersion de la luz
despolarizada a 90°
canal 4
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— | Polarizador horizontal
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leucocitario
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Diagrama del sistema 6prico de los instrumentos Cell Dyn de la serie 3000.

Evitar que se acumule polvo en estos lentes es com-
promiso del usuario del instrumento, quien debera
realizar quincenalmente la limpieza de los filtros de
aire ubicados en la parte posterior del instrumento.
* Lentes cilindricos. Tienen la funcién de cambiar
la forma del haz l4ser, de cilindrica a oval, y también
la funcién de «comprimir» la luz a fin de reducir su
didmetroy a la vez, intensificarla.

* Ranura de 125 u. Es el tltimo paso en el acon-
dicionamiento del ldser para garantizar que su for-
ma sea cuadrada, homogénea en intensidad y que
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sea seleccionada sélo la regién de mds intensidad,
valga la redundancia, antes de ser enfocada en la

celda de flujo.

- Celda de flujo. Es el sitio utilizado para enfocar
hidrodindmicamente una columna de células a tra-
vés del haz de luz l4ser, al tiempo que permite la ade-
cuada dispersién de la luz, carente de reflejos, para
poder colectar con exactitud la luz desviada por cada
una de las células.

* Barra de oscuracién. Esta barra previene que el
haz del laser incida directamente en el detector épti-
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b. Escatergrama

Tamario 0°

Complejidad 10°

El instrumento Cell Dyn aplica un algoritmo de varios
pasos para lograr la clasificacién de las células blancas en
una diferencial de cinco partes con alertas poblacionales.
En el primer paso, ilustrado arriba, se colectan los valores
de intensidad para cada una de las 10,000 células inclui-
das en la diferencial y se almacenan en una tabla como la
que se muestra en la figura anterior.

En la gréfica generada, corresponde considerar pares
de coordenadas cartesianas a los valores que provie-
nen de dos detectores. Diferente es en este caso la
grafica, mejor llamada «escatergrama», que represen-
ta el tamafio celular contra la complejidad celular de
cada una de las 10,000 células, y en donde cada punto
representa a una célula.

PASO 2: SEPARACION DE MONONUCLEARES Y
POLINUCLEARES

Utilizando el escatergrama generado con los datos de
lobularidad contra complejidad se observa la aparicién
de dos poblaciones, una de ellas con mayor complejidad
celular y mayor lobularidad, que corresponde a las célu-
las polinucleares (amarillo) y una poblacién de células
poco complejas estructuralmente y con bajo indice de
lobularidad, que son las mononucleares (azul).

a. Analisis de datos en Modo de lista

TAMANO COMPLEIDAD LOBULARIDAD GRANULARIDAD  CLASIFCACIGN

Cél. o 10° 90° 90° Despolarizado b
165 162 116 32

2 60 4 15 & Mono

3 140 79 21 9 Mono
148 182 104 118

5 Q0 110 28 8 Mona

6 36 37 8 4 Mono

b. Escatergrama

Lobularidad 90°

Complejidad 10°

PASO 3: SEPARACION DE LAS CELULAS
POLINUCLEARES EN NEUTROFILOS Y
EQSINOFILOS

a. Andlisis de datos en Modo de lista
TAMARO COMPLEIDAD LOBULARIDAD  GRANULARIDAD CLASIFICACION

Cél. [0 10° o0° 90° Despolarizado  1° F 3
1 165 162 116 32

2 &0 o4 15 6 Mono

3 140 e 21 9 Mono

4 148 182 104 118

5 %0 110 28 8 Mono

6 36 37 8 4 Mono

Granularidad 90° despolarizado

Lobularidad 90°
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INTERPRETACION DE HISTOGRAMAS

En este tercer paso se considera sélo a las células que en
la primera clasificacién resultaron ser polinucleares y se
colocan en el escatergrama: Granularidad vs. Lobularidad,
de tal manera que se observan dos poblaciones: una
igualmente dispersa en el eje de lobularidad pero una de
ellas, los eosindfilos, presenta altos valores en el eje
granularidad.

Por medio de esta grafica podemos separar los neutréfilos
(amarillo) de los eosinéfilos (verde); la linea diagonal
representa la mejor separacién entre las dos poblaciones.
Se puede observar que en la tabla se van acumulando
cada una de las clasificaciones celulares realizadas.

PASO 4: SEPARACION DE MONONUCLEARES EN
LINFOCITOS, MONOCITOS, BASOFILOS Y
NWBC

a. Anilisis de datos en Modo de lista
TAMANO COMPLEIDAD LOBULARIDAD GRANULARDAD  CLASIFICACION

Cel. o 10° 90° 90° Despolarizado  1° 28
1 165 162 116 32 Poly -
2 (<8} 64 15 6 Mono  Limp
3 140 9 A 9 Mono  Mono
4 148 182 104 118 Poly -
5 Q0 110 28 8 Mono  Baso
6 36 3 8 4 Mono  Naoise
/NRBC

b. Escatergrama

Tamafio 0°

Complejidad 10°

En el paso 4 se considera en el escatergrama Tamafio
contra Complejidad, teniendo en cuenta tinicamente a
las células que en la primera clasificacién fueron toma-
das como mononucleares. En muestras normales apare-
cen cuatro poblaciones bien diferenciadas:

- NWBC/NREBC en color rojo (células no blancas o
eritroblastos).

