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IMPORTANCIA DEL TEMA

La Anemia es un importante problema de salud que afec-
ta a un 24,8% de la poblacién mundial, tanto de paises de-
sarrollados como en vias de desarrollo, con consecuencias
tanto en salud como en el desarrollo social y econémico de
los paises. (" Afecta a todas las edades pero su frecuencia
es mayor en mujeres embarazadas y en nifios en edad pre-
escolar. MSegun estudios de prevalencia de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), no hay pais en el mundo donde
la anemia no sea al menos un leve problema de salud publica
en nifios en edad preescolar y mujeres embarazadas o en
edad reproductiva. Por otro lado, en mas del 80% de los pai-
ses la anemia en mujeres embarazadas es un problema de
salud moderado a severo. ("En paises no industrializados la
prevalencia de anemia es de 52% en mujeres embarazadas
y 39% en nifilos menores de 5 afos, en paises industriali-
zados es de un 23% y 20% respectivamente. @ Dentro de
las consecuencias de la anemia en estas dos poblaciones
encontramos en los nifios aumento en la morbilidad, altera-
ciones en el desarrollo cognitivo y del sistema inmune. En
las mujeres embarazadas aumento del riesgo de hemorragia,
sepsis y mortalidad durante el embarazo. Ademas la anemia
determina un aumento de la mortalidad perinatal y bajo peso
al nacer en el recién nacido. ®La causa mas frecuente de
anemia es la deficiencia de hierro, responsable de hasta el
50% de los casos de anemia.

DEFINICION

La OMS establecid limites de referencia del valor de
hemoglobina (Hb) segun la edad y el sexo. (Tabla I) Segun
este criterio, existe anemia cuando la concentracion de Hb
en sangre se halla por debajo de los limites establecidos,
independientemente de que la concentracién de eritrocitos
sea normal o incluso elevada. 4

El nivel de Hb ademas de variar en funcién de la edad
y el sexo se ve también afectado por otros factores como el
embarazo, habito tabaquico, altitud y raza?®. Durante la ado-
lescencia la produccién de Hb se eleva aun mas como resul-
tado del acelerado crecimiento. Los hombres tienen mayores
concentraciones de Hb con respecto a las mujeres debido a

la influencia hormonal de la testosterona, que determina un
mayor tamafio corporal y una mayor masa eritrocitaria. En el
embarazo debido a que la expansién del volumen plasmatico
es superior a la de la masa globular existe una dilucion de la
Hb. En los fumadores las concentraciones de Hb aumentan
debido a que el mondéxido de carbono inhalado provoca in-
cremento de la carboxihemoglobina, la cual no tiene capaci-
dad de transportar oxigeno. Para compensar este déficit de
oxigenacion tisular, los niveles de Hb se elevan.

Tabla I. Niveles de referencia de Hb segtin las OMS.

Nevel de
Edady sexo hemoglobina(g/l)

Nifios (0,5 - 4,99 afos) 110
Nifios (5 — 11,99 afios) 115
Nifios (12 — 14,99 afos) 120
Mujer no embarazada (= 15 afios) 120
Mujer embarazada 110
Hombre (= 15 afios) 130

En regiones geograficas sobre los 1000 m de altura del
nivel del mar, esta concentraciéon se incrementan como res-
puesta adaptativa a la menor presion parcial de oxigeno. El
incremento compensatorio en la produccion de glébulos ro-
jos asegura entonces un suficiente aporte de oxigeno a los
tejidos.

FISIOPATOLOGIA

Existe una disminucion en la capacidad de la sangre para
transportar oxigeno a los tejidos, lo que determina hipoxia
tisular. La sintomatologia depende de la velocidad de instau-
racion de la misma, de su intensidad, de la capacidad del
organismo para adaptarse y del terreno previo del paciente.

Existen dos tipos de mecanismos de compensacion, los
inmediatos y los tardios. Entre los primeros encontramos el
estimulo de la eritropoyesis secundario al aumento de eritro-
poyetina que acorta el periodo de maduracién de los eritroci-
tos con salida precoz de estos a la sangre y la redistribucion
del volumen sanguineo con vasoconstriccion generalizada y
aumento del gasto cardiaco. La vasoconstriccion se realiza
en las areas menos necesitadas como el rifidn y la piel con-
tribuyendo a la palidez, con el objetivo de derivar la sangre
hacia regiones vitales como el corazén y cerebro. El aumento
del gasto cardiaco clinicamente se evidencia por taquicardia
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y aparicion de soplos sistélicos funcionales. Entre los me-
canismos de compensacién tardios destaca el mejor apro-
vechamiento de la Hb disponible secundario al aumento del
2,3-difosfoglicerato.®

CLINICA

Se denomina sindrome funcional anémico al conjunto de
signos y sintomas que traducen anemia. La mayoria de los
sintomas son consecuencia de los mecanismos adaptativos
ala anemia y por lo tanto comprometen la mayor parte de los
sistemas del organismo.

Sintomas: A nivel cardiovascular son constantes las ma-
nifestaciones, tanto en la anemia aguda como en la crénica.
Los sintomas dependen de la intensidad de la misma y del
terreno del paciente y van desde disnea a minimos esfuerzos
a disnea de reposo, palpitaciones y angor. En los enfermos
de edad avanzada o con trastornos cardiocirculatorios pre-
vios, la aparicion de anemia puede facilitar la descompensa-
cién del proceso cardiovascular, con signos de insuficiencia
cardiaca congestiva, insuficiencia coronaria o facilitar la apa-
ricion de accidentes vasculares encefalicos. EI compromiso
neuroldgico aunque puede aparecer a cualquier edad, es
mucho menos frecuente que el de tipo cardiovascular y, casi
siempre, limitado a pacientes con anemia muy intensa o edad
avanzada. Consiste principalmente, en pérdida de memoria,
cambios del humor, cefaleas, vértigo, trastornos visuales, in-
somnio, incapacidad para concentrarse y, en ocasiones, des-
orientacion. Cuando la Hb desciende por debajo de 5 g/dl la
hipoxia cerebral puede determinar pérdida de conocimiento
e incluso un estado de coma que puede terminar con la vida
del paciente por anoxia cerebral. A nivel musculo esquelético
las manifestaciones mas frecuentes son la fatigabilidad facil y
la astenia. Los sintomas digestivo como anorexia, nauseas y
ocasionalmente estrefiimiento son con mayor frecuencia ma-
nifestaciones propias de la enfermedad de base. El compro-
miso renal es secundario a la vasoconstriccion secundaria a
la anemia que disminuye el flujo y la filtracién glomerular, es-
timulando la secrecion de aldosterona. Ello favorece la reten-
cidén acuosa y la aparicion de edemas en las extremidades.

Anivel ginecolégico en algunas mujeres con anemia muy
intensa, es frecuente observar una disminucion del volumen
y ritmo menstrual, con tendencia a la amenorrea. Esta situa-
cién constituye, de hecho, un mecanismo de proteccion del
organismo frente a la pérdida de Hb, mediante un fenémeno
de regulacion de la actividad menstrual con disminucion o
incluso desaparicion de la menstruacion.

Los signos: los evidenciamos al examen fisico. Uno de
los mas caracteristicos es la palidez cutaneo mucosa. La
misma es consecuencia del descenso de la Hb asi como de
la vasoconstriccién cutdnea secundaria a la redistribucién del
volumen sanguineo. Las mucosas de la conjuntiva ocular, del
velo del paladar y la region subungueal son los mejores lu-
gares para evidenciarla. La intensidad de la palidez guarda
relacion con la de la anemia, por lo que puede ser muy varia-
ble. Asi, cuando la Hb es menor a 9 g/dl la piel adquiere una
tonalidad cérea caracteristica y cuando se encuentra entre 9
y 11 g/dl puede pasar desapercibida al examen.

