Revista Cubana de Hematologia Inmunologia y Hemoterapia. 2009; 25(3)29-44

ARTICULO ORIGINAL

Estudio hematoldgico, bioquimico y clinico de pacientes
y familiares con esferocitosis hereditaria

Hematologic, biochemical and clinical study of patients and
relatives presenting with inheritable spherocytosis

DraC. Marianela Estrada del Cueto; MsC. Mayelin Herrera Garcia; Dra. Clara
Mayo de las Casas; Dra. Tamy Robaina Herrera; Dra. Valia Pavén Moran;
Dr. Juan Carlos Jaime Facundo; Dr. Antonio Bencomo Hernandez; Téc.
Graciela Pérez Diez de los Rios; Téc. Ana Hernandez Martinez

Instituto de Hematologia e Inmunologia. Ciudad de La Habana, Cuba.

RESUMEN

Se realizé un estudio hematoldgico, bioquimico y clinico a 6 pacientes
diagnosticados con esferocitosis hereditaria (HS) y a sus familiares (40). Se
encontraron 13 familiares portadores de la enfermedad. En 4 familias, el patron de
herencia fue autosémico dominante y en 2 de ellas no se pudo precisar. Los 19
casos se clasificaron en: 6 (31,6 %) portadores asintomaticos, 2 (10,5 %) con
esferocitosis hereditaria ligera, 9 (47,4 %) con la forma tipica y 2 (10,5 %) con la
forma severa. Diez (52,6 %) tenian defecto de espectrina, de ellos, 6 (31,5 %) con
otra alteracién asociada. En 8 (42,1 %) no se pudo precisar el defecto bioquimico.
No observamos relacién entre la alteracion bioquimica y el cuadro clinico de la
enfermedad. La expresién hematoldgica, bioquimica y clinica fue muy heterogénea
entre las diferentes familias y entre los miembros afectados de cada una de ellas.
La alteracién bioquimica mas frecuente fue la deficiencia de espectrina. Nuestros
resultados son similares a los sefialados por otros investigadores.

Palabras clave: esferocitosis hereditaria, anemia hemolitica, proteinas de la
membrana eritrocitaria.

ABSTRACT

A hematologic, biochemical and clinical study was conducted in 6 patients
diagnosed with inheritable spherocytosis (IS) and its relatives (40). There were 40
family carriers of this disease. In 4 family, the inheritance pattern was autosomal
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dominant, and in two of them it was impossible its determination. The 19 cases
were classified in: 6 (31,6%) asymptomatic carriers,2 (10,5%) with light-
inheritable spherocytosis, 9 (47,4%) con the typical presentation, and 2 (10,5%)
with the severe presentation. Ten (52,6%) had spectrine defect , from them, 6
(31,5%) with another associated alteration. In 8 (42,1%) it was impossible to
determine the biochemical defect. There was not relation between biochemical
alteration and the clinical picture of this disease. Hematologic, biochemical and
clinical expression was very heterogeneous among the different families and among
the members affected of each. The more frequent biochemical alteration was the
spectrine deficiency. Our results are similar to reported by other researchers.

Key words: Inheritable spherocytosis, hemolytic anemia, erythrocyte membrane
proteins.

INTRODUCCION

La esferocitosis hereditaria (HS) es una enfermedad producida por un trastorno de
las proteinas que conforman el citoesqueleto de la membrana eritrocitaria. Aunque
estd presente en todos los grupos raciales, es particularmente comun en individuos
del norte de Europa con una prevalencia de aproximadamente 1:3000.%2 El patrdn
de herencia mas frecuente es el autosdmico dominante (75 %). El resto de los
casos presentan un patron autosdmico recesivo, aunque excepcionalmente se han
estudiado pacientes con historia familiar negativa y mutaciones de novo.>*

Los genes responsables de la HS incluyen: ankirina (proteina 2.1), p espectrina
(Sp), proteina banda 3, o Sp y proteina 4.2. ® En la HS tipica, el defecto mas
frecuente es la presencia de mutaciones de ankirina, seguido por la deficiencia de
banda 3 y de B Sp. En los casos con la forma recesiva de la enfermedad
predominan los defectos de o espectrina o de la proteina 4.2.°”.