- Linfocitos en color azul.

- Monocitos en color piirpura.

- Baséfilos en color negro (en impresion, y blanco en el
monitor del instrumento).
Los puntos sobre las lineas continuas representan a las
células incluidas en el conteo celular de WBC total; los
puntos debajo de las mismas lineas continuas represen-
tan a eventos celulares que no provienen de WBC.,
Las lineas punteadas representan la mejor separacién
entre las poblaciones de células blancas. Nuevamente
los colores representan a cada una de las poblaciones
celulares.

PASO 5: COMBINACION DE TODAS LAS
CLASIFICACIONES

a. Anilisis de datos en Modo de lista

TAVAND COMPLEDAD LOBULARIDAD  GRANULARIDAD CLASIFCACION
Cél. 0° 10° 90° 90° Despolarizado  1° fig 5
1 165 162 116 32 Poly Neut
2 60 64 15 6 Mono - Lymph
3 140 9 21 g Mono - Meno
4 148 182 104 118 Poly  Eo
5 90 110 8 8 Mono - Baso
6 36 37 8 4 Mono Noise/NRBC

b. Escatergrama

Tamano 0°

Complejidad 10°

Una vez realizadas todas las clasificaciones, no importa
cuél escatergrama veamos en todos ellos, se puede apre-
ciar -por la distribucién de colores- dénde se encuentra
cada poblacién, sin embargo el escatergrama que nos da
mayor informacién es el generado por el Tamafio y la
Complejidad. Cabe sefialar que una célula serd clasifica-
da en cualquier escatergrama dentro de la misma pobla-
ci6n celular independientemente de la posicién que ocu-
pe. Es por ello que se permite la sobreposicion de células
diferentes en algunas posiciones comunes dentro del
escatergrama, no quedando células sin identificar.
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INTERPRETACION DE HISTOGRAMAS

La siguiente serie de 3 imdgenes ilustra, tal como se ven en
el monitor del instrumento, los 4 pasos principales en la
obtencién de la diferencial y adicionalmente éstos son los
principales escatergramas de la serie blanca.

Lobularidad - 90°

Complejidad -10°

A
Identificacién como mononucleares y polimorfonucleares.

4

2

8

&

&

@

o

B

B

3

e

c

i

(O]

Lobularidad -90°

A
Identificacion como neutrdfilos y eosindfilos.

2

2

5

8

Complejidad -10°

A

Identificacién de los mononucleares.

Granulocitos

Neutrofilos.
: . Bandeados
inmaduros

. Basdfilos,

Variantes
linfoideas "7

La dltima imagen de la serie anterior es el principal
escatergrama de la serie blanca. En base a ella se gene-
ran los principales alertas relacionados con la presencia
de poblaciones anormales en la diferencial, como son:
bandas, granulocitos inmaduros, blastos, var lymph, etc.
como se verd més adelante.

Existen en el instrumento Cell Dyn 3500 y 3700, dos
tipos generales de alertas relacionados con los resulta-
dos: los alertas de presencia de posibles interferencias
en la obtencién de los resultados y alertas relacionados
con la presencia de poblaciones celulares normalmente
no encontradas en muestras normales.

Como ejemplos de alertas de posibles interferencias te-
nemos:

- Los instrumentos Cell Dyn 3500y 3700 realizan de
manera rutinaria 2 conteos de células blancas. Conteo
de células blancas por impedancia (WIC) y conteo
éptico de células blancas (WOC), normalmente
ambas cuentas son muy similares de tal manera que
cuando ambos conteos se encuentran dentro de las
especificaciones, el resultado reportado rutinariamente
esel WOC. Sin embargo, si la diferencia entre ambos
excede los criterios establecidos, se reportara el resul-
tado de WBC seguido de (WIC) o (WOC) parain-
dicar cuil es el resultado que fue reportado. Un ter-
cer tipo de alerta depende de estos resultados KWOC
que se observa cuando el ntimero de conteos por se-
gundo en la cuenta WOC decrece durante el perio-
do de conteo, y en tal caso el instrumento indica que
se aplicd la correccién conocida como “WOC
Cinético” para informar la correccion realizada en el
instrumento para el valor reportado de WOC repor-

tado como WBC.

Como ejemplos de alertas de la presencia de poblacio-
nes anormales en la muestra tenemos:
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INTERPRETACION DE HISTOGRAMAS

- VAR LYM. Este alerta es desplegado cuando en el SUSPECT 1
escatergrama Tamafio contra Complejidad (0°-10°) WBC U7 KuL_ o (WOC)
el coeficiente de variacién de la poblacién de linfocitos LYM 451 384 %L
excede los criterios de normalidad o cuando esta po- M % ﬁ 3,’2’%‘ HRES
blacién se encuentra desplazada de su ubicacién nor- BEAR HthR TS A BRLENLYER)
mal dentro del escatergrama. El recuadro en la si- —_—
guiente ilustracién nos muestra la posicién en que HGB 3'312 gl
debe caer la poblacién de linfocitos para generar este MCV 868 fL RBC MORPH ——r———
alerta, notar también en la figura la ubicacién respec- ara %é ngi?dL i o
RDW A

to a los resultados en donde serd ubicado el alerta.

