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RESUMEN

La esferocitosis hereditaria (EH) es una enfermedad caracterizada por anemia
hemolitica de severidad variable, con presencia de esferocitos en sangre periférica
y una respuesta clinica favorable a la esplenectomia. Con el desarrollo de nuevas
técnicas se encontraron las primeras alteraciones bioquimicas de las proteinas de
la membrana eritrocitaria, y posteriormente, se han podido precisar las alteraciones
molecul ares mediante | as técnicas del ADN recombinante. La EH es una enfermedad
muy heterogénea que se produce por un defecto intrinseco del glébulo rojo, y
existen otras alteraciones secundarias a esta afeccion. La prueba més utilizada
para el diagnostico de la EH es la fragilidad osmética del gldbulo rojo. Se ha
demostrado que esta enfermedad es producida por defectos de las proteinas que
intervienen en las interacciones verticales entre el esqueleto de la membrana 'y la
bicapa lipidica. El tratamiento de eleccion en la EH es la esplenectomia, ya que
es el mas efectivo en e control de la anemia, aunque la sobrevida de los glébulos
rojos permanece acortada y los esferocitos no desaparecen. Este proceder se
indica en pacientes con anemia hemolitica severa o en individuos moderadamente
asintomaticos pero que presentan litiasis vesicular.
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ESTRUCTURA Esta formada por una bicapa lipidica
DE LA MEMBRANA plana, donde predominan en & 80 % los
ERITROCITARIA fosfolipidos y €l colesterol y en menor

La membrana del glébulo rojo es la
responsable de las propiedades mecanicas
y delamayoriadelasfuncionesfisiol6gicas
delacélula’*

medidalosglicolipidosy aminofosfolipidos,
distribuidos asimétricamente. De igual
forma, se encuentran embebidas parcial o
totalmente en ella las proteinas integrales
de membrana, unidas fuertemente por



enlaces apolares. Su libre desplazamiento a
través de estabicapa contribuye amantener
su fluidez.? Las proteinas periféricas
interactUian entre si paraformar unamallao
enrejado que recubre la carainterior de la
doble capa de fosfolipidos y son las
responsables de laestabilidad y las propie-
dadesviscoel asticasdelamembrana? Entre
estas proteinas se destacan la espectrina
(Sp), laankirina(banda2.1,2.2, 2.3y 2.6),la
banda 4.1, la banda 4.2, la banda 4.9, la
aducina, latropomiosinay labanda?7. Otras
proteinas periféricas se disponen hacia la
caraexterior delabicapalipidicay ellasson
fundamentalmente antigenos de grupo
sanguineo* (fig.1).

Labanda3representael 25 % del total
delasproteinasintegrales. Estacondtituida
por 2 dominios estructurales: el dominio
citoplasmético, que es el encargado de la
unién con las proteinas del esqueleto, y el
sitio transmembranoso que mantiene el
contacto con el medio extra e intracelular,
proporcionando los canales responsables del
transporte de iones bicarbonato (HCO,-)

y cloruros(CI~). Ademés, posee un sitiode
glicosilacion capaz de unir antigenos para
el grupo sanguineo 1/i5 e interviene
activamente en laeliminacion de eritrocitos
envejecidos.®

Las glicoforinas son un grupo de
proteinas integrales caracterizadas por su
elevado contenido en &cido sidlico. Las
glicoforinas A,B,C y D son las mas
importantes y constituyen los sustratos
antigénicos de los diferentes grupos
sanguineos. Laglicoforina C contribuye a
laestabilidad de lamembrana gracias asu
interaccion con proteinas periféricas,
ademéas de participar en el intercambio
iénico transmembranoso.’

La Sp esla proteina mas abundante y
ademas la principal responsable del
mantenimiento del enrejado proteico.® Estd
compuesta por 2 subunidades a y 3
enrolladas deformaantiparaela, lasque se
unen por sus extremos para formar
tetrdmeros. Estas 2 subunidades estan
constituidas por secuencias repetitivas de
106 aminoécidos, las que se enlazan para
formar unatriplehélice’ (fig.2).
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FIG. 1. Estructura de la membrana eritrocitaria.
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FIG.2.Estructura del tetrdmero de espectrina (Sp). Se observa la triple hélice de las unidades repetitivas, los sitios de autoasociacion

de la Sp y los sitios de nucleacion donde comienza la interaccion lateral entre las cadenas a y Bde la Sp.

Laankirina(ANK) estacompuesta por
3 subunidades estructurales correspon-
dientes a 3 dominios funcional mente
diferentes: regulador, deuniénalamembra-
nay de unién ala Sp. Su contribucion ala
integridad de la membrana es decisiva, ya
gue constituye un importante punto de
anclgjealadoblecapalipidicaatravésdela
banda 3.1

La actina es una proteina organizada
en forma de protofilamentos helicoidales
estabilizadospor lainteraccion conlaSp, la
proteina4.1y latropomiosina.l*

Otra de las proteinas que integran el
citoesqueleto es la proteina 4.1, cuya
funcion fundamental es estabilizar launion
espectrina-actina y contribuir a fijar el
esqueleto alabicapalipidica.!?

El mantenimiento de la formay
estabilidad de la membrana es también
responsabilidad de otras proteinas. Entre
ellas esta la proteina 4.2, que actdia como
modulador para estabilizar la interaccion
ankirina-banda3."*Labanda4.9, laaducina
y la tropomiosina, protegen la estabilidad
delaactina

Los estudios moleculares han
permitido conocer lalocalizacidn cromoso-
mica de estas proteinas, asi como la

secuencia nuclectidica de cada uno de los
genes (tabla 1).