Otros signos son la taquicardia al esfuerzo o en reposo,
taquipnea y soplos funcionales sistélicos en punta o base.

Segun la etiologia podemos observar elementos ca-
renciales, dolores 6seos, elementos de hemdlisis y signos
o sintomas que traduzcan compromiso de la serie blanca o
plaquetaria.

Clasicamente luego de contar con estos datos cataloga-
mos la anemia segun:
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TIPO EVOLUTIVO: en CRONICA o AGUDA por el tiem-
po de evolucién de los sintomas. En general se considera
cronica cuando la sintomatologia lleva mas de un mes de
evolucion. TOLERANCIA: se define la tolerancia en funcion
de las manifestaciones que presente del sindrome funcio-
nal anémico. SEVERIDAD: depende de la intensidad de los
sintomas, de la necesidad de transfusiones y una vez que
contamos con la paraclinica depende del nivel de Hb: leve:
mayor a 10 g/dl, moderada entre 7-10 g/dl, severa menor a 7
g/dl. PUREZA: la pureza de una anemia depende de que se
acompafie o no de elementos que evidencien compromiso de
otras series como fiebre o sangrados. ORIENTACION ETIO-
LOGIA: segun presencia o no de elementos de hemdlisis,
elementos de carencia, dolores 6seos
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Anemia. Clasificacion morfolégica.

Dra. Carolina Sosa
Residente de Hematologia. Facultad de Medicina. UdelaR.
Montevideo.

Para comenzar con la orientacion etiolégica de la anemia
existen 2 abordajes de la misma: la clasificacién morfoldgi-
ca y la fisiopatoldgica. En el razonamiento clinico etioloégico
deben tenerse en cuenta ambas clasificaciones ya que las
mismas se intrincan y aportan datos complementarios.

En cuanto a la clasificacién morfolégica se basa en la
interpretacion de los indices hematimétricos o de Wintrobe y
en el andlisis de la morfologia eritrocitaria en el frotis de san-
gre periférica (SP)." Existen algunas desventajas en la clasi-
ficacién morfolégica: primero, las alteraciones morfologicas
pueden pasar desapercibidas al inicio del cuadro, y segundo
las mismas orientan pero no son patognomonicas.?

INDICES HEMATIMETRICOS DE WINTROBE

El Dr Maxwell Wintrobe introdujo en el afio 1932 los de-
nominados Indices hematimétricos de Wintrobe: Volumen
Corpuscular Medio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Media
(HCM) y Concentracién de Hemoglobina Corpuscular Media
(CHCM), todas constituyen medidas cuantitativas de la po-
blacién eritroide. El VCM es una medida del tamafio medio
de los eritrocitos circulantes.! Relaciona el hematocrito con el
numero de eritrocitos y se mide en fentolitros (fL). La HCM
es una medida del contenido medio de Hemoglobina (Hb) de
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los eritrocitos circulantes.! Se obtiene de la relacion entre la
hemoglobina total y el numero de eritrocitos circulantes. La
unidad de medida es el picogramo (pg). La CHCM relaciona
el VCM y la HCM entre si. Se mide en g/L.!

En la clasificacion morfolégica, el indice de mayor impor-
tancia es el VCM que divide las anemias en tres grupos de
acuerdo al tamafio eritrocitario:

- Anemia macrocitica: VCM mayor a 100 fL.
- Anemia normocitica: VCM 90-100 fL
- Anemia microcitica: VCM menor a 90 fL

Esta clasificacion permite al clinico plantear y descartar
ciertas patologias. Los pasos diagndsticos a seguir son dife-
rentes de acuerdo al tipo de anemia y al cuadro clinico del
paciente. Relacionar el VCM con otros indices como la reticu-
locitosis y el Ancho de distribucion Eritrocitaria (ADE) puede
ser Util en la orientacion etiologica.' (Tabla I).

Tabla | VCM Y ADE en el diagnéstico de anemia 4

VCM bajo VCM normal VCM alto
(<80 fL) (80-99 fL) (>100 fL)
ADE Anemia de Sangrado Aplasia
Normal |enf. crénica. agudo medular
a- o B- Anemia de enf |Hepatopatia
Talasemia cronica cronica
Hemoglobina .A”erT“f”‘ . QT/antivirales/
insuficiencia
E alcohol
renal
Deficiencia
ADE - precoz de Fe, |Deficiencia de
elevado Deéficit de Fe folato, o vitamin | folato y Vit B12
B12
Drepanoc!t03|s Déficit de Fe + AHAI
B-talasemia folato
Anemia i QT citotoxica
drepanocitica
AHAI He’p:.atopatla
cronica
He,pgtopatla Mielodisplasia
cronica

Mielodisplasia | A. drepanocitica

Reticulocitosis e indices hematimétricos*

Reticulocitosis Reticulocitosis
corregida <2% corregida 22%
VCM bajo, |Anemia de enf
ADE normal | crénicas
VCM .
normal, ADE An’er'nla de enf
cronicas
normal
VCM alto, QT/antivirales/
ADE normal |alcohol
Aplasia medular
VCM bajo, g A. drepanocitica +
ADE alto Déficit de Fe B-talasemia
VCM e
normal, ADE Déficit p.recoz de Fe, A. drepanocitica
folato, Vit B,
alto
Mielodisplasia
VCM alto, Deficiencia de folato
ADE alto o VitB,, AHAI
Mielodisplasia A. drepanocitica
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LAMINA PERIFERICA

Se solicita de acuerdo a los hallazgos clinicos y/o al re-
sultado del hemograma. En la anemia hemolitica la forma
eritrocitaria tiene mucha importancia diagnéstica. Algunos
tipos presentan un frotis de SP caracteristico que puede ser
suficiente para el diagndstico. Esto es asi en la eliptocitosis
hereditaria, piropoiquilocitosis hereditaria y en la ovalocitosis
del sudeste Asiatico.®La presencia de esferocitos no tiene un
valor patognoménico ya que pueden observarse en la esfe-
rocitosis hereditaria, en la anemia hemolitica autoinmune y
aloinmune.® La presencia de microesferocitos (GR pequefios
e hipercrémicos) puede verse en algunos pacientes con es-
ferocitosis hereditaria y en pacientes con anemia hemoliti-
ca microangiopatica.’ En este Ultimo caso también pueden
observarse fragmentocitos. Estas caracteristicas también
pueden observarse en la anemia hemolitica mecanica por la
presencia de protesis valvulares. En las anemias inducidas
por dafio oxidativo (déficit de G6PD) pueden verse kerato-
citos (“bite” cells) y GR de bordes irregulares. La presencia
de aglutinacion de GR hace sospechar la presencia de crio-
aglutininas y la eritrofagocitosis puede verse en la hemoglo-
binuria paroxistica nocturna. En la anemia macrocitica la LP
también juega un rol importante. Las anemias megaloblas-
ticas se caracterizan por la presencia de macrocitos ovales
y neutrofilos hipersegmentados. Cuando la anemia es mas
severa puede observarse poiquilocitosis, dacriocitos y frag-
mentocitos. Las hepatopatias y el consumo de alcohol son
causas frecuentes de macrocitosis pudiendo observar en la
LP la presencia de macrocitosis no oval, células en diana y
estomatocitos. Los neutréfilos presentan una segmentacion
nuclear normal. Los sindromes mielodisplasicos en personas
afiosas son una causa importante de anemia macrocitica. En
la LP es caracteristica la presencia de neutrdfilos hipogranu-
lares e hiposegmentados, pueden verse cuerpos de Pappen-
heimer, microcitos, megaplaquetas y blastos. Cuando existe
macrocitosis en el contexto de hemdlisis o sangrado agudo
se puede observar policromasia por aumento de los reticulo-
citos en SP.

