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RESUMEN

La esferocitosis hereditaria es la anemia hemolitica congénita mas frecuente en la
poblacién caucasica. Tiene una amplia variabilidad clinica y desde el punto de vista
hematolégico se caracteriza por anemia y presencia de esferocitos en la lamina
periférica. Su base fisiopatoldgica esta determinada por el defecto de algunas de las
proteinas que conforman la membrana eritrocitaria, por el efecto del bazo sobre los
hematies andmalos y otros factores. A la luz de los conocimientos actuales, la
interpretacion dinamica del proceso requiere adentrarse en los estadios iniciales de
la hematopoyesis, pues desde etapas tan tempranas como la enucleacion del
eritroblasto en la formacién del reticulocito, hasta posibles procesos inflamatorios
tardios, pudieran modular la expresion de la enfermedad. Se hace una revision de
las caracteristicas estructurales y funcionales de la membrana eritrocitaria, asi
como algunos aspectos generales de las propiedades del hematie para facilitar la
comprension de los eventos que tienen lugar a partir del compromiso molecular de
las proteinas que conforman la membrana.

Palabras clave: esferocitosis hereditaria, membrana eritrocitaria, proteinas de
membrana.

ABSTRACT

Hereditary spherocytosis is the most common congenital hemolytic anemia among
Caucasian population. It has wide clinical variety and from the haematological point
of view, it is characterized by the presence of spherocytes anemia in peripheral
lamina. Its pathophysiological defect is determined by some of the proteins that
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make up the red cell membrane due to the effect on erythrocytes of abnormal
spleen, and other factors. In view of current knowledge, the dynamic interpretation
of this process requires delving into the early stages of hematopoiesis, since the
expression of this disease could modulate from early stages of erythroblast
enucleation in reticulocyte formation until late potential inflammatory processes. A
review was made on the structural and functional characteristics of the erythrocyte
membrane, as well as some general aspects of the properties of the red cell to
facilitate understanding of events which take place through proteins molecular
involvement forming the membrane.

Key words: hereditary spherocytosis, erythrocyte membrane, membrane proteins.

INTRODUCCION

La esferocitosis hereditaria (EH) es un trastorno hemolitico que se produce por la
deficiencia de algunas de las proteinas que conforman la membrana eritrocitaria. Se
caracteriza por la presencia de esferocitos en la lamina periférica, anemia, ictericia
intermitente, esplenomegalia y en la mayoria de los casos severos, buena
capacidad de respuesta a la esplenectomia.*?

Para comprender la participacion de cada gen o proteina en la patogénesis de la EH
es necesario mirar en la biogénesis de la membrana durante la eritropoyesis.

Debido a su facil accesibilidad, la membrana eritrocitaria es la mas estudiada de las
membranas biolégicas.® Compuesta por una bicapa lipidica (los lipidos son del 50-60 %
de la masa de la membrana) y un esqueleto subyacente, provee al eritrocito de la
estabilidad y deformabilidad requeridas para viajar a través de la circulacién.?

BICAPA LIPIDICA

Esta constituida fundamentalmente por fosfolipidos y colesterol, con pequefias
cantidades de glicolipidos. Los fosfolipidos primarios son: fosfatidilcolina (28 % del
total de fosfolipidos), fosfatidiletanolamina (27 %), esfingomielina (26 %),
fosfatidilserina (13 %) y en menor cuantia, fosfatidilinositol.? Estos fosfolipidos
estan distribuidos de forma asimétrica, lo que parece ser importante para mantener
la homeostasis. Los glicolipidos y el colesterol estan intercalados entre los
fosfolipidos.

Los lipidos estan organizados en 3 dominios dentro de la bicapa, los que se dividen
en: dominios macroscoépicos rico en lipidos, dominios microscépicos unidos a
proteinas, y dominios asociados con la fraccidon detergente-resistente de la
membrana (DRM) o balsas de lipidos.>®* La funcién de estos dominios ain no esta
clara, pero se supone que los DRM pueden facilitar la penetraciéon de la malaria en
el eritrocito,*® para adicionarse a los multiples eventos que se describen en la
fisiopatologia de esta entidad.®
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PROTEINAS

La membrana del eritrocito contiene alrededor de 15 proteinas mayores y cientos
de menores. En estudios protedmicos del eritrocito se ha encontrado que de 527
proteinas alrededor de 340 estan asociadas con la membrana.”®