Las interacciones proteicas determi-
nantes de la integridad de la membrana
eritrocitaria son de 2 tipos: verticales y
horizontales.>#

Interacciones verticales—fijan el
esqueleto aladoble capalipidica

— Unioén entre la Sp y la banda 3,
estabilizadapor laANK y moduladapor
laproteina4.2.

— Unidénentrelaproteina4.1y labanda3.

Interacciones horizontales — son
responsables de la estabilidad global del
esqguel eto.

— Uniénentremoléculasde Sp paraformar
dimeros y oligbmeros de mayor peso
molecular.

- Unidn entre la Sp, actinay la proteina
4.1, estabilizadapor laproteina4.9.

Defectos en algunas de estas proteinas
pueden dar lugar a trastornos clinicos en
los cuales esta involucrada la estabilidad
del glébulo rojo. Entre ellos los mas



TABLA 1. Propiedades bioquimicas y moleculares de las proteinas de la membrana eritrocitaria

Bandas en gel

PAGE-SDS Proteina  cromoso6mica (Kb)

Simbolo Periférica

Localizacion Tamaro delgen Numerode Numerode Pesomolecular del (P)o
exones

aminoacidos (aprox/deducido) gen integral (|)

1 o espectrina 1922-g25 80

2 B espectrina  14923-924.2 >100

21 Ankirina 8q11.2 0160

29 o aducina 4p16.3 -
Baducina 2?7 -

3 AE1 17q12-g21 17

41 Proteina 4.1 1p33-p34.2 >250

42 Palidina 15q15-g21 20

49 Dematina - -
p55 Xg28 >4

5 B actina 7pter-g22 -
Tropomodulina 9922 -

6 G3PD 12p13 -

7 Estomatina 9g34.1 40
Tropomiosina 1931 -

8 Proteina 8 - -

PAS-1 Glicoforina A 4931 -

PAS-2 GlicoforinaC 2q14-g21 14

PAS-3 Glicoforina B 4931 -
Glicoforina D 2q14-g21 14

52 2429 240/281 SPTAT P

32 2137 220/246 SPTB P

42 1880 210/206 ANK1 P

- - 103/81 - P

- - 97/80 - P
20 911 90-100/102 EPB3 [

23 588  88+78/66 EL1 P

13 691 72/77 ELB42 P

- - 48/52/43+46 - P

6 466 55/53 MPP1 P

- - 43/42 ACTB P

- - 43/41 TMOD P

- - 35/36 G3PD P
287 31/32 EPB72 |

- - 27+29/28 TPM3 P

- - 23/- - P
7 131 36/14 GYPA |
4 128 32/14 GYPC I
5 72 20/8 GYPB |
4 106 23/11 GYPD |

frecuentes y mejor estudiados son la
esferocitosis hereditaria (HS) y la
eliptocitosishereditaria(HE).*"®

ESFEROCITOSIS HEREDITARIA
ANTECEDENTES HISTORICOS

Laesferocitosishereditaria(EH) esuna
enfermedad caracterizada por anemia
hemolitica de severidad variable, con
presenciade esferocitosen sangre periférica
y una respuesta clinica favorable a la
esplenectomia.’®

Fue descrita en 1871 por 2 médicos
belgas, Vanlair y Masius, cuando estudia-
ron a una paciente joven que presentaba
dolor abdominal, esplenomegaliaasociada
con ictero, vémitos, anemia y marcada
atrofia muscular. Los investigadores
notaron que los gldbulos rojos tenian una
forma esféricay mucho més pequefia que
los normales, demostraron que el bazo
estabainvolucrado en €l envejecimiento de

estas cdlulasy denominaron aestaenferme-
dad “microcitemia’.’®
Veinte afos después fue redescubierta
por Wilson y Minkowsky, quienes
registraron 8 casos en 3 generaciones
diferentesde unamismafamilia.t’
Lamayor contribuciéna conocimiento
de esta enfermedad fue hecha por los
hallazgos deChauffard, el cual confirmé el
aumento de la fragilidad osmética de los
eritrocitos, lo que explicaba la anemia
hemolitica encontrada en estos casos.
Observé también como se producia la
correccion de la hemdlisis con la
esplenectomia, y demostré la implicacién
del bazo en esta entidad. 8
Posteriormente se encontré que los
glébulos rojos de pacientes con HS
presentaban una disminucion de Na*
intracelular y una pérdida de lipidos de la
membrana, |o que explicabaladisminucion
del area superfical delacéula.*® Por estos
estudioslaentidad se conocetambién como
enfermedad de Minkowsky-Chauffard.®4
Despuésdeladécadadelos 70, con €l
desarrollo de nuevas técnicas, se



encontraron las primeras alteraciones
bioguimicasdelasproteinasdelamembrana
eritrocitariay apartir de 1985, por medio de
lastécnicasdel ADN recombinante, se han
podido precisar lasdteracionesmoleculares
en un nimero importante de casos.?

GENETICAY PREVALENCIA

La EH es la anemia hemolitica més
frecuenteen el mundo y se hasefialado una
prevalencia de 1:2000 en algunos paises
europeos.® Sin embargo, estos datos
pueden no reflgjar la frecuenciareal de la
enfermedad, ya que no se tienen en cuenta
los portadores asintomaticos ni los
hallazgos de una frecuencia del 1 % de
donantes de sangre con fragilidad osmética
aumentada observada en algunos paises.'®
Aunque es mas frecuente en individuos de
larazablanca, puede observarse ocasional-
mente en otras razas 0 grupos étnicos.'>%

El 75 % de las familias afectadas
muestran un patrén autosémico dominante.
El homocigdtico de estaformade herencia
no ha sido identificado, o que sugiere que
sea incompatible con la vida.?? El 25 %
restante corresponde a un patron
autosdmico recesivo, nuevas mutaciones
0 pacientes con EH dominante con
penetranciaincompleta.?

