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Resumen

El equivalente de hemoglobina reticulocitaria (Ret-
He) medido por algunos autoanalizadores hema-
tologicos proporciona la cantidad de hemoglobina
presente en los reticulocitos. Refleja la sintesis de
hemoglobina en precursores medulares al corres-
ponderse con la hemoglobinizacion de las ultimas
48-72 horas. Correlaciona con eritropoyesis defi-
ciente de hierro, por lo que se convirtié en una he-
rramienta auxiliar eficaz para identificar deficiencia
de hierro y para diagnostico de anemia ferropénica
(AF). Nuestro objetivo fue evaluar la utilidad del
Ret-He para estudio de anemias y determinar el me-
jor punto de corte para diagnodstico de AF, asi como
analizar puntos de corte Optimos para tamizaje de
estados ferropénicos. Se analizaron 213 pacientes
con pedido de hemograma y recuento de reticuloci-
tos, que se clasificaron como sin anemia (Sin-A, n:
80), anemia microcitica (AMi, n: 64), anemia nor-
mocitica (AN, n: 59) y anemia macrocitica (AMa,
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n: 10). De los 213 pacientes, 113 tenian pedidos pa-
rametros ferrocinéticos y se clasificaron como con
ferropénicos (F, n: 54) y no ferropénicos (No-F, n:
47). La mediana (percentil 25 - percentil 75) de Ret-
He (pg) fue 31,6 (30.3-32.7), 21,4 (19-23.6), 30.3
(27.5-31.8) y 38,2 (32.6-41.5) para Sin-A, AMi, AN
y AMa, y 22,5 (18.9-26.6) y 31,2 (30.5-32.4) para
F y No-F respectivamente. Unicamente No-F no
mostrd diferencias significativas respecto al grupo
Sin-A (p<0,05). El analisis de curvas ROC (Recei-
ver Operator Characteristic) evidencio un desem-
pefio de Ret-He similar al de la saturacion de trans-
ferrina (4rea Under the Curve (AUC): 0.95 y 0.96
respectivamente) y superior al de la ferritina (AUC:
0.90) y al del volumen corpuscular medio (AUC:
0.88). El punto con mejor sensibilidad (S) y especi-
ficidad (E) fue 28.45 pg (S/E: 87.04/89.36%). Ret-
He <28.05 pg (E: 95.74% y S: 81.48%) posee alta
E para F; Ret-He >29.90 pg descarta F (S: 94.44%),
conservando E aceptable (82.98%).



CONSIDERACIONES PARA EL USO DEL EQUIVALENTE DE HEMOGLOBINA RETICULOCITARIA EN LA PRACTICA DIARIA

Abstract

The reticulocyte hemoglobin equivalent (Ret-He)
measured by some hematological autoanalyzers
provides the amount of hemoglobin present in re-
ticulocytes. It reflects hemoglobin synthesis in he-
matological precursors, corresponding to the hemo-
globinization of the last 48-72 hours. It correlates
with iron deficient erythropoiesis, so it became an
effective auxiliary tool to identify iron deficiency
(ID) and to diagnose iron deficiency anemia (IDA).
Our objective was to evaluate the usefulness of Ret-
He for the study of anemia and to determine the
best cut-off for the diagnosis of IDA, as well as to
analyze optimal cut-off for ID screening. We ana-
lyzed 213 patients, who were classified as without
anemia (No-A, n: 80), microcytic anemia (MiA, n:
64), normocytic anemia (NA, n: 59) and macrocyt-
ic anemia (MaA, n: 10). Of the 213 patients, 113
had requests for other parameters of iron availabili-
ty and were classified as iron deficiency (ID, n: 54)
and non-iron deficiency (No-ID, n: 47). The median
(percentile 25 - percentile 75) of Ret-He (pg) was
31,6 (30.3-32.7), 21,4 (19-23.6), 30.3 (27.5-31.8)
and 38,2 (32.6-41.5) for No-A, AMi, AN and AMa,
and 22,5 (18.9-26.6) and 31,2 (30.5-32.4) for ID
and No-ID respectively. The only group that did
not show significant differences with No-A was
No-ID (p<0.05). Receiver operator characteristic
(ROC) curve analysis shows that Ret-He has simi-
lar performance to transferrin saturation (area under
the curve (AUC): 0.95 and 0.96 respectively) and
superior to ferritin (AUC: 0.90) and to mean cor-
puscular volume (AUC: 0.88). The cut-off with best
sensitivity (S) and specificity (E) was 28.45 pg (S/E:
87.04/89.36%). Ret-HE <28.05 pg (E: 95.74% and
S: 81.48%) has high E for ID while Ret-He >29.90
pg discards ID (S: 94.44%), retaining an acceptable
E (82.98%).