Tradicionalmente, estas proteinas se clasifican de acuerdo con la facilidad con la
gue pueden ser eliminadas totalmente de la membrana.? Proteinas integrales: son
aquellas que estan arraigadas firmemente y distribuidas a través de la bicapa
lipidica e interactuan con los lipidos hidrofébicos (glicoforinas, las proteinas Rh, los
antigenos Kell y Duffy, proteinas transportadoras como la banda 3); las proteinas
periféricas que estan asociadas de manera mas labil, por lo que su extraccion es
mas facil. Estas interactdan (por uniones covalentes y no covalentes) con las proteinas
integrales o los lipidos que recubren la membrana, pero no penetran dentro de la
bicapa y solo se relacionan con la cara citoplasmatica (proteinas estructurales del
esqueleto: espectrinas, ankirina, actina, proteina 4.1 y proteina 4.2).* (Fig.)
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Fig. Proteinas que conforman la membrana eritrocitaria v su relacian,

Estas proteinas se han nombrado de acuerdo con la movilidad electroforética en gel
de poliacrilamida-dodecil sulfato, en base al orden de migracion de la banda de la
proteina.® Algunas de ellas atin se nombran con esos términos, como la banda 3 o las
proteinas 4.1y 4.2.
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Proteinas integrales
Banda 3 (intercambiador de aniones):

Proteina de abundante distribucién que funciona como regulador del contenido de iones;
es intermediaria del metabolismo del hematie y contribuye a la deformabilidad del
glébulo rojo. Ademas, posiblemente interviene en el proceso de la senescencia del
eritrocito.?1%1*

Es la mayor intercambiadora de aniones (cloro-bicarbonato) en el hematie. Su
participacion en el metabolismo intraeritrocitario esta relacionada con vias
metabdlicas donde intervienen enzimas glicoliticas como la gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa, la fosfoglicerato cinasa, y la aldolasa, asi como las anhidrasas
carbonicas Il y IV.%®

La banda 3 contiene importantes sitios de unién para interactuar con otras
proteinas de la membrana, tales como la ankirina, la proteina 4.1 y la proteina 4.2.
La union del dominio citoplasmatico con la ankirina es uno de los mecanismos
criticos para anexar el esqueleto a la membrana plasmatica, lo que es determinante
en la flexibilidad o rigidez del eritrocito.'* Los dominios extracelulares de la banda 3
constituyen antigenos para diferentes grupos sanguineos.*°

Proteinas periféricas
Espectrina

Es la proteina mas abundante y larga de las que conforman el esqueleto de
membrana. Esta formada por subunidades a y B, que aunque tienen semejanzas,
son estructuralmente diferentes y estan codificadas por genes separados.?

Ambas subunidades contienen 106 aminoacidos homologos que estan situados en
segmentos helicoidales. La presencia de estas repeticiones sugiere que las 2
cadenas de la espectrina se desarrollaron a partir de la duplicacién de un solo gen
ancestral.?

La estructura de triple hélice de la molécula de espectrina esta dada por
heterodimeros o B, que se alinean y entrelazan entre si de modo antiparalelo con
respecto a sus terminales NH2, para formar heterotetrameros.

Estos tetrameros compuestos de las repeticiones multiples, suministran un filamento
fuerte y elastico que interviene de manera decisiva en la forma y resistencia de la
membrana. Ademas, la espectrina regula la movilidad lateral de las proteinas de
membrana, garantiza el soporte estructural para la bicapa lipidica y se une a la
actina y a la proteina 4.1 mediante secuencias repetitivas.? Otras secuencias no
repetitivas en la espectrina proveen de sitios para el reconocimiento y union de
otros moduladores como cinasas y calmodulina.?

Aunqgue los miembros de la familia de las espectrinas adoptan un pliegue helicoidal
repetitivo, las interacciones muy especificas de las espectrinas con otras proteinas
indican que las repeticiones han evolucionado para proveer una funcion especializada
mientras se mantiene la estructura terciaria.*?
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Ankirina

En los humanos existen 3 isoformas: ankirina 1 o R, que se encuentra en el eritrocito;
ankirina 2 o B, localizada primariamente en el cerebro; y la ankirina 3 0 G, con una
expresion mas general.

Esta proteina puede ser separada en 3 dominios funcionales: uno NH2 terminal de
unién a la membrana que contiene sitios para la banda 3 y otros ligandos; un
dominio central que contiene sitios para las espectrinas; y uno COOH terminal
regulador, que influye en la interaccién con otras proteinas.'>*?

El dominio de unién a la membrana contiene 24 repeticiones en tandem, las que
contienen multiples sitios de unién con proteinas. Las repeticiones de la ankirina
son altamente conservadas y se han encontrado en otras proteinas con gran
variedad de funciones.**?