ANEMIA MACROCITICA

Frente a este tipo de anemias lo primero a diferenciar es
si la causa esta dada por una alteracion en la sintesis de ADN
a nivel de los precursores en la MO, lo que determina en los
mismos cambios megaloblasticos o a otras causas que no
determinan megaloblastosis.?

Las anemias megaloblasticas son secundarias a déficit
de acido félico y Vitamina B12 o pueden deberse al uso de
farmacos que interfieren en la sintesis de ADN (agentes ci-
totoxicos o inmunosupresores) o drogas que interfieren en
el metabolismo del acido félico.® En estas situaciones se
produce un defecto en la maduracién nuclear de las células
hematopoyéticas, lo que lleva a un asincronismo madurativo
nucleo-citoplasma. Se caracterizan por presentar una eritro-
poyesis ineficaz que produce hemolisis intramedular con el
consiguiente aumento de hierro sérico, bilirrubina indirecta
y LDH. Al inicio de la enfermedad la macrocitosis puede ser
moderada (en gral mayor a 110). En la evolucién se agre-
gan otras alteraciones en la LP: anisocitosis, poiquilocitosis,
dacriocitos, equistocitos y punteado basdfilo.®* El recuento
reticulocitario es bajo y pueden asociarse otras citopenias
constituyendo la denominada méscara aplasica. La presen-
cia de macrocitos ovales y neutrdéfilos hipersegmentados son
un elemento caracteristico de la anemia megaloblastica por
déficit de acido folico y vitamina B12.3® De estar ausentes y
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de no existir uso de los farmacos mencionados se aconseja
la realizacién de mielograma en busqueda de mielodisplasia.
En los sindromes mielodisplasicos es caracteristico a nivel
de SP la presencia de neutréfilos hiposegmentados e hipo-
granulares.

Las causas de macrocitosis no megaloblastica son mul-
tiples: alcoholismo, hepatopatia, hipotiroidismo y hemdlisis o
hemorragia. En general la macrocitosis es moderada (100-
110 fL) y los macrocitos no son ovales.?

ANEMIA NORMOCITICA

Frente a este tipo de anemias cobra valor la reticuloci-
tosis en la orientacion etioldgica. De tratarse de una anemia
regenerativa (reticulocitosis aumentada), en primer lugar
debemos pensar en un sangrado agudo oculto o evidente,
o en hemdlisis.® Si se trata de una anemia arregenerativa
podemos estar frente a las primeras etapas de una anemia
ferropénica, frente a una anemia inflamatoria crénica (en el
contexto de un proceso infeccioso, neoplasia o patologia in-
flamatoria crénica) y se debe descartar disfunciéon endocrina
(lo mas frecuente hipo/hipertiroidismo), hepatica o renal.

ANEMIA MICROCITICA

En este caso los indices eritrocitarios y los nieveles de
ferritina, acompafados en ciertas situaciones de marcadores
inflamatorios, en el contexto clinico del paciente permiten el
diagndstico etiolégico en la mayoria de los casos.® Las consi-
deraciones diagnosticas principales frente a este tipo de ane-
mias son la deficiencia de hierro, la anemia de enfermedades
cronicas o talasemias. Menos comunes son las hemoglobi-
nopatias y ciertos tipos de anemias sideroblasticas. Cuando
el déficit de hierro es reciente los indices eritrocitarios y la LP
pueden ser normales.® En la evolucién se produce un des-
censo del VCM y del CHCM, siendo la anisocitosis uno de
los cambios més precoces en la LP con el consiguientre au-
mento del ADE.® Los cambios morfolégicos mas tardios son
la poiquilocitosis, microcitosis e hipocromia.*® Pueden verse
glébulos rojos en habano y en diana.
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Clasificacion fisiopatolégica

Dra. Carolina Oliver
Residente de Hematologia. Facultad de Medicina. UdelaR.
Montevideo.

Las anemias se pueden clasificar desde el punto de vista
fisiopatoldgico en regenerativas o arregenerativas. Las arre-
generativas se deben a una inadecuada produccion de glé-
bulos rojos (GR) debido a: déficit adquirido de metabolitos o
a enfermedades crénicas como aplasia medular, sindromes

S05

mielodisplasicos o sustitucién medular. Las anemias regene-
rativas son debidas a patologias que generan hemdlisis o a
sangrados agudos.

Nos centraremos en el estudio de las anemias regenera-
tivas, hemoliticas.

ANEMIAS HEMOLITICAS

Hemolisis significa “destruccion de la sangre”, se refiere
al acortamiento de la vida media de los eritrocitos (normal:
120 dias) en la circulacién. La causa comun es una lesion del
eritrocito que condiciona su destruccién precoz.

CLINICA

La hemodlisis puede ser aguda o cronica. Las crisis he-
moliticas agudas aparecen bruscamente en un sujeto previa-
mente sano. Sintomas habituales: fiebre, malestar general,
mareos, dolor abdominal, ictericia, eventualmente hemoglo-
binuria, y elementos de sindrome funcional anémico (SFA).
La anemia hemolitica (AH) crénica se presenta de manera
lenta, lo que permite desarrollar mecanismos de adaptacion.
Al examen se evidencia desde una palidez cérea a una fran-
ca ictericia, siendo el signo mas comun la subictericia con-
juntival. Habitualmente puede hallarse una esplenomegalia.

DIAGNOSTICO DEL SINDROME HEMOLITICO

Examenes para demostrar la existencia de anemia he-
molitica:

- Hemograma. Demuestra el descenso de Hb. El Volumen
Corpuscular Medio (VCM) suele ser normal. Puede estar
elevado (98-105 fl) debido a un aumento de reticulocitos,
o disminuido, en las hemoglobinopatias o en las talase-
mia. La CHCM suele ser baja debido a que los reticuloci-
tos contienen menor Hb.

- Reticulocitosis. Realiza el diagnostico fisiopatolégico del
tipo de anemia. Valor normal 0,5-1,5%. En presencia de
anemia, se deben corregir los valores segun la formula:
Reticulocitos corregidos: % reticulocitos x (Hto/45).

- Estudio de lamina periférica (LP). Necesario para valorar
alteraciones en la forma de los hematies, lo cual es un
criterio diagndstico fundamental.

- Indicadores generales de hemdlisis:

Examenes indirectos

Bilirrubina plasmatica: aumenta la forma indirecta debido
al hipercatabolismo de la Hb. Aumenta el estercobilinégeno
en heces y el urobilinégeno en orina.

LDH: en la hemdlisis aumenta la isoenzima 2. Prueba
inespecifica.

Haptoglobina: disminuye en las primeras 48 hs. Normal:
0,5-1,5 g/L.

Hemopexina plasmatica: sélo se altera en hemdlisis in-
tensas intravasculares.

Glicohemoglobina: puede disminuir a valores < 6%. Ines-
pecifica.

Metahemalbumina: persiste alta por semanas post he-
molisis intravascular.

Hemoglobina libre: elevada en AH intravasculares, valor
normal < 0,6 mg/dL.

Hemosiderinuria: demuestra hemdlisis intravascular cré-
nica. Aparece 2-3 semanas de iniciada la hemdlisis.

Examenes directos
Vida media eritrocitaria con Cr 51: es el examen mas
especifico para demostrar hemdlisis y el sitio principal de se-
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cuestro. Valor normal: 25-32 dias.
CLASIFICACIONES

1. Genética: congénitas o adquiridas. Las congénitas
son las membranopatias, enzimopatias y hemoglobinopa-
tias. Las adquiridas se dividen en: inmunes, mecanicas,
infecciosas, secundarias a agentes fisicos-quimicos y meta-
bélicas. 2. Etioldgica: intracorpusculares, cuando el defecto
es intrinseco (congénito o adquirido). Extracorpusculares por
lesion secundaria del eritrocito normal. 3. Fisiopatolégica:
intravasculares, cuando la lisis es en el interior del sistema
vascular. Son extravasculares cuando aumenta la elimina-
cion fisioldgica de los GR por parte del sistema mononuclear
fagocitico (SMF). Habitualmente estos mecanismos actuan
simultineamente, con predominio de uno u otro“. Clinica: se
pueden clasificar en agudas o crénicas.