Introduccion

Los reticulocitos representan a los eritrocitos inma-
duros en el estadio final de diferenciacion. Se ori-
ginan de los eritroblastos ortocromaticos luego de
la eyeccion del ntcleo y maduran gradualmente, 3
dias en médula 6sea y 1 dia en sangre periférica, con
reduccion gradual en la cantidad de RNA ribosomal
y proteinas. Actualmente, su recuento se realiza con
contadores hematoldgicos de ultima generacion.
Ademads de contar con mayor precision, exactitud
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y reproducibilidad que el método tradicional, apor-
tan los indices reticulocitarios (IR), entre los que se
encuentran la fraccion de reticulocitos inmaduros
(FRI) y el contenido de hemoglobina reticulocitaria
(CHr o Ret-He)(1). Su determinacion en distintos
analizadores se basa en los mismos principios gene-
rales, dispersion de luz y colorantes afines al ARN.
Sin embargo, el método empleado varia, por lo que
los rangos de referencia (RR) no son intercambia-
bles entre distintos contadores”-?. Resulta funda-
mental que cada laboratorio establezca o verifique
sus RR y que el seguimiento se realice en el mismo
lugar®-9,

El Ret-He proporciona la cantidad de hemoglobina
presente en los reticulocitos y se corresponde a la
hemoglobinizacion de las ultimas 48-72 horas. Re-
fleja la sintesis de hemoglobina en precursores me-
dulares y correlaciona con eritropoyesis deficiente
de hierro. Por algunos autores es considerado el
marcador mas directo de una sintesis adecuada de
hemoglobina y se convirtié en una herramienta au-
xiliar eficaz para identificar estados ferropénicos y
para diagnostico de anemia ferropénica (AF).

El uso de Ret-He para diferenciar anemias micro-
citicas (AF, anemia de enfermedad cronica (AEC)
y talasemia) ha sido estudiado por varios grupos de
trabajo®. Carecer de utilidad en pacientes con he-
moglobinopatias, que presentan valores muy dismi-
nuidos de Ret-He por la microcitosis caracteristica,
sin observarse diferencia con los obtenidos en AF®.
En cuanto a su uso para diagnostico de AF, AEC y
anemia mixta (AF + AEC) existen resultados con-
tradictorios!'?. Especialmente cuando la anemia
es de origen multifactorial, frecuente al coexistir
un proceso inflamatorio cronico con déficit de hie-
rro, el diagndstico de ferropenia puede ser dificil.
La ferritina, al ser reactante de fase aguda, presenta
utilidad limitada para evaluar los depdsitos de hie-
rro y, por lo tanto, el Ret-He tiene especial interés
como marcador de deplecion de depdsitos. Clinica-
mente resulta importante diferenciar ferropenia fun-
cional (AEC) y absoluta (AF o AEC-AF), dado que
el suplemento de hierro beneficia al segundo grupo
y es perjudicial para el primero. Los pacientes con
enfermedad renal cronica constituyen un ejemplo
de la utilidad del Ret-He en situaciones de anemia
multifactorial. En dicha poblacion este parametro ha
sido ampliamente estudiado e incorporado a la prac-
tica diaria. En pacientes hemodializados recibiendo
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terapia con eritropoyetina (EPO), la deficiencia de
hierro es la principal causa de falta de respuesta al
tratamiento. El tratamiento con Fe permite reducir la
dosis de EPO en pacientes con ferropenia, mientras
que resulta perjudicial en ausencia de deplecion de
hierro. En este grupo, el Ret-He <29 pg se asocia
a eritropoyesis restringida por Fe y predice buena
respuesta a tratamiento*17,