La ankirina garantiza la unién al esqueleto de membrana mediante su relacién con
la espectrina y a la bicapa lipidica a través de la banda 3. Las interrupciones de
alguna de estas vias de unién provocan inestabilidad en la membrana.

Proteina 4.2

Pertenece a la familia de las transglutaminasas;** sin embargo, la proteina 4.2 no
posee actividad de transglutaminasa porque carece de un residuo critico en su sitio
activo. Se han descrito al menos 4 isoformas de la proteina, aunque la trascendencia
funcional de las isoformas no esta esclarecida. La proteina 4.2 une diferentes
proteinas: la banda 3, la proteina 4.1 y la ankirina. Su principal funcién es
estabilizar la asociacién del complejo espectrina-actina-ankirina con la banda 3.2,*°
También protege el esqueleto de la membrana del envejecimiento prematuro
mediante la unién del calcio y otros cofactores que normalmente activan las
transglutaminasas en el hematie.

ESTRUCTURA Y FUNCION DE LA MEMBRANA

La funcién de la membrana eritrocitaria incluye el ensamblaje y organizacion de las
proteinas de la bicapa lipidica con las del esqueleto, proporciona a la célula la
estabilidad y deformabilidad necesarias, participa en la biogénesis y el
envejecimiento, y provee de una barrera entre el citoplasma y el medio externo con
una permeabilidad selectiva.

Ensamblaje y organizacién

Cuando se examina la membrana eritrocitaria y esta es estirada, las proteinas
individuales del esqueleto aparecen como un enrejado organizado de hexagonos.
Las esquinas de cada hexagono son estructuras globulares llamadas complejos de
unién formados por actina, aducina y proteina 4.1. Los tetrameros de espectrinas
forman los brazos de los hexagonos. Estos tetrameros, en sus colas, se unen con
los complejos de unién de actina con la ayuda de la proteina 4.1 y la aducina. Las
interacciones horizontales (paralelas en el plano de la membrana) derivadas de las
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uniones anteriores son vitales para el mantenimiento de la integridad estructural de
la célula.?*® (Fig.).

El esqueleto se fija a las proteinas integrales de la membrana por varias interacciones
proteicas. La espectrina es el componente principal de la red que esta anclada a la
membrana por la ankirina (proteina adaptadora), que a su vez establece el vinculo
de la espectrina con la banda 3.*%°

Los extremos terminales de las espectrinas también se unen con la membrana
mediante la proteina 4.1, la cual se fija a la glicoforina C y la P55. Adicionalmente,
la espectrina y la proteina 4.1 se unen débilmente con la fosfatidilserina ubicada en
el interior de la bicapa lipidica.?® Estas interacciones verticales (perpendiculares en
el plano de la membrana): proteina-proteina y proteina-lipido, son criticas en la
estabilidad de la bicapa lipidica e impiden la pérdida de sus celdas (Fig.).

Estabilidad de la membrana y deformabilidad celular

La deformabilidad es la propiedad mas importante del hematie para su
supervivencia y donde mejor se pone a prueba es en su transito por los senos
esplénicos.'’” Se describen 3 factores determinantes en la deformabilidad: la
geometria celular (forma de disco biconcavo), la viscosidad citoplasmatica
(determinada por la concentracién de hemoglobina en la célula) y la elasticidad
intrinseca de la membrana (deformabilidad de la membrana).?>*® De estos, la
geometria celular se considera el factor mas importante.

El ser un disco bicéncavo le proporciona al hematie una alta relacion
superficie/volumen (140 pm3/90 pm?); necesaria para diferentes situaciones, como
cuando el hematie se agranda por estrés osmotico o cuando se estira bajo los
efectos del estrés mecanico de la circulacién.?>®

La organizacion del esqueleto y su anexo con la membrana también influye en la
estabilidad y deformabilidad del hematie. La alta elasticidad de la membrana es
determinada en forma general por su estructura en red y en particular, por la
espectrina. En reposo los segmentos helicoidales de espectrina estan altamente
enrollados. Cuando la membrana se deforma se establece una restructuracion de la
red espectrina-actina: algunas moléculas de espectrina comienzan a desenrollarse y
extenderse, mientras que otras se comprimen y mantienen sin variacion el area de
superficie.?®

La viscosidad del hematie es determinada en gran parte por los niveles de
hemoglobina. A las concentraciones intracelulares normales de hemoglobina la
viscosidad tiene muy poca contribucién en la deformabilidad.