AENIMAS HEMOLITICAS CONGENITAS

Membranopatias

La caracteristica comun de estas entidades es una alte-
racion en la membrana que interfiere en la forma, deformabi-
lidad e integridad estructural de los GR (Tabla I).

Esferocitosis Hereditaira (EH): es la AH congénita mas
frecuente en la raza blanca. El 80% se heredan de manera
Autosomica Dominante (AD) y el 20% Autosdmica Recesiva
(AR). Las alteraciones de la membrana que generan esta pa-
tologia son déficit de: anquirina (la mas frecuente), banda 3,
B-espectrina, a-espectrina y de proteina 4,2. La sintomatolo-
gia es variable, habitualmente leve, y la anemia suele estar
bien compensada. Los signos comunes son: anemia, ictericia
y esplenomegalia. Segun las guias para el diagnéstico y ma-
nejo de la EH publicadas en British Journal of Hematology, el
diagnostico se sospecha por la clinica, los AF y el hallazgo
en la LP de esferocitos (3-30%). Es caracteristico el CCMH
aumentado > 35 g/L. La prueba de fragilidad osmética incu-
bada es el gold estandar, pero puede no detectar un 10-20
% de pacientes con EH. Esta prueba no diferencia entre cau-
sas de esferocitosis (inmune vs no inmune), asi como puede
ser positiva en la eliptocitosis hereditaria. Este test puede
ser normal en presencia de ferropenia o ictericia obstructiva.
Estudios como el gradiente osmético ektacitométrico, el test
de criohemdlisis hipertonica y Eosin-5-maleimide binding, se
utilizan en casos atipicos. La electroforesis de proteinas de
membrana no se requiere habitualmente en la practica clini-
ca.
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Enzimopatias

Debido a déficits de enzimas del metabolismo glucidico.

Enzimopatias de la glucdlisis anaerobia: raras, de he-
rencia AR. La AH aparece sélo en homozigotos. El déficit de
piruvatocinasa es el mas frecuente.

Enzimopatias del metabolismo oxidorreductor: la mas
importante y frecuente es el déficit de glucosa-6-fosfato des-
hidrogenasa de herencia ligada al cromosoma X. General-
mente se desencadena hemodlisis luego del uso de farmacos,
infecciones, fiebre o acidosis. El diagnéstico se basa en: sos-
pecha clinica, hallazgo de cuerpos de Heinz en GR, y en la
medida de la actividad de la G6PD por espectrofotometria
cuantitiativa o por test de fluorescencia.

Enzimopatias del metabolismo nucleotidico: déficit de
pirimidina-5'nuclecotidasa (AR) y aumento de la actividad
adenosindesaminasa (AD).

Hemoglobinopatias

Se deben a mutaciones en los genes que codifican la
sintesis de cadenas globina. Pueden clasificarse en:

Estructurales: generan una Hb estructuralmente anor-
mal. Prevalencia mundial 0,2%. Se conocen 1000 hemog-
lobinopatias diferentes, las mas frecuentes son Hb S y C.
La anemia drepanocitica es debida a la presencia de HbS
homocigota y se presenta en la raza negra. Es debida a
una sustitucion del acido glutamico en la posicion 6 de la
B-globina por una valina, lo cual altera su carga eléctrica y le
confiere a los GR una forma de hoz. La hemdlisis es intra y
extra vascular. El diagndstico se realiza con: la observacion
de drepanocitos en la LP, test de solubilidad anormal y por
medio de la electroforesis de Hb.

Talasemias: grupo heterogéneo de enfermedades carac-
terizadas por la disminucién o ausencia de sintesis de cade-
nas de globina estructuralmente normales. Esto genera una
disminucion del contenido de Hb y del VCM. Se heredan de
manera AD. Las principales son: a, 3, B, y y o talasemias.
La a-talasemia se caracteriza por presentar: anemia microci-
tica, hipocrémica, con RDW normal, no ferropénica, sin ex-
presividad a nivel de la electroforesis de Hb. El diagnéstico
se realiza por andlisis de ADN. Las B-talasemias tienen un
espectro clinico variable, y su diagndstico se realiza por la
electroforesis de Hb.

ANEMIAS HEMOLITICAS ADQUIRIDAS
Anemias de mecanismo inmune: estan mediadas por an-

ticuerpos (Ac), complemento o por farmacos inmundgenos.
Se dividen en 5 tipos: autoinmune: causa mas frecuente de

Tabla |
Membranopatias no EH | Herencia Lp Alt. en membrana Clinica
Eliptocitosis Ad Eliptocitos A-esp’ectrlna, B-_espec_trlna Varlat_)le: de asintomaticos a
Proteina 4.1, Glicoforina ¢ | anemia severa
L 10-30 % de Permeabilidad anayk | > 0 nulo, hidrocitosis
Estomatocitosis Ad . ¢, xerocitosis c,seudo
estomatocitos : . L
hiperpotasemia familiar
AcantQCItOSIS . . Ar > 20 % Spur cells | Colesterol > en membrana |Anemia moderada a severa
Abetalipo-proteinemia
Equinocitosis Ef‘f' Equinocitos Banda 3 Anemia
Diversas
Codocitosis Ad Target cells Lcat Anemia moderada
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hemdlisis de las AH adquiridas. Puede ser originada por Ac
IgG o “calientes”, IgM o “frios” o por la criohemolisina bifasica
de Donath-Landesteiner. El diagnéstico de AH autoinmune
por Ac IgG se basa en el Test de Coombs directo, con una
sensibilidad de 95 %. El diagnoéstico en la AH por Ac IgM se
realiza por medio del Test de Coombs directo mas la deter-
minacion del titulo de crioaglutininas en suero. También son
AH inmunes: la reacciéon hemolitica post transfucional, la AH
del recién nacido, la AH inmunomedicamentosa y la o he-
moglobinuria paroxistica nocturna. Esta ultima se origina por
una mutacion somatica adquirida, que le confiere aumento
de sensibilidad al complemento. Es causa de AH intravascu-
lar, adquirida e intracorpuscular, El diagnéstico se realiza por
citometria de flujo a valorar el déficit de antigenos CD 55 y
CD 59 en neutrofilos y eritrocitos.

Las anemias hemoliticas de mecanismo no inmune son:
mecanicas, secundarias a la accion de agentes naturales,
por accién de agentes téxicos y oxidantes, secundaria a gér-
menes y parasitos, por trastorno metaboélico o endécrino o
por hiperesplenismo.
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Métodos diagnésticos en el estudio de las anemias
microciticas

El mayor porcentaje de anemias microciticas correspon-
den a anemias por carencia de hierro. En ellas existe un des-
censo de los indices hematimétricos: VCM , HCM ,CHCM
disminuidos.

El déficit de hierro puede ser real por falta de aporte, au-
mento de pérdida, disminucidn de su absorcion, aumento de
las demandas o por mala utilizacién del mismo.

