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Resumen

La tincion de Perls es una de las técnicas citoquimi-
cas mas antiguas, practicamente sin cambios desde
su descripcion original. Es uno de los mejores mé-
todos para conocer las reservas de hierro (Fe) en la
médula 6sea (MO), que se encuentran en forma de
hemosiderina, lo cual es importante para el diagnos-
tico de una variedad de patologias hematologicas.
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Abstract

Perl’s staining is one of the oldest cytochemical
techniques, almost unchanged since its original
description. It is one of the best methods to find
the iron (Fe) in the bone marrow (BM), which is in
the form of hemosiderin, this is important for the
diagnosis of a variety of hematological diseases.
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Introduccion

La hemosiderina y la ferritina son las principales
formas de almacenar hierro del organismo. El hierro
que se libera de la degradacion de la hemoglobina,
sino se usa inmediatamente para una nueva sintesis,
se almacena en los macrofagos de la MO en forma
de hemosiderina o ferritina.

La hemosiderina es un agregado de hierro, compo-
nentes lisosomales y otros productos de digestion
intracelular.®V

El Fe que se encuentra depositado en el interior de
las células en forma de agregados o granulos in-
solubles en agua es detectable citoquimicamente
mediante la reaccion de Perls. Dichos granulos se
observan en el interior de los eritroblastos (sidero-
blastos) en algunos eritrocitos (siderocitos) y en los
macrofagos medulares, del higado y del bazo.

Fundamento

El hierro depositado se libera por accion del acido
clorhidrico y reacciona con ferrocianuro potasico
para formar ferrocianuro férrico. Esta técnica pone
en evidencia la presencia de complejos insolubles
de Fe por la formacion de un precipitado coloreado
(azul de Prusia). La intensidad del color es un para-
metro solamente cualitativo y su utilidad es evaluar
las reservas de Fe al permitir una semicuantificacion
de los depdsitos.

Material
Extendidos de aspirado médula 6sea, con material
suficiente, para evitar resultados erroneos (Figura 1).

Figura 1. Frotis de médula 6sea con abundantes grumos

Esta técnica también se puede emplear para frotis de
sangre periférica, orina, y cortes histologicos.

Reactivos
* Metanol absoluto, etanol absoluto o vapores de
formol.

* Ferrocianuro de potasio al 2%
* Acido clorhidrico libre de Fe al 2%
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* Safranina 2% en agua bicarbonatada a pH 7.5-
8.0. Se sugiere filtrar.

Desarrollo
a) Fijar los extendidos con metanol, etanol abso-
luto o vapores de formol durante 10-15 min.

b) Lavar con H,O por inmersion de 2 a 3 veces.

¢) Colocar la muestra en un borrel con una mez-
cla de partes iguales de ferrocianuro de K al
2%y HCI exento de Fe al 2%.

d) Dejar 1 hora a temperatura ambiente.
e) Lavar con agua destilada.

f) Contracolorear con la solucién de safranina
de 30 a 45 segundos.

g) Observar al microscopio los precipitados de
azul de Prusia.

Existen algunas variantes de la técnica, en la cual en
el paso d), se incuba 1 hora a 37° renovando a los
30 minutos los reactivos y luego se prosigue con la
técnica habitual.

Se recomienda usar safranina y no otro colorante
acido como la eosina ya que los granulos de azul de
Prusia son solubles en medio acido.

Observacion e interpretacion

En el analisis del Fe medular se evaluan conjunta-
mente 3 pardmetros: Fe macrofagico, nimero de si-
deroblastos y tipo de los mismos.

Se observan al microscopio precipitados azul-tur-
quesa (ferrocianuro férrico) en los puntos donde se
han liberado los iones férricos. Se usa bajo aumento
(10x) para evaluar las reservas de hierro y su pre-
sencia en los macréfagos, y mayor aumento (100x)
para el hierro en los eritroblastos.

Los depositos de hemosiderina se informan segun la
intensidad de coloracion con cruces (de + a ++++) o
como ausentes, escasos, moderados o aumentados.?®

Nota: Se debe tener en cuenta la posible presencia
de precipitados del colorante (formas poliédricas y
no redondeada) que pueden ser malinterpretados
como hierro macrofagico.

En condiciones normales se observan sideroblastos
en cuyo interior aparecen de 1 a 4 granulos en el
citoplasma. El aumento en el numero de granulos
indica un deposito excesivo de Fe y la existencia de
una alteracion en su metabolismo, que conduce a
un deposito de Fe en el interior de las mitocondrias.
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El International Working Group on Morphology of
myelodysplastic syndrome (IWGM-MDS) redefinid
como sideroblasto patologico aquél que contiene 5
0 mas granulos sideroticos en disposicion perinu-
clear (que rodean el nucleo o que abarcan al menos
un tercio de la circunferencia nuclear) (Figura 2).®

Figura 2. Granulos de localizacion perinuclear
en sideroblastos patolégicos

Los resultados se expresan como % de sideroblastos
(normales, patologicos o en anillo) por cada 100 eri-
troblastos evaluados (ver figura 3).

Varios autores toman como valor de referencia de
10 hasta 30% de sideroblastos normales (menos de
5 granulos). Cada laboratorio debe establecer sus
propios valores acordes a los reactivos empleados.
Los siderocitos se observan en 1/1000 eritrocitos
normales, y contienen 1 6 2 (excepcionalmente mu-
chos) granulos pequefios.

Segtin las clasificaciones FAB y OMS de los sindro-
mes mielodisplasicos los sideroblastos en anillo son
caracteristicos y definitorios de la anemia refractaria
sideroblastica (ARSA), en la que deben hallarse en
una proporcion mayor o igual al 15%.

Figura 3. Tipos de sideroblastos

Sideroblasto en anillo

Se pueden observar depdsitos de Fe aumentados en
la anemia perniciosa, lupus, infecciones cronicas,
en estados anémicos que cursan con sobrecargas
férricas; muy aumentadas después de transfusiones
multiples, hemosiderosis y hemocromatosis. El hie-
rro de los macrofagos también se incrementa en la
talasemia, anemias de los procesos cronicos, dise-
ritropoyesis y sindromes mielodisplasicos. Por el
contrario estd disminuido o ausente en anemia fe-
rropénica pura. Los sideroblastos se encuentran dis-
minuidos o ausentes en anemia ferropénica pura, de
aparicion muy precoz en un balance férrico negativo
y anemias de los procesos cronicos (donde hay un
bloqueo del Fe a nivel de los macréfagos, por lo que
el Fe no puede ser cedido a los eritroblastos).

Los sideroblastos en anillo son caracteristicos de las
anemias sideroblasticas. La presencia de sideroblas-
tos en anillo es definitoria para la correcta clasifica-
cion de la anemia refractaria vs anemia refractaria
con sideroblastos en anillo; aunque hay que tener en
cuenta que los sideroblastos en anillo no son infre-
cuentes en otras neoplasias hematoldgicas, incluso
en la mielofibrosis idiopatica , en la leucemia mie-
loide aguda (LMA), particularmente eritroleucemia,
y en la leucemia mieloide aguda con mielodisplasia
multilineal. Ademas hay medicamentos que causan
diseritropoyesis (no so6lo la quimioterapia) que se
puede presentar con exceso de sideroblastos con 5
0 mas granulos.

Sideroblasto normal

Sideroblasto patologico
((mas de 5 granulos)
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