SUSPECT
WBC 222 KL (WIC) Alerta DFLT(LMB)
291 13.1 %N BAND
LYM 187 839 %L VARLYM
MONO  .143 643 %M
EOS 118 530 %E
BASC 396 1.78 %B

Sospecha de variantes
de linfocitos

Linfocitos normales

Complejidad

* NRBC. Hay 2 tipos de alerta adicionales de este
tipo NRBC, o NWBC alertas que son desplegados

cuando una excesiva proporcién del conteo WQC
cae por debajo del punto de corte ubicado debajo de
la poblacién de linfocitos, tal como se muestra en la
siguiente ilustracién.

SUSPECT
WBC

VAR LYM
NRBC/RRBC

DFLT{NLMEB})

KfuL

33.3 %N
480 %L
11.0 %M
1.27 %E
328 %B

Tamafio
)

Sospecha de —
eritroblastos NRBC

Complejidad

* Alerta DFLT (NLMEB). Este alerta aparece cuan-
do, debido a la ubicacién de las poblaciones en el
escatergrama 0°-10° 0 en el de 90°-90°DER el instru-
mento no logra ubicar la mejor separacién entre am-
bas al menos 2 poblaciones celulares. En caso de exis-
tir esta condicién (escatergrama a color siguiente), el
instrumento elige la ubicacién de los puntos de corte
entre poblaciones preprogramados basandose en la ubi-
cacién de estos puntos de corte en muestras norma-
les. Las letras incluidas dentro del paréntesis indican
la inicial del nombre de las poblaciones entre las cua-
les el instrumento aplic6 el punto de corte prede-
terminado (Neutréfilos, Linfocitos, Monocitos,
Eosinéfilos, Baséfilos). Como se puede apreciar en
las siguientes graficas:

- Alerta IG. Este alerta se visualiza cuando el ins-
trumento detecta la presencia de granulocitos
inmaduros; se visualizard cuando mas del 3% de
las células del conteo WOC es detectado en
esta region del escatergrama 0°-10°, Ver figura
siguiente.

Sospecha de
granulocitos inmaduros

\ Tamarfio

Complejidad

SUSPECT ]
WBC 7.80 Kl
3.39 434 %N IG/BAND
LYM 960 123 %L BLAST &
MONO 239 307 %M g
ECS 076 980 %E o]
BASO 982 126 %B &

0 deg

+ Alerta Bands. Este alerta es desplegado cuando
mds del 12.5% del total de la cuenta WOC cae
dentro de la regién del escatergrama signado a esta
poblacién. Un detalle importante a considerar es que
el que este alerta esté indicado NO significa que el
% de células incluidas en esta poblacién correspon-
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INTERPRETACION DE HISTOGRAMAS

da al % de bandas en la muestra. Si por ejemplo se
procesa una muestra con més de 8 a 12 horas de
haber sido obtenida, es muy probable que debido al
deterioro de las células en esta muestra la poblacién
de neutréfilos se halle més dispersa y esta dispersién
sea suficiente para disparar el alerta aun cuando la
muestra no presente bandas.

Sospecha
SUSPECT de bandas
WBC 18,5 KL :
168 860 %N BAND o
LYM 833 427 %L VARLYM S
MONO 167 855 %M E
EOS .023 .120 %E =
BASO 202 1.03 %B

Complejidad

+ Alerta BLAST. Es desplegado cuando en el
escatergrama 90°-0° la poblacién incluida en el drea
correspondiente a este alerta excede el 3% del conteo
WOC, también es desplegado si el conteo porcen-
tual de linfocitos excede el 20% del conteo WBC o
tambien si la dispersién de la poblacién de monocitos
es mayor de lo esperado en el escatergrama 0°-10°
como se observa en las siguientes imdgenes.

Linfoblasto

SUSPECT
WBC 10.

LYM %L  VLYM/BLAST
MONO 325 323 %M

EOS
BASO

Tamafo

Sospecha de blastos

T T T

Complejidad

Sospecha de blastes

———
Complejidad

* La siguiente imagen nos muestra la ubicacién relativa
de cada poblacién celular en el escatergrama principal
del instrumento.