Las manifestaciones clinicas de la HS son muy variadas. En la HS tipica hay
evidencia de hemdlisis con anemia, ictericia, reticulocitosis, litiasis, esplenomegalia,
esferocitos con reduccion del area de la membrana celular, resistencia osmotica
disminuida y generalmente existe una historia familiar positiva. La mayoria de los
casos tienen una hemolisis compensada incompleta y anemia ligera o moderada. En
ocasiones, la anemia es dificil de detectar. La ictericia se observa en la mitad de los
individuos y aparece asociada con infecciones virales. La esplenomegalia se puede
detectar en los nifios mayores o en los adultos; el 25 % de los pacientes tienen
hemdlisis compensada y la anemia es ligera o esta ausente. En un nimero reducido
de casos, la hemdlisis no estéa compensada y la anemia es severa, lo que se
observa fundamentalmente en la forma recesiva de la enfermedad. Estos pacientes
generalmente son dependientes de transfusiones y pueden desarrollar algunas
complicaciones como retraso en el crecimiento y en la maduraciéon sexual, tumores
extramedulares, Ulceras maleolares o facies talasémica.*>3

Entre las complicaciones clinicas que pueden presentar estd la esplenomegalia, la
litiasis vesicular y la obstruccién biliar. Como se observa también en otros tipos de
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anemia hemolitica congénita, la asociacion de la HS con el sindrome de Gilbert
incrementa el riesgo de ictericia neonatal y de litiasis vesicular.®1°

Para diagnosticar a un paciente con HS es indispensable el estudio familiar. Los
estudios moleculares han demostrado que los hallazgos morfoldgicos se asocian con
ciertos defectos de las proteinas de la membrana: pincered eritrocitos (banda 3),
acantocitos esferociticos (B Sp) o esferoestomatocitos (proteina 4.2). *® La
concentracion hemoglobinica corpuscular media (CHCM) se encuentra aumentada
entre el 35 y 38 % de los casos y en el 50 % de estos es debido a una
deshidratacion celular. La resistencia osmética y la prueba del glicerol estan
disminuidas, y otros marcadores de hemdlisis, como los reticulocitos, la bilirrubina
indirecta, la deshidrogenasa lactica y el urobulindgeno fecal, y en orina, se
encuentran aumentados, mientas que la haptoglobina estad disminuida, lo que
refleja un incremento en la produccion o destruccién de los eritrocitos. El analisis de
las proteinas de la membrana eritrocitaria mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida (sodio dodecil sulfato, SDS-PAGE), ha sido un elemento muy
importante para el estudio de las distintas alteraciones bioquimicas, tales como la
presencia de péptidos truncados o alongados, o una concentracién anormal de las
proteinas que conforman el citoesqueleto del gldbulo rojo.*1%12

La esplenectomia total mejora el cuadro de anemia en la mayoria de los pacientes
con HS, pero los riesgos de infecciéon y muerte son elevados. Desde la década de
los 90 del siglo pasado, se ha comenzado a realizar la esplenectomia parcial con
resultados satisfactorios en cuanto a la recuperacion hematoldgica de los pacientes
con hemdlisis severa y con la ventaja de que generalmente no presentan
complicaciones posquirtrgicas. 13

En este trabajo nos proponemos realizar la evaluacién y caracterizacién
hematoldgica, bioquimica y clinica de 6 pacientes diagnosticados con HS y de sus
familiares.

METODOS

Se estudiaron 6 nifios con HS diagnosticados en el Instituto de Hematologia e
Inmunologia. Se confecciond el arbol genealdgico de cada uno de ellos (4
generaciones) y se evaluaron también los familiares disponibles (41 individuos).

Descripcion de los casos

Caso 1. RVT: Paciente del sexo femenino, raza blanca, de 5 afos de edad, que fue
remitida a nuestro centro por la consulta de Puericultura a los 2 meses y medio de
edad por presentar palidez y hemoglobina (Hb) en 8 g/dL. Se realizo el digndstico
de HS. Las cifras de Hb oscilaron entre 8, 4 y 12,2 g/dL vy los reticulocitos entre 1,2
y 10,2 %. No ha tenido requerimientos transfusionales. Solo en una ocasién (al afio
de edad), se detectd visceromegalia. Hay antecedentes de la enfermedad por via
materna. Los familiares estudiados fueron: III-2 padre, III-3 madre, III-4 tio
materno, II-4 abuela materna, II-5 abuelo paterno.

Caso 2. GCPM: Paciente del sexo femenino, raza blanca, de 6 afios de edad, con
enfermedad de Perthes, que fue estudiada en nuestro centro a solicitud de la
madre, ya que existian antecedentes de esta enfermedad por via materna. Fue
diagnosticada como portadora de HS. Nunca se ha transfundido y no presenta
hepatoesplenomegalia. Las cifras de Hb oscilaron entre 12,1 y 13,1 g/dL y los
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reticulocitos entre 1,2 y 5,4 %. Los familiares estudiados fueron: I-1 bisabuela
materna, II-5 tia abuela materna, II-8 abuela materna, III-1 tio por via materna,
III-2 tio por via materna, III-5 tio por via materna, III-8 madre, III-9 padre, IV-1
primo por via materna.