Frente a un paciente que presente un perfil de hemogra-
ma que nos muestra una anemia hipocrémica ( HCM des-
cendido), microcitica (VCM disminuido) debemos comenzar
estudiando:

Metabolismo férrico: Sideremia: Es la concentracion sé-
rica de hierro. La misma puede determinarse mediante mé-
todos colorimétricos y métodos de absorcién atémica. Los
que empleamos usualmente en el laboratorio, actualmente
en equipos automatizados es el método que recomienda
el Comité Internacional de Standarizacion en Hematologia
(ICSH). El mismo se basa en la formacién de una sustancia
coloreada cuando el hierro, en su forma reducida, reacciona
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con un derivado de la fenantrolina: batofenantrolina (388). La
concentracion de hierro sérica, en una poblacién sana varia
de acuerdo a edad y sexo. Como mencionaramos el descen-
so de la sideremia es caracteristico de la anemia ferropénica,
pero también puede observarse en todas aquellas situacio-
nes que se acomparan de un bloqueo del hierro en las célu-
las del SMF, tales como los sindromes inflamatorios crénicos
y procesos neoplasicos (anemia inflamatoria). Un aumento
de la sideremia puede observarse en los llamados estados
de sobrecarga férrica o sea aquellas situaciones en las que el
organismo acumula hierro en exceso (hemocromatosis ,ane-
mia sideroblastica , talasemias) . Cuando no existe un cuadro
clinico que justifique un aumento aislado de la sideremia de-
bemos pensar en errores metodoldgicos y repetir el estudio.
Capacidad de saturacioén de la transferrina (CST): es la canti-
dad de transferrina del plasma que puede ser saturada por el
hierro. Constituye una medida indirecta de la concentracion
sérica de la transferrina y permite determinar el llamado indi-
ce de saturacion de la transferrina (IST), que es el porcentaje
de transferrina en plasma que se halla saturado por el hierro.

Actualmente los métodos automatizados que miden la
concentracion de hierro plasmatica, también determinan la
CST. En este caso, la CST se determina por el calculo a partir
de la medida de la transferrina como proteina mediante un
método basado en una reaccion Ag.-Ac y de la sideremia.

La CST varia entre 2,50 y 4,0 g/l y el porcentaje de trans-
ferrina normalmente saturada por el hierro (IST) es de 33%.
Mientras que la CST depende de la cantidad de transferrina,
el IST depende de la cantidad de hierro plasmatico. Normal-
mente en el organismo existe una relacion inversa entre la
cantidad de hierro de depdsito y la sintesis de transferrina,
cuando disminuye el hierro de depdsito aumenta la sintesis
de transferrina y viceversa. En una ferropenia real la dismi-
nucion de la sideremia y la ferritina estan asociadas gene-
ralmente a un aumento de la CST y a un descenso del IST,
mientras que en los trastornos debidos a bloqueo en la uti-
lizaciéon de hierro no se observan grandes aumentos de la
CSTy el IST en gral. no es menor a 15%. Ferritina: Cuantifica
el estado de las reservas férricas del organismo. Actualmente
los procedimientos automatizados que se utilizan se basan
en reacciones ferritina-ac antiferritina, empleandose metodo-
logias diversas : quimioluminiscencia, nefelometria. La de-
terminacion mas exacta es la que utiliza técnicas radioinmu-
nolégicas (RIA) o inmunorradiométricas (IRMA). Los valores
de ferritina varian de acuerdo a edad, sexo y metodologia
empleada. Los valores oscilan en gral. entre 12 — 300ug/I.
Receptor soluble de transferrina (RTF): es una proteina que
en forma dimérica se encuentra en la superficie de las células
fundamentalmente en los eritroblastos.Algunas moléculas
sufren un mecanismo de protedlisis y pasan a la circulacion
como receptor soluble de TF, la concentracion del mismo vie-
ne regulada por la concentracion de hierro intracelular. Cuan-
do existe una ferropenia aumenta la concentracion de RST. A
diferencia de la ferritina que es un reactante de fase aguda, el
RST se encuentra muy poco afectado por procesos inflama-
torios.En cuanto a métodos de determinacion se basan en el
principio de la reaccién ag.-ac. Mediante empleo de ac mo-
noclonales. Los mas empleados son los métodos de ELISA.
Actualmente se pueden realizar en forma automatizada por
métodos inmunoturbidimétricos y nefelométricos. Hepcidina:
es un péptido sintetizado en el higado, rico en histidina, regu-
lador de los procesos de absorcion y reutilizacion del hierro
por el organismo. Un exceso de hierro aumenta la sintesis de
hepcidina, lo que disminuye la absorcion intestinal y la salida
de hierro de los macréfagos.

La expresion de hepcidina en el higado es incrementada
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por la sobrecarga férrica y tambien por las IL1y IL6 y su ex-
presion es frenada por la anemia y la hipoxemia.

Recién se han elaborado técnicas que premitiran a los
laboratorios de rutina incorporar su determinacion, ya que las
existentes hasta el momento eran muy costosas y de dificil
ejecucion.

Debemos recordar siempre que una anemia es un signo
de una patologia subyacente que tendremos que estudiar. En
el caso de las anemias ferropénicas deberemos descartar las
pérdidas digestivas y en la mujer en edad genital activa, las
causas ginecoldgicas.

Métodos diagndsticos en el estudio de las anemias me-
galoblasticas

Se denominan anemias megalobasticas aquellas debi-
das a una falta de cobalamina (vit. B12) o de acido félico lo
que puede ocurrir por diversos mecanismos. En ellas encon-
tramos alteraciones morfoldgicas caracteristicas como asin-
cronismo madurativo N/C, gigantismo celular, etc.La causa
es un defecto en la sintesis de ADN que afecta a todos los
tejidos con intenso recambio celular.La megaloblastosis esta
asociada a un acortamiento de la vida media de los eritro-
blastos que desaparecen en la propia médula antes de ma-
durar a eritrocitos (eritropoyesis ineficaz).

Determinacion de cobalamina (vit B12)

En gral. actualmente se realiza su determinacion por
métodos automatizados, usando el método de uniéon a un
transportador, en estae caso el factor intrinseco gastrico. En-
zimoinmunoensayo de microparticulas (MEIA).

Determinacién de acido félico: uno de los métodos usa-
dos es el basado en la captura idnica (AXSYM). El estudio de
la médula 6sea a través de la realizacién de un mielograma
completara el estudio del paciente.

Luego de confirmar el déficit de alguno de estos metabo-
litos y de realizar su tratamiento veremos la reaccion del pa-
ciente frente al mismo realizando una reticulocitosis aproxi-
madamente entre los 7 y 10 dias de instituido el mismo.

Métodos diagnésticos de las Hemoglobinopatias y las
Talasemias

Las hemoglobinopatias son alteraciones cuali o cuantita-
tivas de las cadenas de globinas, secundarias a mutaciones
genéticas cuya consecuencia puede ser una modificacion es-
tructural hemoglobinopatias estructurales)o una disminucion
variable de la sintesis de una cadena de globina, sin altera-
cién estructural (talasemias).

La historia clinica del paciente asi como el estudio de sus
parametros hematimétricos y perfil del metabolismo férrico,
nos haran pensar en este tipo de patologia.

Las hemoglobinopatias estructurales son el resultado de
mutaciones genéticas que afectan a la estructura de algu-
nas de las cadenas de globina (alfa,beta,delta, gama). Existe
sustitucion de un aminoacido por otro, lo que origina un cam-
bio en la carga en la superficie de la molécula, lo que permite
diferenciar esta hb mutada de la normal mediante una corrida
electroforética.

En las talasemias, donde existe la disminucién en la sin-
tesis de una de las cadenas de globina vemos también alte-
raciones a nivel electroforético. Las técnicas empleadas en
gral. para el estudio de las hemoglobinopatias y las talase-
mias son las siguientes: Electroforesis de Hb, Cuantificacion
de la fraccion hemoglobinica HbA2, Cuantificacion de Hb F,
Analisis de la estabilidad molecular de la Hb, Analisis de HB
mediante cromatografia de alta resolucion (HPLC), Biologia
molecular.
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Electroforesis de Hb

Para realizar esta técnica trabajamos con un hemolizado
que posea entre 8-10 gr% de Hb. La Hb esta constituida por
aminoacidos unidos entre si por enlaces peptidicos, forman
cadenas que poseen radicales acidos COO- y basicos NH3+.
La carga eléctrica de estos grupos depende del ph del medio
en que se encuentren. En su punto isoelectrico la proteina es
eléctricamente neutra. La proteina cargada negativamente
sera atraida por el polo positivo del campo eléctrico (anodo) y
si lo esta positivamente lo sera por el polo negativo (catodo).