Neutrofilo

Monablasto Mieloblasto Mielocito Metamielocito bandeado

Sospecha de
bandeados

Neutrofilo
segmentado

Monocito

Eosindfilo
Argj . ‘, e
Linfocito ! 4

Basofilo

10° escater

Eritr-oblasto
policromatéfilo

Es sumamente importante considerar la posicién rela-
tiva de cada poblacién en éstos. Cuando a falta de
mantenimiento de rutina se va acumulando pelvo en
el interior del sistema Gptico, la cantidad de luz que
llega a los detectores se vera gradualmente mermada.
Como consecuencia de esta condicién gradual, pero
anormal, todas las poblaciones de los escatergramas se
acercardn al origen de la gréfica, generdndose con
mayor frecuencia alertas inexistentes en el frotis. Esta
condicién se corrige usualmente s6lo con una limpieza
de rutina anual al sistema éptico del instrumento, y
sélo después de realizar esta limpieza se podra deter-
minar si el instrumento requiere algiin ajuste adicio-
nal (ajuste de ganancias).

Los instrumentos Cell Dyn de la serie 3500/3700 tienen
también la capacidad de reportar histogramas de la cla-
sificacién poblacional de la serie blanca basados en los
escatergramas generados y en el conteo por impedancia
de células blancas. Sin embargo, cabe sefialar que debi-
do a la mayor concentracién del reactivo hemolizante
de los instrumentos Cell Dyn serie 3000, este histograma
del conteo WIC es unimodal, pues no estd disefiado
para utilizarse para el conteo diferencial mediante
impedancia.

MONQ-POLY

NWBC-LYM-MONO

A

A) Histograma MONOnuclear-POLInuclear, B} Histograma NWBC-LYM-
MONQ, C) Histograma WIC.
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CONCLUSIONES

La utilizacién de la tecnologfa representa un apoyo
significativo para el personal de la salud en el drea de
hematologfa. Sin embargo hasta el dia de hoy ningin
analizador hematolégico automarizado tiene la capa-
cidad de eliminar por completo la necesidad de obser-
var al microscopio un frotis sanguineo. Ni aun el mejor
de los analizadores puede suplir al ojo de un hematélogo
para la interpretacién de un resultado. Sin embargo los
analizadores son la herramienta ideal para que el perso-
nal del laboratorio pueda destinar el valioso tiempo de
sus profesionales en hematologia, para dedicar la mayor
parte de él, ala observacién minuciosa de las muestras
patoldgicas, dejéndole a los instrumentos el trabajo de
rutina y el apoyo con alertas especificos que le indican
cudles son las muestras que requieren de sus conoci-

mientos y criterio para la mejor interpretacién de los
resultados.

La presente recopilacién tiene la finalidad de apoyar
al profesional de la salud en el laboratorio clinico a
conocer las bases tedricas principales de la
hematologia, asf como la metodologia para elaborar e
interpretar adecuadamente un frotis sanguineo. Todo
esto sin dejar de lado que ahora contamos con el apo-
yo de los instrumentos automatizados hematolégicos,
cuiles son los alcances de cada una de sus tecnolo-
gias principales (en el caso de los instrumentos Cell
Dyn) y cudl es la accién que debe seguir el profesio-
nal de la salud ante cada mensaje de alerta especifi-
co relacionado a los resultados de cada muestra que
los presente.
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(GLOSARIO SOBRE LA TECNOLOGIA
CelL DYN

Apertura. Orificio con un didmetro y longitud conoci-
dos que ofrece una resistencia fija y conocida a la
corriente eléctrica cuando se sumerge en un me-
dio conductor concreto. Actiia como zona de sen-
sibilizacién para mediciones de la impedancia.

Aglutinacién. Efecto por el que las células o particulas
se adhieren o aglomeran.

Aglutinina. Anticuerpo presente en el plasma o una
suspensién que reacciona con el aglutinégeno pro-
duciendo una aglutinacién o agregacion.

Agregacién. Véase Aglutinacién.
Alarma. Mensaje visualizado en la pantalla que advier-

te al operador de un problema o del estado anor-
mal del sistema.

Alarma. Simbolo escrito o visualizado en la pantalla
para atraer la atencion. El ordenador asigna deter-
minadas alarmas que alertan al operador sobre las
anomalias detectadas en los datos durante su ana-
lisis 0 sobre determinadas situaciones del analiza-
dor que ocurren durante el procesado de la mues-
tra. En general, requiere la toma de medidas (revi-
sién/correccién) por parte del operador.

Alarma de parametro. Indicador visual o impreso que
sefializa la presencia o sospecha de una sustancia o
condicién que puede alterar la exactitud de la me-
dicién del pardmetro.

Alarma de presencia de poblaciones anormales.
Indicador visual o impreso que sefializa la pre-
sencia de anomalias eritrocitarias, del tipo de la
anisocitosis, o leucocitarias, como por ejemplo cé-
lulas en banda, granulocitos inmaduros, blastos o
linfocitos modificados.

Alarma por dispersion. Indicador visual o impreso que
sefializa la presencia de los datos de concentracio-
nes celulares v/o valores fuera del intervalo elegi-
do por el operador.

Algoritmo. Procedimiento para resolver un problema
paso a paso; generalmente se encuentra codifica-
do en el software del ordenador.

Anisocitosis. Variacién en el tamafio de los eritrocitos.

Anticoagulante. Sustancia que impide o bloquea los
mecanismos normales de coagulacién de la sangre.

Arrastre. Interferencia significativa de la muestra previa
en los resultados obtenidos con la muestra actual.