El uso del Ret-He se ha propuesto también para ta-
mizaje de depdsitos de hierro en poblacion general
y en poblaciones con riesgo elevado de ferropenia,
sin embargo el punto de corte para tamizaje difiere
en los distintos trabajos!*,

Dado que el Ret-He provee una evaluacion tempra-
na de la actividad de la MO, a partir del tubo de he-
mograma y en el mismo tiempo de procesamiento,
consideramos importante conocer su desempefio para
implementarlo en la practica diaria. El objetivo de
nuestro trabajo es estudiar su utilidad para el estu-
dio de anemias y determinar puntos de corte Optimos
para diagnostico y tamizaje de estados ferropénicos.

Materiales y métodos

Se llevd a cabo un estudio retrospectivo de corte
transversal en el que se analizaron muestras de pa-
cientes con diversas patologias que concurrieron al
laboratorio durante un periodo de 5 meses con pe-
dido de hemograma y recuento de reticulocitos. Se
incluyeron 213 muestras de pacientes, 148 mujeres
y 65 hombres, con edad media de 50,2 afios (rango:
15-92 afios). De los 213 pacientes, 113 (86 mujeres
y 27 hombres) tenian pedidos parametros para estu-
dio de disponibilidad de hierro.

El proyecto fue aprobado por un Comité de Etica que
otorgo la exencion de presentacion de consentimien-
to informado dadas las caracteristicas del trabajo y
segun lo contempla la Resolucion 1480/2011 del bo-
letin oficial de la Guia para Investigaciones con Seres
Humanos del Ministerio de Salud de la Nacion.

Las muestras de sangre venosa obtenidas por ve-
nopuncién fueron recolectadas en tubos de ED-
TA-3K y analizadas en un autoanalizador Sys-
mex-4000i, que emplea el fluorocromo polimetina
y calcula el contenido de hemoglobina como Ret-
He. Se mantuvieron a temperatura ambiente hasta
el momento del andlisis y se procesaron dentro de
las 4 horas de la extraccion. Se determin6 hemogra-
ma completo, recuento de reticulocitos y Ret-He. La
calibracion del autoanalizador esté a cargo de la em-
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presa que lo provee. Se realizan controles de calidad
internos diarios de tres niveles.

La determinacion de ferritina (Ft), transferrina (Tf)
y hierro (Fe) se realiz6 a partir de muestras reco-
lectadas en tubos secos. Se analizaron en un equipo
COBAS6000 mediante electroquimioluminiscencia
(Fty Tf) y método colorimétrico (Fe). La saturacion
de transferrina (sTf) se calculé6 como sTf = Fe*71/
Tf.

Se definié anemia como mujeres con Hb <12 g/dl
y hombres con Hb <13 g/dl segin la OMS®V. Los
pacientes con anemia se clasificaron en funcion al
volumen corpuscular medio (VCM) como anemia
microcitica (AMi), anemia normocitica (AN) y ane-
mia macrocitica (AMa) de acuerdo a las guias de
diagnostico y tratamiento de la SAH®?,

Se definio ferropenia como sTf <16% y/o Ft <15
ug/l y/o Fe <60 ug/dl, abarcando por lo tanto, los
estadios I, II y III de déficit de hierro. Se clasifi-
caron los pacientes como ferropénicos (F) y no fe-
rropénicos (No-F). De los 113 pacientes incluidos
inicialmente, se excluyeron dos por encontrarse con
tratamiento con hierro via oral y 11 por tener diag-
noéstico previo de talasemia.

Se utilizo6 el test de Mann-Whitney y el test de Krus-
kal-Wallis post test de Dunn’s para comparacion de
medianas. Se considerd un p-valor<0,05 como es-
tadisticamente significativo. Se realizd analisis de
curvas ROC (Receiver Operating Characteristic)
para determinar la S y E para diagndstico de déficit
de hierro. Los datos se analizaron con el programa
GraphPad Prism5.0 y los graficos se realizaron en
SigmaPlot10.0.

