Fraccion de reticulocitos inmaduros
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Introduccion

La fraccion de reticulocitos inmaduros (IRF) es el
término aceptado internacionalmente para hacer re-
ferencia a la cuantificacion de la fraccion mas joven
de reticulocitos presentes en circulacion periférica.
Durante el proceso de maduracion de las células
eritroides, el eritroblasto ortocromatico pierde su
nucleo y se convierte en un reticulocito, permane-
ciendo en la medula 6sea durante tres dias. Luego
se libera a circulacion donde se completa su madu-
racion en un dia. Este proceso representa cambios
morfologicos, bioquimicos y funcionales que con-
ducen a la remodelacion de la membrana, varia-
ciones del volumen y la eliminacién de organelas
y ribosomas, disminuyendo la cantidad de acidos
nucleicos citoplasmaticos, lo que refleja la pérdida
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de ARN.

Se ha intentado clasificar morfologicamente a los
reticulocitos de acuerdo a su madurez, teniendo en
cuenta la cantidad y distribucion de ARN presente
en el citoplasma. En 1932 Ludwig Heilmeyer divi-
di6 a las células en cuatro grupos: I, I, Il y IV, de
acuerdo a la reduccion progresiva de los acidos nu-
cleicos presentes (Figura 1). A partir del eritroblasto
ortocromatico, elemento con nucleo y material reti-
cular distribuido por todo el citoplasma (no incluido
en la clasificacion reticulocitaria), se originan los re-
ticulocitos del grupo I, con material reticular densa-
mente agrupado, tras haber sido eyectado el nucleo.
Este grupo celular es el estadio con mas inmadurez
reticulocitaria debido a la mayor cantidad de ARN
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citoplasmatico. Progresivamente, a medida que los
reticulocitos maduran, disminuye y se redistribu-
ye el contenido de acidos nucleicos, alcanzando el
estadio IV de reticulocito propiamente dicho, pre-
vio a transformarse en eritrocito maduro. Durante
la eritropoyesis de un individuo fisiologicamente
normal, mas del 60% de los reticulocitos circulantes
pertenecen al grupo IV, 30% al grupo 111, y el resto
a los grupos I y IIV, constituyendo la IRF. Pero en
presencia de factores que estimulan la eritropoyesis,
aumenta la produccion de reticulocitos, se acorta el
tiempo de permanencia en la médula dsea y se in-
crementa el de circulacién y maduracion en sangre
periférica, evidenciandose un aumento de la IRF.

Figura 1. Estados de maduracion reticulocitaria segun
la clasificacion de Helimeyer. 0: eritrocito nucleado
(eritoblasto ortocromatico) fuertemente teflido. Grupo I:
eritrocito no nucleado con reticulo densamente agrupa-
do. Grupo II: célula con reticulo suelto formando una
red. Grupo III: reticulos dispersos en forma de granulos
y escasos formando una red. Grupo I'V: escasos granulos
de reticulos.
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Fundamento del ensayo

Para determinar la IRF los autoanalizadores hema-
tologicos utilizan dispersion de luz, discriminando
por tamaiio celular en eritrocitos y reticulocitos de los
fragmentos de globulos rojos y plaquetas, y tecnolo-
gia de fluorescencia para evidenciar el contenido de
ARN. Las diferentes poblaciones de reticulocitos son
separadas entonces de acuerdo al tamafio y cantidad
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de ARN, y se clasifican en la fraccion reticulocitaria
con fluorescencia baja (LFR), media (MFR) y alta
(HFR). El recuento de la MFR y HFR se corresponde
con las formas reticulocitarias mas inmaduras y cons-
tituye la IRF (Figura 2). Este modo de cuantificacion
ha sido consensuado para todos aquellos autoanaliza-
dores que miden tres grupos celulares con diferente
intensidad de fluorescencia.

Las distintas lineas de contadores hematoldgicos
cuentan con colorantes de especificidades variables
para tefiir el ARN de los reticulocitos: los autoanali-
zadores Mindray colorean con cianina asimétrica, los
CELL-DYN de Abbott con cianina, los PENTRA de
Horiba con naranja de tiazol, los ADVIA de Siemens
con oxacina 750 mientras que la linea XN (y algunos
XE y XT) de Sysmex lo hacen con polimetina. Los
equipos Beckman Coulter calculan la IRF mediante
un método no fluorescente, utilizan nuevo azul de
metileno, excepto la ultima generacion, la linea UNI-
CEL, que realiza la medicion por citometria de flujo.
Debido a las diferencias técnicas, la determinacion de
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Figura 2. Canal de reticulocitos.

La medicion de la IRF es realizada combinando MFR y
HREF. La intensidad de la senal de fluorescencia resultan-
te es directamente proporcional al contenido de 4cidos
nucleicos.

RBC: eritrocitos. RET: reticulocitos. IRF: fraccion de reticulo-
citos inmaduros. LFR: reticulocitos con baja fluorescencia.
MER: reticulocitos con fluorescencia media. HFR: reticulo-
citos con alta fluorescencia. RBC fragments: fragmentos de
eritrocitos. PLT-O: plaquetas opticas.
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la IRF es estrictamente dependiente del método'”, por
lo que sus valores no son comparables si son medidos
con distintas metodologias.

Caracteristicas preanaliticas y analiticas

Para la medicion de la IRF se utilizan muestras an-
ticoaguladas con EDTAK2 o EDTAKS3. La deter-
minacion se realiza en conjunto con el hemograma,
representando una gran ventaja en cuanto a costos,
tiempos de procesamiento y volumen de muestra re-
querido.