Caso 3. AGH: Paciente del sexo femenino, raza blanca, de 2 afios de edad, que fue
remitida a nuestro centro cuando tenia 1 afio por presentar Hb 7,5 g/dL y
reticulocitos 9,6 %. Se realiz6 el diagndstico de HS. Se transfundié al afio y medio
de edad por caida de la Hb a 6,3g/dL con reticulocitos en 4,4 %. Mantiene
esplenomegalia entre 3 y 6 cm. Hay antecedentes de la enfermedad por via
materna. Los familiares estudiados fueron: II-2 abuelo materno, II-3 abuela
materna, III-2 tio por via materna, III-3 madre, I1I-4 padre, IV-1 primo por via
materna.

Caso 4. SSR: Paciente del sexo masculino, raza blanca, de 3 afios de edad, con
antecedentes de anemia desde los 3 meses de nacido. Se realiz6 el diagnédstico de
HS al afo y medio de edad. Las cifras de Hb han oscilado entre 9,4y 11,1 g/dLy
los reticulocitos entre 0,8 y 2,9 %. No ha presentado visceromegalia ni ha tenido
requerimientos transfusionales. Los familiares estudiados fueron: II-5 abuelo
materno, III-2 madre, IV-2 hermano.

Caso 5. BRR: Paciente del sexo masculino, raza blanca, de 1 aio de edad, al que se
le realizaron 2 exanguinotransfusiones al nacimiento debido a conflicto ABO. A los 2
meses de edad se detectd caida de las cifras de Hb (5,6 g/dL) y reticulocitosis (7,8
%), ictericia y esplenomegalia de 4 cm, después de recibir tratamiento con
antibidticos por una septicemia. Se decidi6 transfundir y a los 5 meses y medio de
edad es remitido a nuestro centro donde se realiza el estudio completo de anemia
hemolitica y se concluyé como portador de HS. A los 9 meses de edad fue
transfundido nuevamente por presentar Hb 6,5 g/dL, reticulocitos en 8 %, palidez
cutanea y hepatoesplenomegalia. Desde los 2 meses de edad la Hb ha oscilado
entre 5,8 y 12,8 g/dL y los reticulocitos entre 1,2 y 11 %. Mantiene
hepatoesplenomegalia. No hay antecedentes de anemia en ninglin miembro de la
familia. Los familiares estudiados fueron: II-2 abuelo materno, II-3 abuela
materna, 1I-17 abuelo paterno, II-18 abuela paterna, III-2 tio por via materna, III-
4 tia por via materna, III-6 tia por via materna, III-7 madre, III-8 padre, III-10 tio
por via paterna, IV-6 medio hermano por via paterna.

Caso 6. JAVS: Paciente del sexo masculino, raza blanca y 3 afios de edad que fue
remitido a nuestro centro a los 2 afios de edad por presentar Hb en 5,0 g/dL,
reticulocitos en 15 % y esplenomegalia de 4 cm. La Hb ha oscilado entre 5y 8,2
g/dL y los reticulocitos entre 8,8 y 15 %. No ha tenido requerimientos
transfusionales. Mantiene esplenomegalia desde el diagndstico y ligera
hepatomegalia. No hay antecedentes familiares de la enfermedad. Los familiares
estudiados fueron: II-10 abuela materna, II-11 abuelo materno, III-2 padre, III-3
madre, III-4 tio por via materna, IV-2 hermano.

A cada paciente y sus familiares se les realizaron los siguientes estudios: Hb,
reticulocitos, 1dmina de periferia,’* resistencia osmética cualitativa y cuantitativa,®
prueba de glicerol,'® fijacién con glutaraldehido,'” prueba de Coombs directa e
indirecta,'® actividad y electroforesis de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD),*’
electroforesis de Hb, Hb fetal (Hb F) y Hb A,, '° extraccién de membrana
eritrocitarial® y electroforesis de proteinas de la membrana eritrocitaria en
gradiente de poliacrilamida 3,517 % SDS.!! Para la coloracidn se utilizé azul de
Comassie y los geles fueron secados en papel de celulosa para su conservaciéon y
posterior analisis. La extraccion de membrana se realizé a partir de 5 mL de sangre
total con heparina y las muestras de pacientes y familiares se procesaron siempre
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con un control. Para obtener las concentraciones de cada proteina en el gel se
empled el programa Molecular Analyst de la BioRad instalado en una computadora
con escaner. Con estos datos se determinaron las siguientes relaciones: (o +
B)/banda 3; ankirina/(a + B), 4.1/(a + B) Y 4.2/(a0 + B). Los valores normales para
estas relaciones (X; media £ 1DS; desviacion estandar) se obtuvieron mediante el
estudio de 13 donantes de sangre.