Autoaglutinacién. Aglomeracién inespecifica de las ¢é-
lulas debida a factores fisicos/quimicos.

Autoanalizador de hematologia. [nstrumento que ad-
mite directamente muestras de sangre total para

proceder a su andlisis y emite los resultados una
vez finalizado éste.

Baséfilo. Granulocito que suele estar presente en con-
centraciones infimas en la circulacién. Interviene en
la alergia, la inflamacién v la liberacién de histamina.

Blasto. Es un precursor inmaduro en la estirpe de las
células sanguineas. Normalmente, esta célula esta
presente en la médula 6sea, pero no en la sangre
circulante.

Calibracién. Determinacién del factor de conversién
de la desviacién de un procedimiento analitico en
condiciones conocidas, con objeto de obtener me-
diciones exactas. La exactitud en el intervalo de
operacién se establece a través de los correspon-
dientes métodos de referencia, materiales de refe-
rencia y/o calibradores (ICSH).

Calibracién automatica. Opcién de los sistemas CELL-
DYN que gufa al operador a través del proceso de
calibracién y calcula automaticamente el factor
de calibracién de cada pardmetro.

Calibrador. Material de caracteristicas conocidas que se
utiliza, en combinacién con el procedimiento de ca-
libracién, para ajustar la medici6n. Este material debe
corresponderse con una preparacién o material de
referencia nacional o internacional (ICSH).

Carboxihemoglobina. Unién relativamente estable en-
tre el monéxido de carbono y la hemoglobina; su
formacién impide el intercambio normal del
diéxido de carbono y del oxigeno durante la circu-
lacién normal de la sangre. Sus niveles se elevan
en los estados de asfixia, incluida la muerte.

CBC. Acrénimo de hemograma completo, que incluye
al menos: WBC, RBC, HGB, HCT, MCV, MCH,
MCHCyPLT.

Célula en banda. Estado de maduracién del granulocito
antes de su segmentacién. En general, su nimero
es muy reducido en la circulacién, pero cuando
aumenta indica una “desviacién a la izquierda”.

Coagulacién. Proceso mediante el cual la sangre se
espesa formando una masa adherente y viscosa,
que tiene la finalidad de obstruir una ruptura en
alglin vaso sanguineo.

Coeficiente de correlacién. Grado de relacién entre
dos variables, que se representa como un valor en
una escalade—1,0a 1,0, siendo este tltimo valor
indicativo de una correlacién positiva perfecta y el
primero, de una correlacién negativa perfecta. El
valor 0,0 indica que no existe ninguna correlacién
entre las variables.
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Coeficiente de variacién (cv). Pardmetro estadistico
que se utiliza para describir la heterogeneidad de
la poblaciones. Expresién de la desviacién tipica
como porcentaje de la media.

Coincidencia de pasaje. Paso simultineo de dos 0 mds
células a través de la apertura.

Control (material de control, material de control
de calidad). Sustancia utilizada diariamente en
la practica rutinaria para verificar el funcio-
namiento de un proceso o instrumento analitico.
Este material debe reunir propiedades similares y
analizarse del mismo modo que las muestras del
paciente. Al material de control se puede o no
asignar un valor predeterminado (ICSH,

NCCLS).

Control de calidad (externo). Sistema de compara-
cién retrospectiva y objetiva de los resultados obte-
nidos por diferentes laboratorios organizado por una
compafiia ajena. El objetivo principal consiste en
establecer las bases para comparar los diferentes
laboratorios e instrumentos (si ello es posible) fren-
te a un patrén de referencia, si se dispone de él
(ICSH).

Control de calidad (interno). Conjunto de normas
elaboradas por el personal del laboratorio para la
evaluacién continuada de la fiabilidad del trabajo
que en él se desarrolla. Estos procedimientos indi-
can si los resultados de las pruebas son suficiente-
mente fiables para los clinicos que las solicitan. Es-
tas normas deben incluir valoraciones del material
de control y un anélisis estadistico de los datos del
paciente (ICSH).

Corptisculo. Eritrocito o leucocito vivo no agregado en
los tejidos contiguos.

Correccién de la coincidencia. Anélisis estadistico
que ajusta la pérdida de coincidencia del recuen-
to. En los sistemas CELL-DYN un circuito analégico
aplica la correccién de forma automdtica.

Crioaglutinina. Sustancia de la sangre que agrega los
eritrocitos compatibles e incompatibles a baja tem-
peratura. También se denomina crichemaglutinina.

Criofibrinégeno, crioglobulina. Cualquiera de las
protefnas que se asemejan a las gammaglobulinas,
cristalizan en frio y se disuelven de nuevo con el
calor.

Datos de configuracion. Criterios elegidos por el ope-
rador o datos para ajustar la operacién del analiza-
dor y los formatos de salida de los datos.

Desviacién. Cambio brusco en los resultados.

Desviacién. Factor sistemético que determina inexac-
titud. Medicién de la inexactitud o error sistemati-
co en determinadas condiciones del an4lisis.