El almacenamiento de las muestras es la variable
preanalitica mds importante a tener en cuenta para
su medicion. Al igual que el recuento reticulocitario,
los valores de IRF se modifican significativamente
a temperatura ambiente luego de 24 hs de extraida
la muestra debido a la maduracion in vitro de los
reticulocitos; mientras que si se conserva la muestra
entre 4°C y 8°C los resultados se alteran luego de las
72 hs, segun la bibliografia consultada®®. De todos
modos es recomendable procesar la muestra duran-
te las primeras horas pos extraccion para minimizar
estos errores, siendo imprescindible que cada labo-
ratorio evalue la estabilidad de sus muestras.

Se debe realizar el seguimiento del desempefio ana-
litico del método utilizando material de control de
calidad interno. Sin embargo, es importante desta-
car que las particulas y matrices que componen los
controles de calidad suelen ser mas estables que la
sangre fresca, por lo que se puede enmascarar cierta
imprecision en la medicion.

En cuanto a la evaluacién por un control externo de
calidad no existe en la actualidad un programa que
incluya este parametro, dado que las diferentes me-
todologias utilizadas para su medicion hacen difi-
cultoso su desarrollo.

Valores de referencia

La IRF puede expresarse como fraccion, con valores
entre 0 y 1, o como porcentaje del total de reticulo-
citos presentes.

Varios grupos de investigadores han reportados
intervalos de referencia para adultos, entre ellos
Butarello et al., 2017 (IRF 0.015 a 0.14, Mindray
BC 6800 y IRF 0.012 a 0.15, Sysmex XE 5000)®,
Nunes et al., 2014 (IRF 0.03 a 0.14, Sysmex XE) y
otros".

En pediatria hay pocos intervalos de referencia re-
portados. El grupo de Teixeira et al. hallo diferen-
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cias significativas entre grupos etarios y entre sexo
solo en uno de estos grupos. Utilizando un ADVIA
2120 los datos reportados fueron: IRF 9.0 a 24.0
% (6 meses a 5 afios), IRF 7.5 a 23.4 % (6 a 11
afios), IRF 6.5 a 26.7 % (mujeres de 12 a 17 afios)
y IRF 6.9 a 23.0 % (varones de 12 a 17 afios). En
el laboratorio del hospital Garrahan se obtuvieron
valores de referencia para poblacion pedidtrica uti-
lizando Sysmex XN: 1,6% a 9,4%, sin encontrarse
diferencias significativas entre edad y sexo (datos
no publicados).

Al implementar la utilizacion de este parametro,
cada laboratorio debe verificar o establecer sus in-
tervalos de referencia para el método de deteccion
empleado.

Utilidad clinica

La IRF se ha propuesto como un marcador tempra-
no de recuperacion medular 1til para el seguimiento
de pacientes pos trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (TCPH). Varios estudios han de-
mostrado que la IRF puede predecir la recuperacion
de la linea celular mieloide pos TCPH tiempo antes
que el recuento absoluto de neutrofilos (ANC)®, pa-
rametro utilizado regularmente con este fin.
También se ha propuesto la medicion rutinaria de
la IRF para el manejo de pacientes sometidos a qui-
mioterapias. Se espera que un paciente neutropénico
con valores de IRF crecientes alcance un ANC>100/
ml en un corto lapso. Mientras que un paciente neu-
tropénico con valores de IRF persistentemente ba-
jos es mas propenso a prolongar la neutropenia®. Si
bien esta utilidad de la IRF ha sido evaluada durante
varios afios, y hay estudios que avalan su uso como
marcador complementario para evidenciar recupe-
raciéon medular, atin no ha sido adoptado en la prac-
tica clinica diaria, a pesar de ser una prueba simple,
econdmica, reproducible y ampliamente disponible.
Otra utilidad propuesta para la IRF es como mar-
cador temprano de movilizacion de celular CD34+
durante el proceso de recoleccion de células madres
en sangre periférica, optimizando el tiempo de reco-
leccion pos terapia de estimulacion .

Otros investigadores han estudiado el parametro
para el diagnostico y seguimiento de las anemias,
por ejemplo, la IRF en combinacién con el recuen-
to de reticulocitos puede ser util para diferenciar la
esferocitosis hereditaria (HS) de otros trastornos he-
moliticos, ya que la HS es caracterizada por un
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alto recuento de reticulocitos sin aumento de la IRF,
mientras que otras anemias hemoliticas presentan,
ademas del aumento del recuento de reticulocitos,
una IRF elevada. El valor bajo de IRF en la HS
puede atribuirse a dos posibles causas: el colorante
fluorescente no puede ingresar a la célula por dismi-
nucion de la permeabilidad de la membrana o hay
disminuciéon de ARN en estadio reticulocitario por
pérdida de proteinas y organelas®.

En otras anemias en las que la eritropoyesis es redu-
cida, como en la deficiencia de hierro o en la anemia
de los procesos cronicos, el recuento total de reticu-
locitos se reduce y la IRF puede conservarse dentro
del rango normal. Mientras que luego del tratamien-
to de una anemia nutricional (deficiencia de B12, fo-
lato o hierro) el aumento de IRF ocurre varios dias
antes del aumento en el recuento de reticulocitos”.
La IRF es un parametro prometedor que necesita
consolidarse en la practica clinica. Por tal motivo es
importante que los laboratorios consideren la puesta
punto de este parametro para ser informado junto al
hemograma.
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