Esta es la base que permite separar las diferentes hb
cuando se colocan en un campo eléctrico a diferente ph. Se
usa la electroforesis de zona . Aqui el sistema amortiguador
impregna un soporte (gel de agar, acetato de celulosa , etc)
sobre el que se coloca una muestra de la solucién de hb a
analizar. Las fracciones separadas se pueden visualizar des-
pués del revelado con colorantes adecuados. En la practica
el soporte mas usado es el de acetato de celulosa a pH 8,6.
Cualitativamente esta técnica permite la separacion de las
hb normales de un hemolizado (A, A2, F), asi como de deter-
minadas hemoglobinopatias. En otros casos para mejorar la
identificacion de las fracciones se usan corridas a diferente
ph, gralmente. PH6 y otro soporte como el gel de agar. Este
es especialmente util para separar la HbS, Hb C, etc.

Electroforesis de Hb a pH alcalino

En ella se destacan tres fracciones bien diferenciadas.
La fraccidon mas rapida y mas intensamente coloreada co-
rresponde a la HbA, la segunda fraccion corresponde al
HbAZ2 y la tercera cerca del origen no es hb y corresponde a
la anhidrasa carbénica.

En recién nacidos puede observarse a continuacién de
la HbA una banda que corresponderia a la HbF. La altera-
cion cuantitativa que se observa con mayor frecuencia es el
aumento de la fraccion A2 (beta talasemia menor) y el incre-
mento de la Hb F

Electroforesis de Hb a pH acido: Permite diferenciar la
HbA de la HbF, lo que es dificil en acetato de celulosa a pH
alcalino. Asimismo separa claramente Hb patolégicas como
la Hb S de la HbD. Cuantificaciéon de HbA2: en la corrida
electroforética nosotros tenemos una nocién cualitativa de la
presencia de la HbA2. Para cuantificarla se usan diferentes
métodos:

Elucion de la fraccion electroforética, Densitometria de la
placa electroforética, Cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC). Este método permite la separacion y cuantificacion
automatizada de las fracciones hemoglobinicas normales
(HbA, A2, F), asi como de posibles hemoglobinopatias (HbS,
HbC, etc.) y de derivados glicados de la hemoglobina , de
utilidad clinica en el seguimiento terapéutico de la diabetes
mellitas. La base de esta metodologia es una columna de in-
tercambio catiénico con gradientes preprogramados que van
incrementando la fuerza iénica del tampdn de elusion y las
hb que se unen con mas fuerza a la columna son las ultimas
en eluir. La elusion de las columnas se monitoriza mediante
un espectrofotdmetro que detecta cambios en la absorbancia
a dos longitudes de onda415/690nm. La representacion de
estos cambios en relacion con el tiempo generan un croma-
tograma para cada una de las muestras problema. Se dis-
pone de tres programas basicos para la deteccion de: beta
talasemia en adultos; alfa talasemia en adultos y escrutinio
neonatal de anemia falciforme y hemoglobinipatias a partir
de sangre seca.

Cuantificacion de HbF
Ademas de los dos métodos tradicionales de desna-
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turalizacion alcalina y resistencia a la elusion acida, existe
como vimos un método automatizado para su cuantificacion
el HPLC. Analisis de la estabilidad molecular de la hb: Existe
un grupo de Hb patoldgicas que se caracterizan por poseer
una molécula inestable capaz de desnaturalizarse en presen-
cia de ciertas condiciones fisicas o quimicas que son perfec-
tamente toleradas por la HbA. Las mismas son en general
el resultado de una mutacién de caracter neutro y por ello
no presentan variacion en la carga de la molécula de Hb. Al
migrar electroforéticamente igual que la HbA, no pueden ser
detectadas mediante este procedimiento. La mutacion suele
estar localizada en la cavidad del gurpo hemo, por lo que su
desnaturalizacion va precedida de una pérdida espontanea
del grupo hemo. La desnaturalizacioén in vivo de la hb condi-
ciona la aparicion de precipitados de hb en el interior del GR
o cuerpos de inclusion (cuerpos de Heinz), que son la causa
de la hemdlisis.

Se utilizan en la practica dos métodos para poner a prue-
ba la estabilidad molecular de la hb: Método de la estabilidad
frente al calor (estabilidad térmica), Método de estabilidad
frente al isopropanol (estabilidad quimica), Prueba de escru-
tinio de la anemia falciforme (HbS): Prueba de la falciforma-
cion (prueba de itano):Consiste en provocar lafalciformacion
de los eritrocitos a partir de sangre total, cuando esta se ex-
pone a un medio pobre en oxigeno

Digndstico molecular de la talasemia
Biologia molecular.

Métodos diagndsticos de las membranopatias
eritrocitarias

El glébulo rojo presenta una gran deformabilidad , que le
permite atravesar capilares de diametro inferior al suyo pro-
pio. La misma depende de tres factores: La forma o relacién
entre la superficie y el volumen eritrocitario, La estructura de
la membrana, El contenido de Hb. La alteracién de alguno de
estos factores es suficiente para disminuir la deformabilidad
y con ello la vida media de los eritrocitos en la circulacion. La
disminucion de la vida media del eritrocito puede deberse a
dos mecanismos principales: Extracorpuscular por factores
extrinsecos al GR, en gral. De origen plasmatico o vascular.
Intracorpuscular o alteracion de alguno de sus componentes
estructurales: membrana, Hb, enzimas. La mayoria de los
defectos intracorpusculares tienen un origen congénito.

Las membranopatias serian defectos de algunos de los
componentes estructurales (proteinas, lipidos) de la membra-
na del GR. Este trastorno puede manifestarse por un cambio
en la forma de | eritrocito, siendo alli donde el examen morfo-
légico de la sangre es fundamental para el diagnéstico. Den-
tro de las membranopatias una de las mas frecuentes es la
esferocitosis hereditaria.

La misma se caracteriza por la presencia de eritrocitos
de forma esférica y osmoéticamente fragiles.

Clinicamente es de intensidad variable y se caracteriza
por ictericia, anemia con reticulocitosis elevada y espleno-
megalia. La forma mas frecuente es debida a un déficit de
anquirina/espectrina.

En la practica el estudio de las membranopatias se inicia
con el empleo de métodos indirectos que ponen de manifies-
to algunas de sus propiedades fisicas que se conocen como
pruebas de hemdlisis.