Desviacién. Variacién o cambio en el tiempo del sis-
tema que influye significativamente en su fun-
cionamiento.

Desviacién Estandar. Medida de la dispersién de un
grupo de valores alrededor de la media. Raiz cua-
drada de la variancia, expresada en las mismas
unidades que la propia medicién.

Distribucién de Gauss. Término estadistico que des-
cribe la distribucién dentro de una poblacién; dis-
tribucién simétrica con un solo pico.

EDTA. Acronimo de acetato de tetraetilendiamina.
Anticoagulante que fija el calcio. Es el anticoa-
gulante mis utilizado en hematologia, porque
preseva la morfologia celular en un estado muy
parecido al del ser vivo. Puede suministrarse como
liquido (K, 0 K,) 0 en polvo (Na,).

Eosinofilia. Aumento en la concentracién absoluta de
eosindfilos circulantes.

Eosinéfilo. Granulocito maduro presente en concen-
traciones reducidas en la sangre circulante. Inrer-
viene en las reacciones de defensa del huésped
frente a ciertos parésitos, en los procesos de alergia,
en la inflamacién y en la fagocitosis.

Eritrocito. Disco pequefio, bicéncavo y circular, de
aproximadamente 7,5 im de didmetro, carente de
ntcleos. Los eritrocitos son células maduras pre-
sentes en la sangre circulante en cantidades ma-
yores que otras células (4.5 a 5 millones de
eritrocitos o hematies por microlitro de sangre to-
tal, por término medio).

Eritrocito nucleado (eritoblasto, NRBC, nor-
moblasto). Célula nucleada de la médula Gsea
que da origen al eritrocito y no se halla presente en
condiciones normales en la circulacion.

Error aleatorio. Variacién sin un patrén caracteristico
entre los datos sucesivos de un analisis. A menudo,
se admite que sigue una distribucién normal
(gaussiana) alrededor de la media.

Error sistematico.Variacién direccional o con un pa-
trén fijo entre los valores obtenidos y los valores
esperados.

Especificidad clinica. Capacidad del anélisis para re-
conocer a los sujetos que no padecen la enferme-
dad sospechada. Capacidad del método para obte-
ner resultados negativos en relacién con un méto-
do de referencia. Porcentaje o proporcién de pa-
cientes que no sufren dicho trastorno clinicoy pre-
sentan valores que no exceden el limite de deci-
sion (NCCLS).

Especificidad del analisis. Ausencia de interferencias
en la medicién. Capacidad de un método analiti-

co para determinar tinicamente el componente
que se desea medir (NCCLS).

Estabilidad. Capacidad de una muestra, reactivo o con-
trol de mantener constante la concentracion de la
muestra a analizar. A veces, también refleja la ca-
pacidad del sistema analitico para evitar la des-
viacién.
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Exactitud. Medicién de la concordancia entre el valor
estimado (resultado generado por el método) y el
valor real. La exactitud no posee un valor numéri-
co, sino que se mide como la cantidad (o el grado)
de inexactitud (ICSH). Grado de concordancia
entre el valor medido y el valor esperado de una
muestra.

Factor de calibracién. Factor multiplicador obtenido
durante la calibracién que se puede aplicar para
obtener los resultados exactos a partir de los datos
preliminares.

Fallo. Implica un error o estado que no cumple los cri-
terios de aceptacién internos. Se activan los
indicadores que alertan al operador del fallo.

Fecha de caducidad. Fecha asignada por el fabrican-
te, después de la cual no debe utilizarse el produc-
to. La fecha de caducidad de los reactivos, contro-
les y calibradores se fija durante el proceso de fa-
bricacién.

Femtolitro (fl). Unidad de medida que expresa el vo-
lumen de las células sanguineas. Un femtolitro es
una millonésima de un litro.

Fiabilidad. Magnitud con la que un experimento, en-
sayo o procedimiento de medida produce los mis-
mos resultados después de repetir la medicién.

Fibrina. Producto final de Ia coagulacién, que deriva
de la proteina plasmatica fibrinégenc por efecto de
la trombina.

Fibrinégeno. Una de las protefnas mas importantes del
plasma, sustrato de la trombina a partir del que se
forma la fibrina; factor I de la coagulacién.

Fichero de la media mévil. Almacén de datos que
admite y archiva automiticamente las medias del
lote en cada tiempo, que se calculan para su revi-
sién por el operador en forma de un registro abre-
viado o de la representacién de Levey-Jennings
(andlisis de la tendencia).

Fichero QC. Almacén que archiva autométicamente
los datos cada vez que se procesa un control, para
surevisién posterior y representacién en forma abre-
viada o enla grafica de Levey-Jennings. La media,
DE y CV, se actualizan en forma automética cada
vez que reciben los datos.

Ganancia. Grado de intensificacién generado en el am-
plificador, que se expresa por el cociente entre las
alarmas de salida y las de entrada.

Glébulo rojo, hematie. Véase Eritrocito.

GRAN. Codigo para identificar el resultado del recuento
absoluto de granulocitos por unidad de volumen
de sangre total: # x 10°1 0 x 10%/ul.