Resultados

Se clasificaron los pacientes (n: 213) segun Hb y
VCM: 80 Sin-A (49 mujeres y 31 hombres), 64 AMi
(49 mujeres y 15 hombres), 59 AN (45 mujeres y 14
hombres) y 10 AMa (5 mujeres y 5 hombres). En la
Tabla 1 se reportan los valores hematologicos para
los 4 grupos de pacientes. Los niveles de Ret-He
de los distintos grupos se representan en la Figura
1A. Los valores correspondientes a la mediana (per-
centil 25 - percentil 75) de Ret-He (pg) fueron 31,6
(30.3-32.7), 21,4 (19-23.6), 30.3 (27.5-31.8) y 38.2
(32.6-41.5) para Sin-A, AMi, AN y AMa respectiva-
mente. Se encontraron diferencias estadisticamen-
te significativas entre todos los grupos estudiados
(p<0,05). Los pacientes con AN se subclasificaron
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en F (n: 19) y No-F (n: 37) segin parametros fe-
rrocinéticos. Unicamente el primer grupo presento
diferencias significativas con los pacientes Sin-A.

De los 100 pacientes con perfil de hierro incluidos,
54 fueron clasificados como F (46 mujeres y 7 hom-
bres) y 47 como No-F (31 mujeres y 16 hombres).

En la Tabla 2 se describen los datos hematoldgicos
y bioquimicos de ambos grupos. Los niveles de
Ret-He se representan en la Figura 1B. Los valores
correspondientes a la mediana (percentil 25 - per-
centil 75) de Ret-He (pg) fueron 22,5 (18.9-26.6)
y 31,2 (30.5-32.4) para F y No-F respectivamente.

Mediana (percentil25 - percentil75). RBC: recuento eritrocitos; Hb: hemoglobina; RDW: ancho de dis-

tribucion de rojos; VCM: volumen corpuscular medio; HCM: hemoglobina corpuscular media; Ret-He:

equivalente de hemoglobina reticulocitaria; Sin-A: sin anemia; AMi: anemia microcitica; AN: anemia
normocitica; AMa: anemia macrocitica.

Mediana (percentil25 - percentil75). Hb: hemoglobina; VCM: volumen corpuscular medio; HCM:
hemoglobina corpuscular media; Ret-He: equivalente de hemoglobina reticulocitaria; Fe: Hierro; sTf:
saturacion de transferrina; Ft: ferritina; F: pacientes ferropénicos; No-F: pacientes no ferropénicos.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N° 1: 40-49, 2020
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Los pacientes F mostraron niveles significativamen- empefio similar a la HCM (AUC: 0,95) y superior
te menores que los Sin-A (p<0,05), sin observarse al VCM (AUC: 0,88). Al comparar con los para-
diferencias significativas entre Sin-A 'y No-F. metros ferrocinéticos, evidencié un rendimiento
La Figura 2 muestra el analisis de curvas ROC eva- similar al del Fe (AUC: 0,95), superior al de la Ft
luando la utilidad diagnostica de Ret-He, VCM, y  (AUC: 0,90) y levemente inferior a la sTf (AUC:
HCM (2A) y Ret-He, Fe, sTfy Ft (2B). El areabajo  0,98). El valor punto de corte de Ret-He con mejor
la curva (AUC) de Ret-He fue de 0,96. Respecto  desempeiio global fue de 28,45 pg. Los valores de
de los parametros del hemograma, mostr6é un des- S, E, valor predictivo positivo (VPP) y valor pre-

Figura 1. Grafico de cajas mostrando los valores de Ret-He en diferentes grupos de pacientes. A. Pacientes

sin anemia (Sin-A) y pacientes anémicos clasificados en funcién al VCM como anemia microcitica (VCM