La concentracion de hemoglobina corpuscular media en la célula humana normal es
de alrededor de 33 g/dL. Mientras la viscosidad de la hemoglobina es solo 5
centipoises (cp) a los 27 g/dL, se incrementa a 15 cp a los 37 g/dL; a 45 cp a los
40 g/dL; a 170 cp a los 45 g/dL; y a 650 cp a los 50 g/dL.® Al regular la
concentracion de Hb dentro de este estrecho margen, se minimizan los efectos de
la viscosidad citoplasmatica en la deformabilidad del hematie.

La habilidad de la célula para acomodarse rapidamente en un tubo capilar angosto
en la microcirculacién, se vera comprometida por el incremento de la viscosidad
citoplasmatica. Es importante sefialar que la deshidratacion del hematie y el
aumento de la viscosidad citoplasmatica comprometen la supervivencia del glébulo
rojo en grado minimo.>
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Otros estudios destacan 3 importantes factores que influyen en la estructura e
integridad mecéanica de la membrana, asi como el mantenimiento de la forma del
hematie: 1) el cizallamiento sobre la membrana; 2) la naturaleza de las uniones
verticales y su pérdida; 3) el remodelado facilitado por la energia derivada de la
actividad metaboélica.®

Algunos sitios del citoesqueleto de la membrana, como la red de espectrina, pueden
absorber energia quimica proporcionada por moléculas como el ATP. El nimero de
eventos de transferencia molecular de energia ocurridos por unidad de tiempo es
llamado hit de energia. La red de espectrina se fluidiza mientras mayor es el hit de
energia. El cizallamiento influye en la fluidizacién o plasticidad de la red de
espectrina. Cambios en los niveles de ATP en condiciones experimentales inducen a
cambios en la forma del eritrocito e incremento de las fluctuaciones de la
membrana. En vivo, las modificaciones de la energia en la membrana, secundarias
al cizallamiento (infecciones, traumas, trastornos hereditarios, envejecimiento
celular, cancer), determinan sus fluctuaciones. La unién de la bicapa lipidica y la
red de espectrina es critica y esta controlada por los cambios del ATP.®

Propiedades de la membrana

Las propiedades de la membrana son un reflejo de las caracteristicas de la bicapa
lipidica y el esqueleto. Durante la deformaciéon se describe un rapido traslado del
colesterol del interior al exterior de la bicapa. Los hematies que estan suspendidos
en soluciones hipotdnicas, como las que se utilizan en el estudio de fragilidad
osmotica, se agrandan y adoptan una forma esférica ya que la bicapa de la
membrana no puede expandir su area de superficie mas alla del 3 o el 4 %. El
descenso de la presiéon osmoética resulta en la ruptura de la membrana y la
hemoglobina intracelular es descargada al exterior.?

La membrana del hematie es casi impermeable a los cationes mono y divalentes;
de esta forma, mantiene alta la concentracion de potasio intracelular, baja la de
sodio y muy bajos los niveles de calcio. Por el contrario, es muy permeable al agua
y a los aniones que son intercambiados facilmente, razén por la que se plantea que
el hematie funciona como un osmoémetro perfecto. La glucosa es transportada sin
consumo de energia.

Las vias para el transporte de agua e iones en el eritrocito incluyen: bombas de
membrana dependientes de energia, sistema de gradientes y varios canales.

Bombas de membrana dependientes de energia:

La bomba Na*-K* ATPasa es la encargada de mantener el sodio intracelular bajo y
el potasio alto, con una relacidon de intercambio 3:2. Tiene una importante funcién
en el mantenimiento del pH citosdlico, la homeostasis idnica y la osmolaridad
celular.’® La Ca2 + ATPasa es activada por la calmodulina, extrae calcio de la célula
y asi mantiene concentraciones intracelulares muy bajas, lo que la protege de los
multiples efectos deletéreos del calcio: equinocitosis, vesiculacion de la membrana,
protedlisis y deshidratacion celular. La membrana también contiene un
transportador ATP de glutatién oxidado y un sistema transportador de
aminoacidos.?®
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Sistema de gradientes:

El gradiente de Na*-K"* establecido por la bomba, es usado por multiples sistemas
de gradientes pasivos para mover iones a través de la membrana. Estos sistemas
incluyen: el cotransportador K*-CI", la banda 3, el cotransportador Na"-K*-CI" (de
importancia discreta dentro de la célula) y el intercambiador de Na™-H™ (parece ser
protagonico en la maduracién temprana del hematie). El cotransportador K*-CI” es
activo en los reticulocitos®® y su actividad se acelera por la inflamacién, acidificacién
y deplecién del magnesio intracelular.>>2*

Canales:

Los canales mediados por Na"-K* ATPasa, canales de agua (acuaporinas) y los
canales de K" activados por Ca2+ (canal Gardos), causan la pérdida selectiva de K*
en respuesta al incremento intracelular de Ca2+.?