Granulocito. Leucocito maduro que contiene granu-
los citopldsmicos llamativos; se distinguen como
neutrdfilos, eosinéfilos, baséfilos por sus afinidades
tintoriales. Los granulocitos poseen nticleos irregu-
lares.

Granulocitosis. Aumento en la concentracion absolu-
ta de granulocitos en la sangre circulante.

HCT. Cédigo para identificar el resultado del valor
hematocrito en forma de porcentaje de volumen o
de cociente.

Hematocrito. Relacién entre el volumen de los
eritrocitos y el de la sangre total, que se expresa
como porcentaje (% de vol).

Hemoglobina. Proteina intraeritrocitaria, con hierro, que
transporta el oxigeno. Tetrdmero con cuatro cade-
nas de globulina, cada una con un residuo hem.

Hemolisis. Alteracién o destruccién de una célula.

Hemélisis. Destruccién de los eritrocitos con libera-
cién de hemoglobina.

Heparina. Anticoagulante que se une y potencia los
efectos de la antitrombina III, sustancia que impi-
de que la sangre se coagule. No se recomienda su
uso en las muestras destinadas a los analizadores
de hematologia.

HGB. Cédigo para identificar el resultado de la hemo-
globina, que se expresa en unidades de masa
(# g/dl, # g/l) o moles (# mmol/l) por unidad de
volumen de la sangre total. En los sistemas CELL-
DYN, el operador puede elegir la unidad de medi-
cién a voluntad.

Hiperbilirrubinemia. Aumento anormal de la
bilirrubina en la sangre circulante, que cuando al-
canza un determinado umbral provoca la apari-
cién de ictericia.

Hiperglucemia. Concentracién anormalmente eleva-
da de la glucosa en la sangre circulante, referida
de modo especial a los niveles en ayunas.

Hipocrémico (hipocromia, hipocromasia). Dismi-
nucién del contenido de hemoglobina de los hema-
ties. MCH y pigmento reducidos en el frotis de
sangre tefido.

Histograma. Representacién gréfica de la frecuencia
con que se distribuyen las células sanguineas me-
didas. El volumen se representa en el eje de abscisas,
mientras que la concentracién celular relativa se
mide en el eje de coordenadas.

ICSH. Acrénimo del Comité Internacional de Norma-
lizacién en Hematologfa.

ID de muestra. Cédigo alfanumérico que identifica
una muestra concreta. Se puede introducir de for-
ma automdtica o activando la opcién de incremento
automatico. También se puede introducir de for-
ma manual antes de procesar la muestra.

ID del operador. Cédigo alfanumérico que identifica
al operador actual del sistema.

Impedancia (resistividad eléctrica), método. Pro-
ceso que detecta y mide el tamafio de las células
no conductoras suspendidas en un medio conduc-
tor a medida que son aspiradas y pasan por la aber-
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tura (zona de deteccién). Cada célula desplaza su
propio volumen de liquido conductor y crea asi
una resistencia al flujo que resulta directamente
proporcional al volumen celular. Las propiedades
fisicas detectadas en las células se transforman en
alarmas eléctricas equivalentes.

Imprecisién. Variacién en los resultados de un con-
junto de replicados o mediciones duplicadas, que
se expresa como la desviacién tipica o el coeficien-
te de variacién. Véase también Precision.

In vitro. Término con el que se hace referencia a prue-
bas diagnosticas que analizan una muestra de un
tubo de ensayo o de otro medio controlado (lite-
ralmente, en el vidrio).

In vivo. Dentro del ser vivo.

Indice de dilucién. Factor con el que se diluye una
muestra antes de su medicién. Los indices de dilu-
ci6n pueden variar hasta obtener una concentra-
cion susceptible de ser medida.

Indice de la desviacién tipica (IDE). Medida del
error sistemético y aleatorio, que indica cuédntas
desviaciones tipicas se aleja un niimero determi-
nado de la media. Se usa en los programas de con-
trol de calidad externos para relacionar el funcio-
namiento de un laboratorio con el de los demas
laboratorios participantes. EI IDE perfecto es 0, pero
en cualquier caso, debe ser siempre inferior a 1,0.

Indices eritrocitarios. Conjunto calculado de valores
de las propiedades eritrocitarias: volumen
corpuscular medio (MCV), hemoglobina cor-
puscular media (MCH) y concentracion de la he-
moglobina corpuscular media (MCHC).

Inexactitud. Diferencia numeérica entre la media de
un conjunto de mediciones repetidas de la misma
muestra y el valor esperado. La diferencia (positiva
o negativa) se puede expresar en las unidades de
la cantidad medida o como porcentaje del valor
esperado (ICSH).

Intervalo. Medida de la dispersién de los valores. Dife-
rencia entre el valor maximo y minimo de un con-
junto de mediciones.

Intervalo de referencia. Intervalo normal establecido
en el laboratorio. Las variables locales, como el mé-
todo de ensayo, la regién geogréfica, las sustancias
de interferencia, la edad y el sexo ocasionan mini-
mas variaciones en los intervalos de referencia que
se obtienen en cada laboratorio.