Se revisaron las historias clinicas de cada paciente para recoger todos los datos
hematoldgicos, bioquimicos y clinicos de interés. En el caso de los familiares, se
realizd un examen fisico completo y un interrogatorio detallado.

Ninguno de los pacientes o familiares estudiados tenia una enfermedad congénita o
adquirida que pudiera influir en los resultados de las pruebas de laboratorio o en el
cuadro clinico de la enfermedad.

RESULTADOS

Todos los pacientes y familiares estudiados son de la raza blanca, de ellos, 3 del
sexo femenino y 3 del masculino.

La electroforesis de Hb, la actividad y electroforesis de G6PD, la Hb F, Hb A, y la
prueba de Coombs directa e indirecta fueron normales en todos los pacientes y
familiares estudiados. La FG y la lamina de periferia fueron normales, excepto en
los pacientes con HS.

En las tablas 1 y_2 se presentan los resultados de la resistencia osmética y la
prueba de glicerol de los 6 pacientes y familiares con HS. El total de familiares con
HS fue: 3 en la familia #1, 5 en la familia #2, 2 en la familia #3, 2 en la familia #4,
1 en la familia #6 y ninguno en la familia #5 (13 en total). Todos los casos,
excepto uno (familia 1; II-5), mostraron disminucioén de la resistencia osmatica en
las 3 concentraciones de cloruro de sodio (NaCl). La prueba de glicerol estuvo
disminuida en todos los pacientes y familiares con HS.
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Tabla 1. Resultados de |3 resistencia osmotica v I3 prueba del gliceral de pacientes y familiares can
esferocitosis hereditaria (familias 1, 2 y 3)

Paciente RO 0,375 RO 0,45 Nacl RO 0,5 Macl Prueha
MaCl (%) (%) (%) glicerol {seq)
YR 45-90 0-45 -6 = 1800
Farmilia 1
Propésito Iv-1 97,2 63,2 12,0 a2
[T -3 ag,7 70,0 22,4 76
Ir-4 - - - a5
-5 04,2 22,4 3,1 105
Familia 2
Propdsito IY-3 2,7 54,3 12,1 g8
[T - 5§ ag,3 74,1 38,1 56
[I1-28 98,6 76,4 44,7 47
-5 ag,4 ac,1 47,5 8
II-38 a4,5 68,0 23,6 G
[-1 a8,k 78,8 12,8 E7
Farmilia 3
Proposito Iv-2 a7,8 a0,5 25,0 54
1l - 2 ag,2 63,4 16,7 th
-2 a8,5 63,1 13,2 78

YR: valores de referencia; RO resistencia osmotica; MaCl: cloruro de sodio; seq: segundos,
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Tabla 2. Resultados de la resistencia osmotica y la prueba del glicerol de pacientes y familiares con

esferocitosos hereditaria (familias 4, Sy 8)

Paciente RO 0,375 RO 0,45 Macl RO 0,5 Macl Prueha
MaCl {9 (%) (%) glicerol (seq)
WE 45-390 0-45 0-a = 1800
Farmifia 4
Propasito Iv- 03,8 43,9 10,5 &0
1
I - 3 Q3,0 k0,1 8,8 75
-5 95,0 £g,8 10,8 70
Farnilla 5
Proposito IY- 24,6 91,8 45,6 TG
g
Farnilla &
Propasito Iv- 99,5 86,7 68,3 54
1
II- 11 98,9 69,3 13,5 96

YR walares de referencia; ROt resistencia osmotica; MaCl: cloruro de sodio; seg: segundos.