FORMAS CLINICAS

LaEH esunaenfermedad muy hetero-
génea desde el punto de vista clinico. Se
puede observar desde el portador
asintométi co hasta pacientes que presentan
unaanemiahemoliticacroénica con grandes
requerimientos transfusional es.?4%

Dependiendo de la severidad del
cuadro clinico, delascifrasde hemoglobina,
los niveles de hilirrubinay el conteo de
reticulocitos, esta enfermedad se clasifica

en 4 formas. portador asintomético, EH
ligera, EH tipicay EH severa.

Portador asintomatico. En algunas
familias se ha sefialado un patron de
herencia autosdmico recesivo. En estos
casos, los padres de un paciente afectado
no presentan ninguna alteracion. En
ocasiones la afectacion es muy leve, como
ligero incremento de las cifras de
reticulocitos, escasos esferocitos en
periferia o fragilidad osmética incubada
alterada y puede no ser detectada por los
exédmenesderutina. Debetenerse en cuenta
también que pueden ocurrir nuevas
mutaci ones dentro de unafamiliaaparentan-
do un patrén de herencia autosémico
recesivo, por |o que siempre esimportante
un estudio minucioso de todos los
miembrosdelafamilia.3*

EH ligera. Comprende entre el 20y
30 % de todos los pacientes con EH
autosémica dominante, los que pueden
presentar una hemdlisis ligera compen-
sada.*? Losindividuos son frecuentemente
asintométicosy algunos casosson dificiles
de diagnosticar, ya que la anemiay la
esplenomegalia son muy ligeras y en
ocasiones pueden estar ausentes.?
Muchos de estos pacientes se diagnostican
durante estudios familiares o cuando en la
etapa adulta aparece el ictero y la
esplenomegalia. Episodios hemoliticos
pueden presentarse en el curso de algunos
procesosinfecciosos como mononucl eosis,
parvovirus o citomegalovirus, asi como
durante el embarazo, por esfuerzos fisicos
intensos 0 por sangramientos.?-%

EH tipica. Entre el 50 y 60 % de los
pacientes con EH autosdmica dominante
tienen esta forma clinica. Presentan una
hemalisis compensada incompleta y una
anemia de ligera a moderada. El ictero es
comun en nifios, aunque se puede ver
también en los adultos y esta asociado con
infecciones virales ligeras, debido a la
estimulacién reticuloendotelial y a un
aumento delahemdlisis. Losrequerimientos



transfusionales son esporadicos. La
esplenomegaliaestapresenteen el 50 % de
losnifiosy en el 75 % de los adultos.?3:3132
EH severa. Estos pacientes (5-10 %)
evolucionan con una hemdlisis severa 'y
presentan frecuentes requerimientos
transfusionales. La mayoria de estos casos
tienen unaformaautosdmicarecesivadela
enfermedad. Pueden presentar crisis
aplasticas, retardo del crecimiento y de la
maduracién sexual. Laesplenectomiaesel
tratamiento de eleccién en esta forma
clinica.®3 Generamente la enfermedad
debuta al nacimiento con ictericia y
hemdlisis y se requiere, en muchas
ocasiones, de exanguinotransfusion.®

ETIOLOGIA

Esbien conocido quelaEH seproduce
por un defecto intrinseco del glébulorojoy
se han demostrado defectos molecularesde
diferentes proteinas que conforman el
esquel eto de lamembrana eritrocitaria. La
presenciade alteraciones del metabolismo,
del transporte cationico, delafosforilacion
delasproteinasy delacomposicion delos
lipidos de la membrana, son secundarias a
lacausa primariade esta enfermedad.3815

Lalesién enlamembranaestadadapor
una pérdida del area de la célula, pero se
desconoce s esto se debe a una pérdida
fisica(fragmentacion ) o aunacontraccién
de lasuperficie de lamembrana, y aunque
la mayoria de las evidencias favorecen la
fragmentacion, no parece ser el Unico
mecanismo que explique este hallazgo. Se
hademostrado quelafuerzarequeridapara
fragmentar las célulasesferociticas, asi como
su elasticidad y deformabilidad, estan
disminuidas, y que ésta es proporciona a
ladensidad delaespectrinaenlamembrana.
Ademas, los globulos rojos esferociticos
pierden membranamaés répidamente quelos
normal es cuando se deprime su metabolis-
mo. La concentracion de fosfolipidos y
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colesterol es del 15 a 20 % menor de lo
normal debido posiblemente a la
disminucion de su superficiey se presume
que también se produce unapérdidade las
proteinasintegral es delamembrana, 2425313

FISIOPATOLOGIA

El problemafundamental delaEH esla
consecuencia reolégica de la disminucién
de la relacién superficie/volumen. La
membranadel glébulorojo esmuy flexible,
pero sélo puedeincrementar su&reaun 3%
antes de romperse. Por consiguiente,
mientras la célula se vuelve més esférica,
es cada vez menos deformable. En el caso
de los hematies esferociticos, esta pobre
deformabilidad es un obstéculo solo para
el bazo, yaquelamayoriadelosesferocitos
sobreviven bien después de la esple-
nectomia.*

- Eritrostasis:

Ham, Castle y Dacie fueron los
primeros en sefidlar que los gldbulos rojos
esferociticos son particularmente
vulnerables alaeritrostasis.