<80 fl), normocitica (VCM: 81-99 fl) y macrocitica (VCM >100 fl). B. Pacientes sin anemia (Sin-A) y pa-
cientes clasificados en funcion al perfil de hierro como con ferropenia (F) y sin ferropenia (No-F).
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Figura 2. Analisis de curvas ROC para diagnostico de deficiencia de hierro. A. Ret-He (equivalente de
hemoglobina reticulocitaria), VCM (volumen corpuscular medio), HCM (hemoglobina corpuscular me-
dia). B. Ret-He, Fe (hierro), sTf (saturacion de transferrina), Ft (ferritina). Déficit de hierro: Fe<60ug /dl
y/o sTf<16% y/o Ft<15ug/l.Déficit de hierro: Fe <60 ug y/o sTf <16% y/o Ft <15 ug/L.
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VCM: volumen corpuscular medio; Fe: hierro;
sTf: saturacion de transferrina; Ft: ferritina;
Ret-He: equivalente de hemoglobina reticulocitaria;
E: especificidad; S: sensibilidad; VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo

dictivo negativo (VPN) para parametros del perfil
de hierro y diferentes puntos de corte de Ret-He se
resumen en la Tabla 3.

Se evalud la correlacion entre sTf con Ft y entre
Ret-He con sTf, VCM y Ft. La correlacion del Ret-
He con la sTf present6 el mejor resultado (1*: 0,739),
siendo superior a la del VCM (1% 0,667). No se ob-
servo buena correlacion de la Ft con el Ret-He ni
con la sTf (r*: 0,42 y r: 0,543 respectivamente).
Por ultimo, se realizé una comparacion entre el Ret-
He y la HCM por derivar ambos del hemograma y
tener un desempefio similar. Se estudiaron las dife-
rencias entre el limite inferior del RR (RR1) corres-
pondiente de cada parametro (RRi Ret-He: 28,6 y
RRi HCM: 26,3) y cada determinacién individual
de Ret-He (Xi Ret-He) y de HCM (Xi HCM). Se
compararon dichas diferencias en pacientes ferro-
pénicos normociticos y microciticos (Figura 3). Si
bien tanto el Ret-H como la HCM disminuyen, las
diferencias observadas del Ret-He (RRi Ret-He - Xi
Ret-He) son significativamente mayores que las de
la HCM (RRi HCM - Xi HCM), lo que podria sim-
plificar su interpretacion en la practica. En pacientes
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F con AN ambos pardmetros disminuyen en menor
medida que en aquellos F con AMi, resultando aun
mas evidente el beneficio de contar con un parame-
tro que se diferencie claramente de su RR normal.

Discusién y conclusiones.

Los pacientes sin anemia y con anemia macrociti-
ca, microcitica y normocitica presentan valores de
Ret-He con diferencias estadisticamente significati-
vas, encontrandose valores en AMi < AN < Sin-A <
AMa. Los valores aumentados en AMa responden
al mayor VCM y consecuente mayor contenido de
hemoglobina, por lo que no son validos los RR ge-
nerales para pacientes con macrocitosis. El grupo
AM i incluye pacientes con IDA, ACD vy talasemia,
todos grupos con valores de Ret-He disminuidos se-
gun otros autores®!?. Los pacientes con talasemia
se excluyeron del trabajo, ya que por la limitacion
que presenta el Ret-He en esta poblacion, el marca-
dor no deberia utilizarse para estudio de personas
con hemoglobinopatias®. Los pacientes con AN
presentaron valores significativamente disminuidos
respecto a los Sin-A, si bien no se esperaba observar
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Figura 3. Grafico de cajas mostrando las diferencias entre el valor inferior del rango de referencia (RRi)
y los valores individuales (Xi) de Ret-He y HCM. Ret-He: equivalente de hemoglobina reticulocitaria;
HCM: hemoglobina corpuscular media; AN-F: pacientes ferropénicos normociticos; AMi-F: pacientes

ferropénicos microciticos. *p(<0,05).

diferencias, ya que estas anemias no suelen deber-
se a ferropenia. Al subclasificarlos segin el perfil
de hierro en F y No-F, tnicamente el primer grupo
presento valores de Ret-He significativamente me-
nores que los Sin-A, avalando la utilidad de dicho
pardmetro para identificar pacientes normociticos
ferropénicos. Los valores de Ret-He en pacientes
“Sin-A, “F” y “No-F” concuerdan con los reporta-
dos por otros autores®. Unicamente aquéllos con F
presentaron valores de Ret-He significativamente
disminuidos, evidenciando su utilidad para identifi-
car eritropoyesis deficiente de hierro. La correlacion
entre Ret-He y sTf fue superior a la observada entre
los otros parametros. La falta de correlacion de la Ft
con Ret-He y sTf era de esperarse por ser reactante
de fase aguda, resaltando la utilidad de contar con
parametros que no se modifiquen en procesos infec-
ciosos e inflamatorios.