En las_tablas 3, 4 y 5 se muestran los resultados del estudio bioquimico, la
clasificacién clinica de HS, asi como los casos que requirieron de esplenectomia por
causa de la enfermedad.
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Tahla 3. Resultados del estudio bioquimico v clasficacidn dinica de pacientes con esferocitosis
hereditaria v casos que requirieron de esplenectormia (familias 1, 2 v 3)

Paciente (o + Ry anlarina 4.1/ 4.2/ i Esp.
banda 3 (o + () (o + B (o + )
VR 0,96 - 0,1z - 0,10 - 0,16 - - -
1,17 0,20 0,17 0,24
Farniliz 1
Fropdsito Iv- 0,55 0,23 T o,zz T 0,33 T Ligera Mo
1
Il - 5 0,54 0,21 T 0,25 T 0,33 T Tipica s
III - 4 0,50 4 0,21 T o258 T 0,35 T Tipica Si
II -5 0,754 0,21 T 0,33 T 0,34 T &sint, Mo
Farmilia 2
Propadsito IW- 1,03 0,16 0,15 0,158 Asint, Mo
3
III-5 1,02 0,20 0,16 0,16 Tipica =
III- & 1,08 0,10 0,15 0,16 Tipica i
II-5 1,05 0,1a 0,16 0,17 Tipica i
II -& 1,02 0,21 0,16 0,16 Tipica i
I-1 - - - - Tipica Mo
Farmiliz 3
Fropdsito I'Y- 0,922 0,15 0,18 T 0,26 T Tipica Mo
2
III - 3 0,95k 0,17 0,74 T 0,29 T Severa | S
II -2 0,658 - 0,zaT 0,25 T 0,43 T Asint. Mo

R valores de referencia; CC: clasificacian clinica; Asint.: asintorm atico; Esp.: esplenectomizada,
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Tabla 4. Resultados del estudio bioquimicao y clasificacion clinica de pacientes con esferacitosis

hereditaria y casos que requirieron de esplenectomia (familias 4 y 5)

Paciente

YR

Propdsito I¥-1
I11-3

I1-5

Propdsita IV-5

(o + pY ankirina/

banda 3 (o +p)
0,96 - 0,12 -
1,17 0,20
1,06 0,20
0,96 0,18
0,87 0,19
0,87 |

0,237

4.1/

(o + )

0,10 -
0,17

Farnilia 4

0,12
0,10

0,12

Farmifla &

0,217

4.2/
(o + )
0,16 -

0,24

0,22
0,23

0,23

0,24

CC

Ligera

Asint,

Asint,

Severa

Esp.

Mo
[ u]

Mo

Si

YR: walores de referencia; CC: clasificacion clinica; Asint.: asintomatico; Esp.. esplenectaomizado.

Tabla 5. Resultados del estudio bioguimico y clasificacidn clinica de pacientes

YR: wvalores de referencia; CC: clasificacian clinica; Asint.: asintomatico; Esp.: esplenectomizado,

con esferocitosis hereditaria en la familia 6

Paciente

YR

Proposito 1¥-1

II-4
I1-10

II-11

(o +B)/
handa 2

0,96 - 1,17

1,27 T
1,48 T
1,28 T
1,26 T
1,26 T
1,06

1,07

CC
Tipica
Marrmal
Marmal
Harmal
Harmal

Mormal

Asint,

E=p.

Mo

Mo
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En la familia #1 se demostré un patrén de herencia autosémico dominante y los
resultados bioquimicos permitieron concluir que la alteracién bioquimica es
producida por una deficiencia de Sp. Los resultados de los casos 1I-4 y III-2 fueron
normales. El caso III-3 presentd ictericia neonatal con caida de las cifras de Hb a
los 41 dias de nacida. Mantenia niveles de Hb entre 8-9 g/dL y fue transfundida en
2 ocasiones. Se diagnostico como portadora de HS a los 3 afios y fue
esplenectomizada a los 4 afios de edad. Actualmente se encuentra asintomatica. El
caso III-4 presentd también ictericia neonatal, mantenia cifras de Hb alrededor de 9
g/dL y presento varias crisis hemoliticas en los primeros meses de vida. Fue
transfundido en 3 ocasiones. Se realiz6 el diagndstico de la enfermedad a los 3
afnos y fue esplenectomizado a los 9 afios de edad. Estos 2 casos fueron clasificados
como HS tipica. El propésito IV1 fue clasificado como HS ligera y el otro familiar es
asintomatico (II-5).

En la familia #2 el estudio bioquimico fue normal, excepto en un caso (II-8), que
mostrd una relacion ankirina/(a + B) ligeramente elevada. Los familiares I1I-7 y III-
9 fueron normales. Cinco familiares fueron clasificados como HS tipica (III-5, III-8,
II-5, I1-8 y I-1). Todos presentaron ictericia neonatal y crisis hemoliticas en el
curso de procesos infecciosos. La anemia en los 5 casos fue variable, con cifras
entre 7 y 10 g/dL y todos requirieron de transfusiones de sangre en alguna ocasion.
Excepto la paciente I-1, que presentaba una marcada esplenomegalia y que habia
sido transfundida en varias ocasiones, los demas fueron esplenectomizados durante
la adolescencia y se encuentran asintomaticos. Se demostrd un patréon de herencia
autosdmico dominante, pero no se pudo determinar la alteracién bioquimica.