El gl6bulo rojo sufre una serie de
cambios que conlleva a la autohemdlisis
cuando se incuba en ausencia de glucosa,
proceso que se acelera en la HS, lo que
conlleva a que los esferocitos se depleten
de ATP mas répidamente quelo normal. A
medidaquelosnivelesde ATP disminuyen,
fallalabombade cationesy penetraaguay
sodioenlacélula. Cuandolacélulaacanza
muy bajos niveles de ATP, el calcio
intracelular también aumenta, y dalugar a
un fallo en la bomba de calcio, lo que
produce unasalidadel potasiointracelular.
El mecanismo molecular de estos cambios
en la permeabilidad no es bien conocido,
pero sus consecuencias estan bien
definidas. A medida que el potasio
disminuye, el aguaresponde a cambio en
osmolaridad y las células se encogen. Los
hematies esferociticos no son capaces de



soportar estos cambios, ya que son
inestables y se fragmentan excesivamente
durante ladeplecion metabdlica, loslipidos
delamembrana se pierden aunavelocidad
superior a doble delanormal y aungue no
se sabe con exactitud, se plantea que
tambi én existe unapérdidaproporcional de
proteinas integrales de la membrana (a
menos enladeficienciaprimariade banda3
se hademostrado). Aunque ladisminucion
de la superficie inicialmente se acomparia
deunadeshidratacién celular, lapérdidade
membrana predomina, la célula excede su
volumen de hemdlisis critico (volumen/
superficie > 100) y se produce la
autohemolisis.**

- Dinamica del
esplénico.

Uno de los aspectos no conocidos
acercadelafisiopatologiadela EH essi los
eventosquedan lugar a acondicionamiento
y destruccion de los glébulos rojos
esferociticos en €l bazo son los mismosque
dan lugar a un incremento en la
esferoidicidad y autohemdlisis durante la
eritrostasis in vitro.

Es conocido que los hematies
esferociticos son selectivamente retenidos
por €l bazo, y producen una pérdida de la

atrapamiento

Prd

Defecto primario

Disminucion de la
superficie con
relacion al volumen
“Esperocitos”

“CONDICIONAMIENTO”

membrana, |0 que promueved atrapamiento
esplénico y la destruccién eventual de la
célula. Estudios han demostrado que el
tiempo de tréansito esplénico medio se
correlaciona inversamente con la
supervivencia de los gldbulos rojos en la
HS. Parece ser qued atrapamiento esplénico
es promovido inicialmente por la
inestabilidad del esquel eto delamembrana,
pero los detalles de como el defecto
molecular permite que éste se produzca, aln
no se han definido. Los mecanismos del
condicionamiento esplénico y de la
destruccion eritrocitaria son todavia
desconocidos. Estudios cinéticos sugieren
gue los glébulos rojos son atrapados
continuamente dentro de los cordones
esplénicos durante el periodo que se
requiere para inducir la forma esferoidal
pasiva y la autohemalisis por deplecién
metabdlica, aunque otra posibilidad puede
ser la presencia de dafios metabdlicos
repetidos. Una especia susceptibilidad de
los hematies esferociticos al medio é&cido
del bazo y una intervencién activa de los
macrofagos en el proceso de dafio celular
durante la eritrostasis, pueden influir
también, pero no hay evidencias directas
sobre estas 2 hipétesis (fig.3).241523313

Disminucion de la
| deformabilidad [~
celular

Retencion

del esqueleto ESPLENICO en d bazo
de la membrana
——— \
ERITROSTASIS
de ATP__w_ 5| * disminucion de ATP| /
» * disminucion de pH |#
or Acidos 2] * aumento del x' -
P contacto con HEMOLISIS
Ataque por macrofagos +7 fagocitosis
macrofagos +7 lisis osmatica

FIG. 3.Fisiopatologia del “ condicionamiento” esplénico y destruccion de los glébulos rojos en la esferocitosis hereditaria (EH).



DIAGNOSTICO

L os hallazgos morfol 6gicos encontra-
dos en la EH son los mismos que
encontramos en otros procesos hemoliti-
cos. hiperplasia de precursores eritroides
en la médula Gsea, cifra elevada de
reticul ocitos en sangre periférica, aumento
delabilirrubinano conjugadaen el plasma
y unaelevada excrecion de urobilindgeno.

La anemia generalmente es normo-
citica, normocrémica, con volumen
corpuscular medio (VCM) normal o
subnormal, aunque menor del esperado en
otras condiciones con un grado similar de
reticulocitosis.

La hemoglobina corpuscular media
(HCM) es normal, pero la concentracion
hemogl obinicacorpuscular media(CHCM)
estdaumentadaen €l 50 % delos pacientes,
lo que reflgja una deshidratacion de una
parte de la poblacidn celular. No obstante,
loquecaracterizaalaEH eslapresenciade
esferocitos en sangre periférica*

LasdiversasformasdelaEH muestran
un patrén morfol dgico diferente entre cada
una de estas. Los pacientes con EH
autosdmica dominante y algunos con la
forma autosémica recesiva muestran
solamente esferocitos en la [amina de
periferia, mientras que pacientes con una
deficiencia severa de [ espectrina,
presentan acantocitos y poiquilocitos,
pudiendo en algunos casos, aparecer estos
ultimos en un mayor porcentaje que los
esferocitos. En los casos con una
deficiencia de banda 3 se ha observado
también la presencia de pincered
Cel | S.3’4'8’31'35