Los valores de AUC estan en concordancia con los
reportados por otros trabajos?”, siendo el desempe-
fio de la sTf levemente superior al Ret-He y ambos
mejores que el de Ft, Fe y VCM. El comportamien-
to del Ret-He y la HCM fue similar, esperable ya
que ambos parametros estudian el contenido de Hb
por célula pero en poblaciones diferentes; el Ret-He
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evalua Hb en reticulocitos y la HCM Hb en toda la
serie eritroide. Si bien el rendimiento fue similar,
se observaron mayores diferencias respecto del RRi
para el Ret-He, lo que podria simplificar su inter-
pretacion clinica especialmente en pacientes nor-
mociticos ferropénicos en los que la disminucion de
ambos parametros mostrd ser menor.

El punto de corte de 28,45 pg es, seglin nuestros re-
sultados, el de mejor desempeno global para diag-
noéstico de F. Un valor de corte de 28 pg ha sido
propuesto por Jark y col® (S/E: 76/100%) y Toki y
col® (S/E: 68/90%) como el de mayor rendimiento,
mientras que otros trabajos encontraron otros puntos
de corte Optimos para deteccion de ferropenial-?.
Las diferencias pueden deberse en parte a los crite-
rios empleados para la seleccion y clasificacion de
poblaciones, pero resaltan la importancia de realizar
trabajos locales previos a la incorporacion de nue-
vas determinaciones. Un valor de Ret-He <28,05 pg
mostro una alta especificidad para déficit de hierro,
por lo que valores menores son altamente indicati-
vos de estados ferropénicos (VPP: 95,6). Por otro
lado, un punto de corte de 29,9 pg podria resultar de
gran utilidad como tamizaje de deficiencia de hierro
por su alta sensibilidad y aceptable especificidad.

HEMATOLOGIA * Volumen 24 N° I 40-49, 2020
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Valores de Ret-He >29,9 pg descartarian déficit de
hierro (VPN: 92,9%).

Una limitacion de este estudio es el uso de para-
metros parametros ferrocinéticos para definir F y
No-F, en lugar de hierro medular, resultando en un
rendimiento global sobrestimado para la sTf y Ft.
Esta limitacion afecta a la mayoria de los trabajos
reportados en la bibliografia. Por otro lado, si bien
la especificidad obtenida del Ret-He se encuentra
sobrestimada por la exclusion de pacientes con ta-
lasemia, resalta la importancia del analisis de los
resultados de laboratorio considerando siempre el
contexto clinico del paciente. Resulta fundamental
el conocimiento de transfusiones recientes, trata-
miento con hierro, deficiencia concomitante de B12
o folato y presencia de hemoglobinopatia para la co-

rrecta interpretacion.

Nuestros resultados indican que el Ret-He tiene uti-
lidad clinica para descartar estados ferropénicos y
para orientar al diagnostico de anemia ferropénica.
Debe utilizarse siempre como una herramienta auxi-
liar, complementaria a los parametros ferrocinéticos
que constituyen las pruebas confirmatorias de déficit
de hierro. Su implementacioén en la practica diaria,
a partir del hemograma y previa a otros parametros
del perfil de hierro, podria ser de utilidad, ya que da
informacion rapida de las reservas de hierro y de la
hemoglobinizacién en las ultimas 48-72 horas. Son
necesarios nuevos trabajos que evaltien su utilidad
en poblaciones con estados inflamatorios cronicos y
para monitoreo del tratamiento con hierro, especial-
mente via oral.

Conflictos de interés: Los autores declaran no poseer conflictos de interés.
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