Entre ellas se destaca: test de resistencia osmética eri-
trocitaria (ROE), capacidad para resistir a la hipotonia del
medio; al calor (resistencia térmica); a la incubacién prolon-
gadaa 37°C (autohemdlisis); a la accion litica del comple-
mento (hemodlisis acida).
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Los estudios de proteinas de membrana, realizados me-
diante elctroforesis en gel de poliacrilamida, previa solubiliza-
cion con dodecilsulfato de sodio y / o las pruebas molecuares
no se realizan rutinariamente. Mencionaremos algunas de
ellas: Resistencia o fragilidad osmética eritrocitaria: La mem-
brana del GR es semipermeable por ello cuando se lo incuba
en un medio hiperténico, pierde agua y se deshidrata. En un
medio hipotdnico ocurre lo contrario. Si la hipotonia del me-
dio supera cierto limite, se altera la membrana y se produce
hemolisis. Definimos entonces como resistencia osmotica a
la capacidad que tiene el GR para resistir el efecto hipoténico
del medio. La resistencia o fragilidad osmoética depende de la
relacion entre la superficie y el volumen. Debido a su forma
de disco biconcavo los eritrocitos son capaces de aceptar
sin hemdlisis una entrada de agua capaz de aumentar su
volumen hasta un 70%. En la esferocitosis, por Ej. este limite
disminuye y la hemdlisis ocurre en presencia de soluciones
salinas mas concentradas, la capacidad para resistir la en-
trada de agua esta disminuida. La prueba incubada es mas
sensible para poner en evidencia esta caracteristica. Prueba
de la autohemodlisis: esta prueba pone de manifiesto la capa-
cidad de los eritrocitos de mantener su integridad in Vitro des-
pués de cierto tiempo (24 hs) de incubacion a 37°C, frente a
su propio plasma. También puede usarse como escrutinio de
eritroenzimopatias (G6PD). La misma puede realizarse o no
en presencia de glucosa lo que permite obtener resultados
diferentes que orientaran a diferentes patologias. Prueba de
hemodlisis en medio acido (Ham Dacie): Esta prueba se basa
en que la accioén litica del Complemento es favorecida por la
acidez del medio. En los eritrocitos normales ello no ocurre,
pero en la Hemoglobinuria Paroxistica Nocturna (HPN), una
pequefa disminucién del ph del medio provoca el desarro-
llo de esta accion sobreviniendo la hemdlisis. Normalmente
no se observa hemdlisis en ninguno de los tubos estudiados
.Una prueba mas sensible pero menos especifica es la prue-
ba de la sacarosa. Esta se basa en el principio de que los GR
en presencia de solutos de baja fuerza idnca (sacarosa), fijan
el C, por lo cual en la HPN se facilita la hemdlisis. Actualmen-
te la citometria de fluljo pone de manifiesto la presencia de
los ag CD55 y CD59.

Métodos diagndsticos en las eritroenzimopatias. Las
funciones que cumple el eritrocito estan orientadas a man-
tener el transporte de Hb.: conservar su integridad durante
120 dias, mantener el hierro hemoglobinico en estado redu-
cido para que la hb pueda fijar reversiblemente el oxigeno
molecular, contribuir a la funcion hemoglobinica facilitando la
liberacion del oxigeno a nivel de los tejidos.

Estas funciones pueden realizarse mediante diferentes
procesos enzimaticos.

Las enzimopatias de mayor interés son aquellas que
estan asociadas a una hemodlisis aislada o acompafada de
otros trastornos como neuropatia, miopatia o retraso mental.
Los métodos aplicados para el diagnostico de las enzimopa-
tias pueden ser cuali o cuantitativos. Dentro de los métodos
cualitativos destacamos la deteccion de déficit de G&PD. El
ICSH recomienda hacer asar la prueba de la mancha fluo-
rescente como escrutinio en esta enzimopatia. Los métodos
cuantitativos confirman la existencia de una eritroenzimopa-
tia.
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INTRODUCCION

La sospecha clinica de anemia debe confirmarse por la
disminucion del nivel de hemoglobina por debajo de los valo-
res de referencia considerados para la poblacién en estudio,
por lo que el Hemograma pasa a ser un elemento semiologi-
co mas en el diagndstico, clasificacion y orientacion etiologi-
ca de una anemia.

CONSIDERACIONES PREANALITICAS

Confirmar la identificacion del paciente y la solicitud mé-
dica. No requiere ayuno. Los plasmas lipémicos pueden cau-
sar falso aumento de la hemoglobina. Se utilizan tubos con
acido etilen diamino tetraacético en forma de sal tripotasica,
K,— EDTA (tapa violeta). Este anticoagulante no influye sobre
las determinaciones hematolégicas y conserva la morfologia
celular. ™ La muestra debe ser analizada dentro de las seis
primeras horas, aunque la estabilidad es aceptable si se con-
serva por 24 hs a temperatura ambiente. @

CONSIDERACIONES ANALITICAS

Los equipos actuales incorporan el principio Coulter
(1958) por variacion de impedancia, y la medida éptica ba-
sada en la Citometria de flujo (1977). El recuento de parti-
culas por variacion de impedancia, genera histogramas por
distribucion de volumen (recuentos de plaquetas, eritrocitos
y leucocitos) ®. Con el agregado de la medida 6ptica (difrac-
cion de luz laser emitidos a diferentes angulos), los equipos
brindan la clasificacion completa con un alto grado de confia-
bilidad ®. Sin embargo, el estudio del frotis de sangre perifé-
rica contintia siendo insustituible.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS EN EL
DIAGNOSTICO DE ANEMIA

El recuento de GR es realizado por impedancia. La pre-
sencia de crioaglutininas puede determinar una falsa dismi-
nucion del recuento de GR, con Hb normal. Esto se corrige
precalentando la muestra a 37°. La Hb tradicionalmente se ha
determinado por la medicién del complejo cianometahemog-
lobina a 540 nm ®). Actualmente se utilizan reactivos libres
de cianuro, en general lauril sulfato de sodio (SLS), agente
tensoactivo, que lisa la membrana de los eritrocitos liberando
la Hb cuya concentracion es medida por espectrofotometria.
El hematocrito es la proporcion entre los GR y el plasma y se
expresa como un porcentaje del volumen de sangre total. Los
equipos calculan el Hto: GR/ mm? x VCM, o lo miden, acumu-
lando los VCM de cada particula examinada. Pueden incre-
mentarlo falsamente: la deshidratacion, sangre capilar, uso
prolongado de torniquete, frio, actividad muscular, posicién
de pie. El descenso puede deberse a hipervolemia, posicion
supina, exceso de anticoagulante, embarazo, hiperproteine-
mia. El VCM es el indice hematimétrico mas importante en
la clasificacion de las anemias y la orientacion etiolégica de
las mismas. La microcitosis es tipica de la ferropenia y tala-
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semia, las macrocitosis de las carencias de B12, acido fdlico,
mielodisplasias, alcoholismo, y la normocitosis de sangrado
agudo y enfermedades croénicas. EI VCM es la media del his-
tograma de GR. La Hemoglobina corpuscular media, refleja
el contenido promedio de Hb en cada GR en forma individual.
HCM (pg)=Hb(g/L) / GR (10%%/L). Es el parametro usado en la
definicion de la “cromia” de los GR.

La Concentracion de Hemoglobina Corpuscular Media
refleja la concentracién de Hb en los GR de un dl de san-
gre. CHCM (g/dl)= Hb/Hto o Hb/ GR x VCM. La hipocromia
puede ser un indicador precoz de ferropenia en los equipos
que usan la focalizaciéon hidrodinamica. EI ADE /Ancho de
distribucidn eritrocitaria: refleja la anisocitosis en la poblacion
de GR. Es el coeficiente de variacion del VCM. Es util en
el diagndstico diferencial entre las ferropenias (ADE aumen-
tado) y la talasemia menor (ADE normal). La informacion
grafica sobre la distribucion de la poblacién eritocitaria, nos
muestra el ADE, el VCM, las interferencias con el histograma
de plaquetas y leucocitos, y puede mostrar subpoblaciones
en pacientes transfundidos o mielodisplasias.

Los analizadores actuales realizan el recuento de reti-
culocitos y establecen su grado de maduracién, mediante la
tincion del contenido de ARN de estas células. Se clasifican
en 3 grupos de acuerdo a su contenido y grado de fluores-
cencia, definiendo la Fraccion de Reticulocitos Inmaduros,
indice que representa la actividad eritropoiética.

EL FROTIS DE SANGRE PERIFERICA EN EL ESTUDIO DE
LA ANEMIA

A pesar de los avances tecnoldgicos, y la abundante in-
formacion obtenida en un Hemograma Automatizado, el estu-
dio de la lamina periférica es siempre de gran importancia ©.
A modo de ejemplo, en la sospecha de microangiopatias
trombdticas, la observacion de esquistocitos puede ser defi-
nitorio. Las células en tiro al blanco en una seudopoliglobulia
microcitica, apoya el diagnéstico de talasemia. Los dacrioci-
tos, tipicos de las mielofibrosis, eritroblastos son otros hallaz-
gos de gran importancia en la practica clinica. El fendmeno
de Rouleaux, cuerpos de Heinz, esferocitos, drepanocitos y
falciformacién espontanea, parasitos intraeritrocitarios, son
todas situaciones en donde por el momento solo la observa-
cion del frotis puede aportarnos informacion.