De acuerdo con los resultados bioquimicos, la familia #3 presenta una deficiencia
combinada de Sp + ankirina. El patron de herencia es autosémico dominante. Se
estudiaron 7 miembros de la familia de los cuales II-3, III-1, III-2, III-4 y IV-1
fueron normales y 3 (IV-2, III-3 y II-2) son portadores de la enfermedad. La
paciente III-3 presentd ictericia neonatal y a los 36 dias de nacida tuvo un
descenso de la Hb (5,4 g/dL), por lo que fue transfundida. Se diagnosticé como
portadora de HS a los 6 meses de edad. Tuvo multiples crisis hemoliticas con
requerimientos transfusionales periddicos, por lo que fue esplenectomizada a los 4
anos y medio de edad. Se clasific6 como HS severa. El caso II-2 se diagnostico
durante este estudio. Se clasificoé como HS asintomatica. Aunque el familiar I-1 no
fue estudiado por nosotros, se pudo conocer que es muy sintomatica y presenta
frecuentemente disminucién de las cifras de Hb. El propdsito (IV-2) presenta una
HS tipica.

Los resultados del estudio bioquimico de la familia #4 fueron normales. Se observéd
un patrén de herencia autosémico dominante, pero no se pudo identificar el defecto
bioquimico. Dos fueron clasificados como asintomaticos y diagnosticados durante
este estudio (III-3, II-5), mientras que el proposito (IV-1) presenta una HS ligera.
El caso II-5 presentd hace 20 anos una crisis hemolitica en el transcurso de una
"hepatitis", la cual fue asociada también con el contacto con un agente quimico
toxico y ademas fue operado hace 5 anos de litiasis vesicular. Se clasific6 como HS
asintomatico. La paciente III-3 fue también diagnosticada por nosotros. No tiene
antecedentes de ictericia y solo tuvo anemia ligera durante los embarazos. También
se clasifico como HS asintomatica.

En la familia #5 se estudiaron 11 familiares y en ninguno (II-2, II-3, II-17, II-18,
I11-2, 111-4, I111-6, III-7, III-8, III-10, IV-6) se demostrd la presencia de la
enfermedad, por lo que no pudo precisarse el patrén de herencia. El proposito (IV-
5) es muy severo desde el punto de vista hematoldgico y clinico. Tuvo varios
episodios hemoliticos con ictericia, hiperbilirrubinemia con predominio de indirecta y
requerimientos transfusionales. De acuerdo con estos datos se clasifico como HS
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severa. El estudio bioquimico permitié sugerir que el propdsito tiene una deficiencia
de Sp.

Los datos hematoldgicos y clinicos del proposito IV-1 (familia #6), permitieron
clasificarlo como HS tipica. Mantiene anemia, reticulocitosis, bilirrubina aumentada
a expensas de la indirecta y esplenomegalia, pero no ha tenido requerimientos
transfusionales. Se estudiaron 6 familiares (II-10, II-11, III-2, III-3, III-4, IV-2) y
solo uno (II-11) fue diagnosticado con HS. Este paciente no tiene antecedentes de
anemia, ictericia ni visceromegalia y fue clasificado como asintomatico. Los
resultados de los padres del propdsito fueron normales, por lo que no se pudo
precisar el patron de herencia. El estudio bioquimico permitié demostrar que varios
miembros de la familia tienen deficiencia de banda 3 (IV-1, 1V-2, III-2, III-3, III-4),
sin embargo, solo el propdsito tuvo manifestaciones clinicas.

En la tabla 6 se presentan los resultados del estudio desde el punto de vista
genético y bioquimico y la clasificacién clinica de los casos. Se estudiaron 46
individuos (pacientes y familiares) y de ellos, 19 eran portadores de HS (41,3 %).
De acuerdo con la clasificacion clinica, 6 (31,6 %) son asintomaticos, 2 (10,5 %)
tienen HS ligera, 9 HS tipica (47,4 %) vy 2 (10,5 %) HS severa. En 4 familias (66,7
%) el patron de herencia fue autosdémico dominante y en 2 no se pudo precisar. En
4 se encontrd una defecto de Sp, en una de ellas combinado con defecto de
ankirina y en otra asociado posiblemente con una mutacion de banda 3 o con un
alelo esferocitogénico.