La prueba mas utilizada para el
diagndstico de la EH es la fragilidad
osmética del gldbulo rojo, la cua mide la
habilidad de los gldbulos rojos de
incrementar su volumen cuando son
sometidos a soluciones hipoténicas de
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cloruro de sodio (NaCl) de concentraciones
variables. Debido a que los esferocitos
tienen una relacion superficie/volumen
disminuida, tienen una capacidad
disminuidaparaaumentar su volumeny se
lisan a una concentracién de sales més
elevada que las células normales. La
sensibilidad de esta prueba puede
incrementarse con la preincubacion de las
células.®® Se han sefialado otras
modificaciones de la prueba de fragilidad
osmética. Entre estas estaslaautohemdlisis,
lacud determinalahemdlisisdelosglébulos
rojosincubados sin glucosaen condiciones
estériles, lapruebadel glicerol y la prueba
rosa,3! pero ningunade ellas parece ser mas
sensible que la fragilidad osmotica
incubada. Se ha sefialado que la pruebade
criohemdlisishiperténicaes 100 % sensible
para €l diagnéstico de la EH, pero estos
resultados no han sido debidamente
confirmados todavia.® Laintroduccién de
la ectacitometria, que cuantifica la
deformabilidad de los eritrocitos por la
medicién de la fuerza que induce la
elongacién de la célula, permitio el
desarrollo delaectacitometriaosmdtica, 1a
cual parece ser lapruebamassensibleenla
actuaidad.®” Sin embargo, estatécnicasolo
esta disponible en un reducido grupo de
laboratorios especializados. Lafijacion con
glutaraldehido es util para detectar la
presencia de alteraciones morfol égicas:
microcitos, acantocitos, pincered cells,
poikilocitos, etcétera.®”

El andlisis de las proteinas de la
membranaeritrocitariaen electroforesisde
poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS) se
utiliza para cuantificar las proteinas y/o
detectar péptidos truncados con migracién
anormal, y e estudio molecular hapermitido
identificar un nimero importante de
mutaciones en distintas proteinas de la
membranaeritrocitaria(fig.4).
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FIG.4.Algoritmo para el estudio de un paciente con esferocitosis hereditaria (EH).
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Es necesario sefialar que para un
diagnostico preciso delaEH esimportante
siempreredizar el estudio familiar.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

La forma tipica de EH puede ser
diagnosticada fécilmente, aunque deben
descartarse otras causas de anemia
hemoliticaesferociticatalescomo laanemia
hemoaliti caautoi nmune (pruebade Coombs),
hemoglobinasinestables (electroforesisde
hemoglobina, cuerpos de Heinz, etc.), la
estomatosis hereditariay el sindrome del
Rh nulo, entre otras. Durante el periodo
neonatal, es dificil diferenciar laEH dela
incompatibilidad ABO, en la que la
esferocitosis es evidente. En estos casos,
es imprescindible el estudio familiar, asi
como unareevauacion del nifio entrelos4
y 6 meses de nacido. No obstante, los
esferocitos de la EH son distinguibles de
las anemias hemoaliticasautoinmunes por la
uniformidad de éstos, asi como por el
aumento delaCHCM 148

Se presentan también dificultades
diagndsticas en los pacientes que debutan
con una crisis aplastica. Al inicio, la
naturaleza de los sintomas sugiere la
aparicién de un proceso adquirido y la
ausenciade reticul ocitos puede enmascarar
el diagnostico de la anemia hemolitica
También se puede confundir €l diagndstico
cuando la EH se asocia con otras
enfermedades que elevan la relacion
volumen/superficie, tales como la
deficienciadehierro o € ictero obstructivo.
La deficiencia de hierro normaliza la
fragilidad anormal y la forma de los
esferocitos, pero no mejoralasobrevidade
éstos. En €l ictero obstructivo desaparece
laesferocitosis, debido alaacumulacion de
colesterol y fosfolipidos en la membrana
celular. En individuos normales, este
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proceso conlleva a la formacién de target
cells, mientras que en la HS las células
adoptan una forma discoidal y se
incrementa la sobrevida de las células. La
B-talasemia heterocigética y algunas
enzimopatias, también pueden interferir en
el diagnostico de laHS.5%3t

Debido a curso asintomético de esta
enfermedad en muchos pacientes, debe
descartarse la presencia de una EH en
aquellos casos con sintomas aislados tales
como esplenomegalia, ictero, litiasis
vesicular en el adulto joven, anemias como
resultado de mononucleosis infecciosa u
otras infecciones severas y durante el
embarazo.1815%

Ocasionalmente se pueden observar
esferocitos en pacientes con marcada
esplenomegalia(cirrosisy mielofibrosis) o
en pacientes con anemias microangiopa
ticas, pero el diagnéstico diferencial de
estas entidades no presenta grandes
dificultades.’®

El estudio familiar es muy importante
en el diagnostico diferencial, sobre todo
para poder precisar € caracter hereditario
delaanemia, yaquelaspruebas empleadas
para el diagnostico de la HS pueden ser
positivas en muchas de las patologias
mencionadas anteriormente.>+8

COMPLICACIONES

Lasllamada crisishemoliticas son muy
frecuentes en pacientes con EH. Cursan
durante la aparicion de unainfeccién viral
y la anemia en general es ligera, con
reticulocitosis, ictericiay esplenomegalia.
Cuando la hemdlisis es severa, es
recomendable la administracion de
transfusiones de sangre.®*

Lacrisisapléasticadebidaalainfeccion
por el parvovirus B19, es la complicacién
masimportante que pueden presentar estos



pacientes, la cual puede acompafiarse de
fiebre, vomitos, dolor abdominal, cefalea,
palidez y anemiasevera. >3t

L as crisis megal obl asticas resultan de
una ingestién insuficiente de &cido fdlico.
Se observan frecuentemente durante el
embarazo, donde los requerimientos de
acido félico son maés elevados.*