CONCLUSIONES

El Hemograma puede brindarnos suficiente informacion
como para diagnosticar, clasificar y guiar los estudios etiol6-
gicos de una anemia, y contribuir en el seguimiento evolutivo.
Sin embargo, la observacion directa de los elementos formes
no ha podido aun ser sustituida por la automatizacién en el
Laboratorio de Hematologia.
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INTRODUCCION

El hierro (Fe) es un metal fundamental involucrado en
reacciones metabdlicas de transferencia de electrones (cito-
cromos, peroxidasas) y en transportadores de O2 (hemog-
lobina, mioglobina). El exceso de hierro es nocivo para las
células, por lo que se requiere de un proceso meticuloso de
regulacién, para mantener el equilibrio en el metabolismo
del Fe. El mayor capital férrico se encuentra en los hema-
ties circulantes (1mg de Fe ¢/ml de células). El contenido de
hierro se ajusta regulando la absorcion, ya que la pérdida
en condiciones normales es escasa. En los ultimos afios se
han comprendido mejor los mecanismos moleculares invo-
lucrados en el metabolismo del hierro y descubierto altera-
ciones genéticas claves para este equilibrio. La homeostasis
del hierro depende de la regulacién de la Hepcidina, una
hormona que regula negativamente la salida del hierro des-
de las células intestinales y macréfagos, por alteracion de la
expresion del exportador celular del hierro, la Ferroportina.
La Hepcidina controla el Fe corporal total y su disponibilidad
para la eritropoyesis. El hierro no difunde libremente a través
de la membrana celular, requiere de un mecanismo trans-
portador; algunas células estan equipadas para importar y
exportar hierro (macréfagos, células epiteliales intestinales y
hepatocitos); estas son las encargadas de obtener, movili-
zar y depositar el hierro. Los precursores eritroides son los
mayores consumidores. En humanos adultos la produccion
diaria de eritrocitos requiere aproximadamente 20 mg de Fe
elemental. La gran mayoria del hierro deriva del recambio de
eritrocitos senescentes o dafados captados por los macré-
fagos y 1 a 2 mg provienen de la absorcion intestinal. Por lo
que se puede considerar como un circuito cerrado (Figura 1).

Absorcion

La absorcién del Fe ocurre en el intestino, a través del
ribete en cepillo fundamentalmente en el duodeno y prime-
ras porciones del yeyuno. Se absorbe como Fe+2 (ferroso)
o0 como grupo hemo. En el interior de la célula (en los mi-
crosomas) la hemo-oxigenasa transforma el grupo hemo en
biliverdina, CO y Fe+3 (férrico). El jugo gastrico estabiliza
el Fe+3 de la dieta, para que no precipite. Este puede ser
reducido a Fe +2 por una enzima ferro- reductasa. El Fe+2
es transportado a través de la membrana apical de la célula
epitelial intestinal por el transportador de metales divalente
(DMT1) (figura2), este no es exclusivo del Fe, también trans-
porta otros metales (Cobre, Zinc, Cobalto). Al entrar a la célu-
la una parte se deposita como Ferritina y otra se exporta. La
Ferroportina exporta Fe+2; esta actua en conjunto con una
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proteina oxidasa la Hefastina (homdloga de la ceruloplasmi-
na), transformando el Fe+2 en +3 y de esta forma se puede
unir ala TF y circular por el plasma. El resto del Fe que queda
dentro del enterocito se pierde cuando esta célula envejece
y se desprende en la luz intestinal. Los mecanismos de ab-
sorcion del Fe-hemo no estan del todo claro, se postula que
ocurre a través de diferentes vias, aparentemente también a
través de DMT1. El exportador del Fe-hemo no es conocido
pero se postula que es una proteina, que de estar alterada su
funcién por interferencia o inhibicion seria la causante de la
acumulacién de hemo en las células precursoras eritroides,
con la consiguiente alteracion en la maduracion y apoptosis
como ocurre en la eritroleucemia. La dieta occidental contie-
ne acerca de 15 mg de Fe al dia, el Fe tipo hemo (pescado,
pollo y carne roja) se absorbe en un 30%, el Fe no hemo
(vegetales) se absorbe en un 10%. La absorcion del Fe es
afectada por sustancias presentes en la luz del intestino. El
acido ascorbico (vit. C) aumenta la absorcion de Fe no animal
(cereales, frutas, vegetales y pan). Los taninos (té), fosfatos,
antiacidos y metales competitivos (zinc) inhiben la absorcion.

Transporte del hierro

El Fe circula unido a la transferrina (TF), ésta en situa-
ciones normales esta presente a una concentracion de 2 a 3
g/l. Se mide en plasma como capacidad total de unir Fe. La
union con Fe+3 es de alta afinidad; el Fe precipitaria de cir-
cular libre. De sintesis hepatica, aumenta en caso de déficit
de Fe, por mecanismos poco conocidos. La TF esta saturada
normalmente en 1/3, el % de saturacion de TF disminuye en
caso de deficiencia de Fe, AEIC (anemia de enfermedades
inflamatorias crénicas). Y aumenta en caso de suplemento
de Fe o por aumento de demanda. Cada molécula de TF
transporta 1 a 2 atomos de Fe, unidos a su receptor de mem-
brana (RTF: receptor de TF). Estos receptores se expresan
sobre todo en aquellas células que necesitan Fe (precursores
eritroides, células tumorales y linfocitos activados). Los RTF
son hallados en la sangre en proporcion a la masa eritroide.
Los niveles de RTFs (solubles) aumentados son indicativos
de deficiencia de hierro o eritropoyesis ineficaz. EI complejo
TF-Fe-RTF entra a la célula por endocitosis (Figura 3), estas
vesiculas poseen un pH acido donde se libera el Fe y pasa
al citoplasma. Luego la TF y RTF vuelven a la membrana
celular para liberar la apoTf (TF sin Fe) al plasma y de esta
forma poder participar de un nuevo ciclo del transporte de Fe.
En el interior de la célula el Fe es captado por proteinas y pe-
quefias moléculas para su utilizacion o depdsito. En los pre-
cursores eritroides la mayoria del Fe va a la mitocondria para
incorporarse al grupo hemo. El transporte del Fe en otras
células como por ejemplo los hepatocitos es muy importante
ya que al mayor depdsito de Fe ocurre en estas células. Es-
tas expresan RTF1 y RTF2 (con iguales funciones que RTF1
pero menos eficiente y de funcion incierta). Por otro lado y
a diferencia con RTF1, RTF2 no formaria complejo con la
proteina HFE. Se ha relacionado a mutaciones en RTF2 con
Hemocromatosis, por lo cual este seria importante en el me-
tabolismo del Fe. Al parecer la Ferroportina jugaria un rol en
el transporte de Fe desde el hepatocito. Los macréfagos del
SRE obtienen el Fe al fagocitar los eritrocitos, pero también
por el ciclo de la TF. En estas células la Ferroportina seria
la proteina exportadora de Fe. Al parecer la Ceruloplasmina
(ferroxidasa con cobre) tendria un papel importante ya que
catalizaria la oxidacion de Fe+2 en Fe+3. La concentracion
del Fe en plasma y por lo tanto la saturacién de TF est4 re-
gulada por la entrega celular (hepatocitos y macréfagos) de
Fe (oferta de Fe) y de la demanda (eritropoyesis). En caso de
eritropoyesis constante la saturacion de Tf depende del re-