Tabla 6. Clasificacion clinica, patron de herencia y alteracion bioguimica de los 6 pacientes v

familiares con esferocitosis hereditaria

Total Total Clasificacion clinica de la HS Patran de Alteracian
Farmilia estudiad | conHS | asint, | Ligera | Tipica | Sever = erencia bioguimica
03 B
Familia 1 i 4 1 1 2 0 4D Defecto Sp
Familia 2 10 & 1 0 £ 0 AD HP
Familia 3 7 3 1 0 1 1 a0 Defecta Sp +
ank
Familia 4 4 3 2 1 o o AD HP
Farmilia & 12 1 0 0 0 1 MNP Defecto Sp
Familia 6 7 2 1 0 1 0 MP Defecto Sp + 7
Total 46 19 & 2 9 2

Asint: asintomatico; AD: autosamico dominante; NP: no precisado; Sp: espectring; ank: ankirina.

DISCUSION
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Los valores normales de la relacidon entre las proteinas de la membrana eritrocitaria
(Sp o + B, ankirina, banda 3, proteina 4.2) han sido estudiados por diferentes
investigadores, y en algunas ocasiones muestran notables diferencias. Esto puede
ser debido, fundamentalmente, al empleo de distintas técnicas para la extraccion
de la membrana eritrocitaria y la electroforesis de las proteinas de membrana, asi
como a los métodos y programas empleados para la realizacion de la densitometria
de los geles de poliacrilamida. Por ello es siempre conveniente establecer los
valores normales en las condiciones de trabajo de cada laboratorio y comparar con
los resultados obtenidos por otros investigadores con el empleo de iguales
condiciones técnicas. Nuestros valores normales son similares a los sefialados por
Saad y Miraglia del Giudice.®*°

Familia #1: El cuadro hematoldgico y clinico de esta familia fue variable; los 4
familiares fueron portadores de HS y todos tenian las cifras de Hb dentro de limites
normales al momento del estudio. Sin embargo, 2 presentaban una SH tipica, uno
HS ligera y el otro HS asintomatica. Los 2 casos con HS tipica habian sido
esplenectomizados. Los resultados bioquimicos permitieron demostrar una
deficiencia de Sp. Algunos investigadores han sefialado que dentro de una familia el
cuadro clinico es similar en todos los miembros afectados y que la severidad de la
hemdlisis y la respuesta a la esplenectomia es inversamente proporcional a los
niveles de espectrina.'®?!?2 En esta familia, el cuadro clinico es variable y no se
observo una relacidon entre los niveles de Sp y la severidad de la enfermedad.

Familia #2: La paciente GCPM, aunque siempre ha mantenido cifras de Hb
normales, ha presentado en ocasiones reticulocitosis ligera. De los 10 familiares
estudiados, 6 son portadores de HS y 5 de ellos fueron clasificados con la forma
clinica de HS tipica. Todos refieren haber tenido un cuadro similar y fueron
esplenectomizados en edades tempranas. Actualmente se encuentran
asintomaticos. El estudio de las proteinas de membrana fue normal en todos los
casos, por lo que no se pudo precisar la alteracion bioquimica responsable de la
enfermedad.

Familia #3: El propésito fue clasificado como HS tipica y de los 8 familiares
estudiados, 3 son portadores de HS, pero la expresion clinica de cada uno de ellos
fue diferente, tal y como encontramos en la familia #1 (un asintomatico, uno con
HS severa y otro con HS tipica). Los casos estudiados tenian una deficiencia de Sp.
No se encontro correlacion entre la disminucion de la Sp y la severidad del cuadro
clinico. Sin embargo, el defecto de ankirina (relacion ankirina/a + B) se observé
solo en los 2 casos que tuvieron manifestaciones clinicas. Estos hallazgos
corroboran algunos resultados sefialados en la literatura.?*2* Diversos
investigadores han planteado que la deficiencia combinada de Sp y ankinira no es
facil de determinar, ya que puede ser enmascarada por la reticulocitosis. Otros
sefialan que este defecto es mas facil de demostrar en individuos que han sido
esplenectomizados.?'>®> También se han sefialado problemas de sensibilidad de las
técnicas empleadas habitualmente. Se ha observado que en esta deficiencia
combinada estd presente una marcada microcitosis y acantocitosis.?'?*?° En la
fijacion con glutaraldehido de la paciente III-3 y en el propdsito, se observan
abundantes microcitos y acantocitos, no asi en el caso II-2, lo que se corresponde
con lo planteado anteriormente. Es muy probable que la deficiencia de ankirina sea
mas ligera en el paciente II-2 (el cual presenta también una forma mas benigna de
la enfermedad), por lo que es necesario emplear técnicas mas sensibles para su
deteccion.