La litiasis vesicular fue la primera
complicacion descritaen los pacientes con
EH, la cual se ha observado en nifios
pequefios, aunque su aparicion es mas
frecuente en adolescentes y adultos. Entre
el 55 y el 85 % de pacientes con EH
presentan litiasis, y lamitad de estostienen
sintomas de col€litiasis o de obstruccién
biliar.2%

Otras complicaciones, aunque muy
poco frecuentes, han sido sefialadas:
hematopoyesis extramedul ar, gota, Ulceras
en miembros inferiores y retraso en el
crecimientoy en €l desarrollo sexual 6283135

TRATAMIENTO

La esplenectomia es el tratamiento de
eleccion paralos pacientes con EH, yaque
esel mésefectivoen e control delaanemia,
aunque la sobrevida de los glébulos rojos
permanece acortada y los esferocitos no
desaparecen. Esté indicada en pacientes
con anemia hemolitica severa o en
individuos moderadamente sintomaticos,
pero que presentan litiasis vesicular. En el
resto de los casos con EH existe
discrepancia en cuanto la recomendacion
de realizar la esplenectomia. Algunos
investigadores sugieren redlizarla a todo
paciente con HS, aln en aquéllos con una
formaligerao moderadadelaenfermedady
en ausencia de litiasis vesicular, mientras
gue otros plantean un manejo mas
conservador. La decisiéon de la esplenec-
tomiaen tales pacientes debe ser analizada
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individualmente, evaluando los riesgos y
beneficios en cada caso. En los nifios, este
proceder debe ser demorado lo mésposible
y no se recomienda su indicacion antes de
los 5 afios de edad, ya que €l riesgo de
infeccion es muy elevado.8151833

En la forma tipica de la enfermedad,
después de la esplenectomia, la
esferocitosis persiste, pero el condiciona
miento delos microesferocitos desaparece,
los niveles dereticulocitos se acercan ala
normalidad y aumenta el tiempo de
sobrevida de estos hematies 81531

Diferentes estudios han demostrado
quee grado derespuestaalaesplenectomia
estadirectamente relacionado con €l grado
de deficiencia de espectrina, sobre todo en
la forma severa de la enfermedad
(fundamentalmente la forma autosdmica
recesiva), por lo que los pacientes mejoran
el cuadro clinico y hematoldégico,
desaparecen | os requerimientostransfusio-
nales, pero en muchos casos, se mantiene
unahemdlisis deintensidad variable.?

La complicacién més severa de este
tratamiento es la sepsis posespl enectomia.
Losdatosreportadosen laliteraturaindican
gueestoocurreenel 3,5 % delos pacientes
con EH, y de éstos, en e 60 % es fatal.
Teniendo en cuenta el riesgo de infeccidn,
estos pacientes se inmunizan con distintas
vacunas: neumococo polivalente,
Haemophilus influenzae y antimeningo-
coco. Resultados satisfactorios se han
obtenido también con laterapiaantibidtica
profilactica con Fenoximetilpenicilina
durante 5 afios después de la operacion.
Existen pacientes que no responden a la
esplenectomia, o cua puede deberse a: 1.
La presencia de un bazo accesorio. 2. El
desarrollo de esplenosis, la cual puede
ocurrir varios afios después de la
esplenectomia. 3. Lapresenciadeotracausa
de anemia hemolitica concomitante con la
EH_4,15,31



Debido al riesgo inherente de las
infecciones posesplenectomia, se han
empleado en los Ultimos afios métodos mas
conservadores:

La esplenectomia parcia. En pequefios
grupos estudiados se ha demostrado su
efectividad en la disminucién de la
hemdlisis, mientras el bazo residual
preserva su funcion fagocitica.®8%°
Embolizacién esplénica parcial. Se ha
ensayado con éxito en algunos
pacientes.

DEFECTOS MOLECULARES
DE LAS PROTEINAS
DE LA MEMBRANA

El andlisis de las proteinas de la
membranamediante electroforesisengel de
poliacrilamida (SDS-PAGE), ha sido un
elemento muy importante para el estudio
de las alteraciones de las proteinas del
glébulorojoenlaHS. Empleando unsistema
de buffer continuo de Fairbanks, con un
gradiente exponencial de poliacrilamidade
3,54 17 %, sepuedeidentificar lapresencia
de péptidos truncados o elongados, 0 una
concentracion anormal delas proteinasque
conforman el citoesqueleto del globulo
rojo.3841

Alteraciones de 4 proteinas de la
membrana eritrocitaria han sido
identificadas en laEH y se ha demostrado
gue esta enfermedad se produce por
defectos de las proteinas que intervienen
en las interacciones verticales entre el
esqueleto de la membrana y la bicapa
lipidica,*831424 que son:

— Deficienciade Sp.
Deficienciacombinadade Spy ankirina.
Deficienciade banda3.

Deficiencia combinada de banda 3 y
proteina4.2.