El intervalo normal se determina examinando
muestras recogidas en un nimero de 100 a 300
sujetos sanos y calculando después la media 2DE.
Los resultados del analisis del 95% de la poblacién
normal se hallardn comprendidos dentro de este
intervalo. Se sugiere que cada laboratorio establezca
sus propios intervalos de referencia.

Jeringa. Dispositivo que se compone de un cilindro hue-
co, conectado a un émbolo, y sirve para inyectar o
administrar un volumen preciso de la muestra di-
luida.

Leucocito. Célula de la sangre circulante, que se en-
cuentra presente en concentraciones de 7a 12 pl
de sangre total. Inicialmente, se diferencian por
sus propiedades nucleares como leucocitos polinu-
cleares o mononucleares. A su vez, se pueden cla-
sificar segn la presencia de granulos en el cito-
plasma como granulocitos, linfocitos y monocitos.
Los leucecitos defienden a los tejidos de la inva-
sién de los microorganismos extranos y de las sus-
tancias quimicas.

Limpieza automatica. Opcién de los sistemas CELL-
DYN para limpiar autométicamente el sistema de
flujo del analizador y la cdnula de muestra sin in-
tervencién del usuario.

Linealidad. Capacidad de anélisis para obtener medi-
ciones proporcionales a un analito medido en un
intervalo conocido de concentracién o cuenta ce-

lular [NCCLS].

Linfocito. Pequefio leucocito mononuclear maduro,
presente en concentracion relativamente elevada
(20-50%). Posee un nticleo redondo o ligeramente
indentado y no contiene granulos visibles en su
citoplasma.

Linfocitosis. Aumento de la concentracién de linfocitos
en la sangre circulante.

Linfopenia (linfopénico). Disminucién del recuento
absoluto de linfocitos en la sangre circulante.

Lipemia. Estado en el que se observa una concentra-
cidén de lipidos en la sangre mayor de la normal; el
plasma tiene un aspecto lechoso. Este estado pue-
de interferir [a lectura dptica de los valores hema-
tolégicos principalmente de hemoglobina.

LIS. Acrénimeo de sistema de informacién del labora-
torio.

Lisis. Proceso de alteracién o destruccion de las células,

LRI. Acrénimo de la interferencia de la regién inferior.
Indicador visual o impreso de deteccién de una
anomalfa en la regi6n inferior de tamafio de las
plaquetas, que exige revisién microscépica de la
muestra.

LYM. Cédigo para identificar el recuento absoluto de
linfocitos por unidad de volumen de sangre total:
#x 10%1 0 # x 10°%/ul.

Macrocitosis. Incremento generalizado del ndmero de
eritrocitos de gran tamafio en la circulacién. Se
asocia a estados de deficiencia de la vitamina B, y
del folato, y también a ciertos tratamientos.

MCH (hemoglobina corpuscular media). Acrénimo
de hemoglobina corpuscular media. Simbolo con
el que se expresa el resultado de la hemoglobina
corpuscular media, que es el contenido medio de
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Sustancias/estados de interferencia (resultados erré-
neos). Componente del sistema que altera la exac-
titud en la medicién de un pardmetro.

Tendencia. Situacién en la que un resultado se desplaza
en la misma direccién durante varios ciclos de proce-
sado consecutivos.

Trombocito o plaqueta. Fragmentos citopldsmicos circu-
lantes de los megacariocitos, presentes en concen-
traciones moderadas en la sangre (media: aprox.
250.000/ul de sangre total). No contiene nticleos, pero
sf algunos granulos.

Unidad de medida. Cantidad determinada que se adop-
ta como patrén de medicién. Se acompania de un

resultado numérico de la cantidad o propiedad me-
dida.

URL Acrénimo de interferencia de la regién superior. In-
dicador visual o impreso de una anomalfa detectada
en la regién superior de tamaiio de las plaquetas, que
exige revision. Esta alarma de la interferencia obede-
ce, por regla general, a la presencia de grandes
plaquetas o de pequefios eritrocitos en la muestra.

Verificacién. Protocolo o procedimiento seguido para exa-
minar el funcionamiento de un sistema o componen-
te del mismo y asegurar que cumple todas las especi-
ficaciones estipuladas.

Volumen globular (hematocrito). Medida de la relacién
entre el volumen ocupado por los eritrocitos y la san-
gre total.

VPM. Acrénimo de volumen plaquetario medio. Codigo
que representa el volumen plaquetario medio (en
femtolitros). VPM varia de forma inversamente pro-
porcional al PDW.

WBC. Acrénimo de leucocito. Su concentracién se mide
por unidad de volumen de sangre total: # x 10°/1 0 #
107/l

X-B (programa de media mévil). Cédigo del programa
de medidas méviles disefiado por el Dr. Bull. Progra-
ma estadistico que controla el funcionamiento del
sistema a medida que se procesan las muestras. Todo
resultado de cada pardgmetro examinado, como MCV,
MCH y MCHC, que cumpla los criterios admitidos,
es incluido automaticamente en el lote actual.
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