Familia #4: De los 4 miembros de la familia estudiados, 2 tenian la enfermedad y
se clasificaron como asintomaticos. Ambos fueron diagnosticados durante este
estudio. En esta familia también se observa una diferencia en la expresion del
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cuadro clinico de la enfermedad. El estudio de las proteinas de la membrana fue
normal, por lo que no se pudo precisar el defecto bioquimico.

Familia #5: En esta familia no se pudo precisar el patrén de herencia a pesar de
que se estudiaron a 11 individuos. En la literatura se sefiala que en el 75 % de los
casos el patron de herencia es autosémico dominante, mientras que el resto exhibe
una forma autosomica recesiva o la presencia de nuevas mutaciones en los genes
de Sp y/o ankirina.???® En nuestro caso, que es muy sintomatico (HS severa), se
puede plantear la presencia de una nueva mutacién o de una forma recesiva
(heterocigotico de doble componente) con penetrancia incompleta en que ambos
padres son heterocigdticos pero no expresan la enfermedad.?!**?” Este paciente
presentd un defecto de Sp y de acuerdo con la literatura, en la forma recesiva la
Unica alteraciéon que se ha encontrado es esta.?!?”28,

Familia #6: En esta familia, en la cual se estudiaron a 6 miembros, solo el abuelo
materno (II-11) fue diagnosticado como portador de HS. El resto de los familiares
(II-10, III-2, III-3, III-4, IV-2) mostraron un estudio normal. Por tal motivo no fue
posible determinar el patrén de herencia. Una hipdtesis que explique estos
resultados seria que la abuela materna tenga un alelo LE que disminuya la
expresion de la enfermedad. De esta forma, la madre hereda la HS del abuelo y el
LE de la abuela. Sin embargo, en el propdsito podria expresarse la enfermedad si el
padre presenta algun defecto de las proteinas de la membrana. En el andlisis
bioquimico de las proteinas de la membrana eritrocitaria se encontrd una
deficiencia de banda 3 en varios miembros de la familia. Se podria plantear que el
abuelo materno tiene una mutacion silente de banda 3 con un alelo LE, asociado
con un defecto combinado de Sp y ankirina. La madre seria heterocigética para esa
forma recesiva y ademads expresa la mutacién de la banda 3, pero no tiene
manifestacion de la enfermedad. El propdsito heredaria estos 2 defectos de la
madre y una mutacion silente esferocitogénica del padre, que conllevaria a un
agravamiento del cuadro clinico en comparacidn con el que expresa el abuelo.%%>:2°
Para demostrar esto seria necesario realizar estudios moleculares al paciente y sus
familiares.

El porcentaje de las diferentes formas clinicas de la HS encontrado (asintomatico 6:
31,6 %; ligera 2: 10,5 %; tipica 9: 47,4 %; y severa 2: 10.5 %), es similar a lo
sefialado en la literatura. 3122123

Se observo una gran heterogeneidad en la expresion de la enfermedad en nuestros
pacientes desde el punto de vista hematoldgico y clinico, no solo entre las familias,
sino dentro de cada una de ellas. Aunque existen contradicciones en la literatura en
este sentido, hay investigadores que plantean que esta variabilidad puede ser
debida a una penetrancia incompleta o a la expresidon concomitante de un gen
modificador (genes esferocitogénicos), lo cual ya ha sido encontrado en algunas
familias con deficiencia aislada de Sp y banda 3.2°*° La presencia de otro defecto
intrinseco del glébulo rojo podria incrementar o reducir el fenotipo de la HS y
explicar igualmente la heterogeneidad dentro de una misma familia. Este es el caso
de la asociacion de esta enfermedad con el rasgo p talasémico o la deficiencia de
G6PD.3'32 En nuestras familias se descartd esta posibilidad, por lo que pensamos
en la posible presencia de otros genes esferocitogénicos responsables de modular la
expresion de la HS.

El estudio de un niumero mayor de familias asi como la introduccién de las técnicas
de biologia molecular, permitiran precisar con exactitud las alteraciones mas
frecuentes en las proteinas de la membrana eritrocitaria en los pacientes con HS en
nuestra poblacion.
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