Defecto de proteina4.2.
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Diferentes estudios bioguimicos han
sefialado que del 30 45 % delospacientes
tienen deficiencia combinada de Sp y
ankirina, el 30 % presentadeficienciade Sp
aislada y e 20 % muestra deficiencia de
banda 3. Sin embargo, se plantea que €l
porcentaje deindividuos con deficienciade
ankirina esta subestimado por problemas
de sensibilidad de la técnica, y ademas
porquelareticul ocitosisenmascaratambién
la deficiencia de esta proteina. Se ha
demostrado que cuando existe una
deficiencia de ankirina, la espectrina que
estaen exceso esincapaz de ensamblarse a
lamembrana, debido alapérdidadelossitios
de union de la ankirina, y por este motivo
es degradada. Esta es la razon por la que
frecuentemente se produce unadeficiencia
de ambas proteinas; la deficiencia de
espectrina es secundaria a una reduccion
primariade ankirina. El defecto aislado de
proteina 4.2 se ha encontrado en un
reducido nimero de americanos y
europeos, pero es mas comun en Asia,
especialmente en Japon. Esta variedad de
fenotipos bioquimicos refleja la amplia
heterogeneidad de las alteraciones
molecul ares que se producen en la EH. %4

Al nivel molecular, las mutacionesque
dan lugar a las alteraciones sefialadas
anteriormente se encuentran distribuidas a
lo largo de los genes afectados, y pueden
ser debidasa(tabla2. fig.5):

1. Mutaciones que producen un corrimien-
to de lectura debido a deleciones o
inserciones de un nimero variable de
nucledtidos, lo que da lugar a una
alteracién en el extremo C-terminal dela
proteina.

2. Mutaciones sin sentido que resultan en
una terminacion prematura de la
tranglacion.

3. Mutaciones puntiformes debidas a la
sustitucion de una base.



TABLA 2. Alteraciones moleculares encontradas en la esferocitosis hereditaria (EH)

Mutaciones que Mutaciones sin

producen corrimiento sentido (codonde  Mutaciones Mutacionesenel Deleciones

del marco de lectura terminacion) puntiformes sitio de empalme grandes del
Proteina Deleciones Inserciones genoma Total
Espectrina
o Sp 1 - 1 2 1 - 5
BSp 3 2 2 1 - 1 9
Ankirina 7 2 2 7 - - 18
Banda3 6 4 2 12 - - 24
Proteina 4.2 2 - 1 2 - - 5
Total 19 8 8 24 1 1 61

Banda 3

N-{ _ Citoplasma | Transmembrana |- C
MEE" 8 o " RN BER °
Ankirina
N# Union membrana | Union espectrina |Zona reguladora k C
L[] LRI L [] [ [] [] [Fr
B-espectrina Zona reguladora
Uni6n actina/4,1
v ] - o
L] [] (L] (] [ [1] []
_ﬂ Uni6n del
a-espectrina calcio
N Fc

¥ Mutacignes nulas en EH

0 Mutaciores puntiformes en EH

FIG. 5. Esquema de los dominios de banda 3, ankirina, a y Bespectrina con la ubicacién de las mutaciones conocidas que

causan esferocitosis hereditaria (EH).

4. Mutacionesde sitio deempamequedan
lugar aunaanomaliaen latranscripcién.
5. Deleciones grandes del genoma.

Estos defectos moleculares pueden
afectar laestabilidad delatranscripcion, la
estabilidad de la proteina mutada o la
funcién especifica de la proteina. Todas
estas consecuencias conllevan a una
deficienciadelaproteinaalterada. Enéel caso
de las mutaciones puntiformes, no se
conoce el mecanismo por e cua seproduce
un defecto de la proteina. Sin embargo,
algunas de estas mutaciones se encuentran
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en residuos de aminoacidos altamente
conservados, que dan lugar a una proteina
con un dafio funcional significativo. Es
importante sefialar que, mientras la
expresion del gen de la o espectrina esta4
limitada alos eritrocitos, los genesdelafd
espectrina, ankirina, banda3y proteina4.2
se expresan en otras formas alternativas en
otrostejidos, por lo que algunas mutaciones
de estos genes se han reportado en
asociacion con manifestaciones extraeri-
tl‘OCi tarl aS'2-4,6,13,15,21—23,31,35,49,50

L os genes de la espectrina, ankirinay
banda 3 contienen o estén flanqueados por



polimorfismos conocidos, que son Utiles
paraestudios de ligamiento y consisten en
mutaciones puntiformes, nimero variable
de tandem repetidos (NVTR) o nimero
variable dedinucledtidosrepetidos (NVDR)
(tabla3).51%

Deficiencia de espectrina:

1. o espectrina: se sintetiza en exceso
(de3 a4 vecesmasquelaincorporadaala
membrana), por 1o que una produccién
deficiente de esta cadena en un aelo no
produce ninguna manifestacion clinica. El
defecto delos 2 alelos estarelacionado con
laformarecesvadeEH. Laprimeramutacion
reportada es una mutacion puntiforme que
se denomind alla (969 GCT - GAT;
Ala- Asp) y posteriormente se renombré
como a espectrina Bughill (Sp a®"). Esta
presente en el 50 % delosindividuscon EH
y deficiencia de espectrina, pero se sabe
actualmente que no produce manifes-
taciones clinicas, sino que se trata de un
polimorfismo silente (tabla 4) 3424

2. [3 espectrina: se han encontrado varias
mutaciones que afectan esta cadena
polipeptidicaenindividuoscon laforma
dominantedelaenfermedad. Laprimera
mutacion encontradafue en laregion N-
terminal, que produce una unidn
deficiente delaespectrinaconlaproteina
4_1_4,8,15

Deficiencia de ankirina:

Diferentes investigadores han
sefidlado queladeficienciade ankirinaesta
presente en un ndmero importante de
pacientes con HS. Puede ser debido a
translocaciones o a delaciones del brazo
corto del cromosoma 8, aunque se han
encontrado también mutaciones puntifor-
mes, sin sentido y en el sitio de empame.
Se hademostrado que en laterceraparte de
los pacientes con deficienciacombinadade
ankirinay espectrina, uno de los alelos de
ankirinatiene unaexpresion reducida. Esto
puede ser debido a una reduccién en la
transcripcion del gen o a una disminucion

TABLA 3. Algunos polimorfismos silentes de la espectrinay la ankirina

Genes Sitio de restriccion Caracteristicas
o Sp
Dominioa | Xbal (0,36/0,33 +0,03) Intron 2; tctaga/tccaga

Pvull (1,4 +1,1/2,5)
Mspl (2,5/1,4 +2,1)

Dominioall
Dominioa llI
Dominioa V
Aral (8,40/5,3+3,2)
3°UT
BSp
Hind Il (17/4)
Stul(8/4,8 + 3,2)
Taql (3,2/2,7 +0,8)
Ankirina
Nco1(3,8/3,6)
3°UT

Intron 2; cagctg/cggctg
Intron 2; ccag/ccgg
CGC/CAC;R701H
ATC/GTC;1809V
ACA/AGA; T853R
GAT/GCT, D970A
AGA/ATA; R13331
CTA/GTA; 11857V

Intron 45; 6714 (-12c 1)
Intron 46; 6732 (-12t - a)
Secuencias repetidas GT y NVRT

NVRD

NVRT: nimero variable de repeticiones de tandem; NVRD: nimero variable de repeticiones de dinucleétidos.



TABLA 4. Algunos polimorfismos silentes de la proteina banda 3

Nombre Cambio Exon Intron Consecuencia Dominio
Genas 89G- A 1 - 1 sintesis 3°UT
Pstl - - 3 - CcP
‘DA38A’ 227A-C 4 - GAC - GCC; D38A CcP
Memphis | 280A-C - AGG - GAG; K56E CcP
Napoli 411insT 5 Corrimiento de lectura CP
Nachod

(Hadreckralove II) 464(-3c-a) 5 Delecion cP
Mondego 553C-T 6 _ CTT- TCT; P147S CcP
Memphis i 2675C-T 19 CCG - CTG; P854L ™13

CP:citoplasmatico; TM: transmembranoso.

delaestabilidad delostranscriptos. También
se ha observado que las mutaciones de
novo en uno de los alelos de la ankirina,
gue dan lugar a una disminucion en su
expresion, se encuentran con cierta
frecuencia en los pacientes con HS cuyos
padres son normal es.**

Deficiencia de banda 3:

Ladeficienciade banda3 en pacientes
con EH se ha demostrado mediante la
electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE-SDS) y seplanteaque esté presente
entre el 10y & 20 % de los casos con la
forma dominante. En ocasiones, puede
verse acompafiada de una disminucion de
la proteina 4.2 como consecuencia de
mutaciones que afectan la porcion
citoplasmética de la banda 3. Muchos
pacientes tienen anemia ligera, esferoci-
tosisy ddl 0,2 a 2,3 % demushroom-shaped
o pincered cells, o cual no se ha
encontrado en otras formas de HS.25+%

Deficiencia de banda 4.2:

Se ha demostrado la disminucion
severa 0 ausencia de la proteina 4.2 en la
forma recesiva de la EH. Los fenotipos
descritos en la literatura son muy
heterogéneos: lamorfologiacelular hasido
caracterizadapor lapresenciade esferocitos,
eliptocitos o esferoovalocitos. Se ha
encontrado fundamentalmente en Japdn.5"%
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La variabilidad del cuadro hematol 6-
gico, bioguimicoy clinico delaEH dentro
de una mismafamilia, ha hecho pensar en
lapresencia de otros factoresintrinsecos o
mutaciones silentes que modulen la
expresién de los alelos patol6gicos.
Recientemente se han presentado algunos
hallazgos que pudieran explicar el
comportamiento tan heterogéneo de esta
enfermedad.>%

— AleloLyony alelo Genas: €l aelo Lyon
presenta un codon prematuro de parada
(EH ligera) y €l alelo Genas tiene una
mutacion puntiforme antesdel codon de
iniciacion delatranslacion (silente). La
combinacion en trans de ambas
mutaciones produce un agravamiento de
laenfermedad.

— Alelo Coimbray aelo Mondego: € alelo
Coimbra presenta una mutacién
puntiforme(EH ligera) y € alelo Mondego
tiene 2 mutaciones puntiformes en €l
dominio citoplasmético (silente). La
combinacion en trans de ambas
mutaciones produce un agravamiento de
laenfermedad.

Futuras investigaciones permitiran
profundizar en la relacion entre las
alteraciones moleculares y la expresion
clinicadelaEH.



SUMMARY

Hereditary spherocytosis(HS) is a disease characterized by hemolytic anemia of
variable severity, with spherocytes in peripheral blood and a clinical response to
splenectomy. The development of new techniques allowed finding out the first
biochemical alterations in erythrocyte membrane proteins and later on, the
recombinant DNA techniques made possible to detect molecular alternations.
HS is a very heterogeneous disease caused by an intrinsic defect of red cells; there
are other secondary disorders to this affection. The most used test for diagnosing
HS is the osmoatic fragility of the red cell. It has been proved that this disease is
caused by defects in proteins participating in vertical interactions between
membrane skeleton and lipid bi-layer. The treatment of choice in HS is
splenectomy, since this is the most effective method in the control of anemia,
although red cell survival is still short and spherocytes do not disappear. This
procedure is recommended for patients with severe hemolytic anemia and
moderately asymptomatic individuals who have vesicular lithiasis.

Subject headings: SPHEROCY TOSIS, HEREDITARY /diagnosis; SPHEROCY -
TOSIS, HEREDITARY/genetics; DNA RECOMBINANT; MEMBRANE
PROTEINS/chemistry; RECOMBINANT PROTEINS/chemistry;
SPLENECTOMY; ERYTHROCY TE MEMBRANE/chemistry.
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