Las acuaporinas son canales de proteinas que sirven como poros selectivos a través
de los que pasa el agua y contribuyen a la habilidad del eritrocito para hacer
ajustes rapidos ante los cambios de la osmolaridad.??%*

Se ha demostrado por monitoreo simultaneo del pH y marcadores de volumen, un
enlace funcional entre el transporte de iones de la membrana, el pH y el volumen
celular;?* la hidratacion adecuada es un factor de peso para evitar la formacion de
vesiculas en la superficie de la membrana.?®

ESFEROCITOSIS HEREDITARIA
Genética

Se han caracterizado los genes que codifican para las diferentes proteinas de la
membrana eritrocitaria y en particular aquellas involucradas en la esferocitosis (tabla).

Tabla. Caracterizacion de los genes involucrados en la esferocitosis hereditaria

Banda Proteina Simbolo Localizacion Aminoacidos Tamafio No. de
del gen cromosdmica del gen EXOnes
(kb)
1 a Espectring SPTAL 1g22-923 2 429 80 52
2 B Espectrina SPTE l4q23-q24.2 2137 =100 32
2.1 ankirina ANK2 8pl1.2 1881 =100 40
3 Intercambiadora SLC4AZ 17g21-qter 911 17 20
de aniones-1
4.2 Proteina 4.2 EPESZ 15g15-g21 691 20 13

SPTal: spectrin alpha ervthrocytic 1; SPTB: spectrin beta erythrocytic; ANK1: ankyrin 1;
SLC4A1: solute carrier family 4 anion exchanger member 1; EPB42: protein 4.2 erythrocytic,
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En la mayoria de familias afectadas, la EH es transmitida de manera autosémica
dominante (75 %) con un padre enfermo. El 25 % expresa un patréon autosémico
recesivo segun reportes de familias con padres aparentemente normales y mas de
un hijo afectado.*

Las mutaciones responsables de la EH incluyen los genes de las ? y ? espectrinas
(SPTA 1 y SPTB, respectivamente), la ankirina (ANK1), la banda 3 (SLC4Al1) y la
proteina 4.2 (EPB42).° Se han descrito mutaciones espontaneas o de novo,
particularmente en los genes ANK1 y SPTB.?

Patogenia

La lesion primaria de la EH es causada por el defecto de las proteinas de membrana.
El primer defecto bioquimico reconocido en los pacientes con esferocitosis fue la
deficiencia de espectrina. Ademas, se describen: deficiencia combinada de
espectrina y ankirina, deficiencia de banda 3, deficiencia aislada de espectrina, y
deficiencia de 4.2.2%%27

Espectrinas

En el eritrocito, las a-espectrinas se sintetizan 3-4 veces por encima de las -
espectrinas®?® y el exceso de las primeras se degrada. Las anormalidades clinicas
causadas por las deficiencias de estas cadenas se encuentran en los homocigoéticos
o dobles heterocigoéticos. Los pacientes heterocigoéticos producen suficientes
cadenas a, para balancear con la producciéon de B-espectrinas y mantener un
fenotipo normal. En contraste con lo anterior, las deficiencias de B-espectrina se
hacen evidentes clinicamente en el heterocigdtico por su velocidad de sintesis
limitado."

a-espectrina

Las determinaciones de las alteraciones genéticas precisas asociadas con el gen de
la a-espectrina han sido dificiles debido al tamafio del gen (52 exones), asi como a
la reduccién del RNA mensajero, asociado con la presencia de alelos nulos.*

Se han descrito algunos alelos asociados con la forma recesiva de la EH. La a-
espectrina™™™"* es una sustitucién de citosina por timina en el sitio e empalme del
intron 30 que crea un sitio de empalme alternativo.1-2 La combinacién del alelo
LEPRA con otro defecto de a-espectrina en trans, una cadena de a-espectrina
truncada o una a9 resulta en una deficiencia severa de la proteina y por lo
tanto, una anemia significativa.

La sustitucion de un aminoacido en el dominio all de la espectrina (969 GCT— GAT:
Ala — Asp) determina el alelo a-espectrina®9 ™" identificado en muchos pacientes
con deficiencia recesiva de espectrinas.

f/-espectrina

Se ha descrito un grupo de pacientes heterocigéticos para el defecto en las cadenas
de las B-espectrinas. Estos pacientes padecen de EH tipica®?° con una subpoblacién
de acantocitos. La mayoria de las mutaciones de B-espectrina se asocian con alelos

318
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Hematologia. 2012;28(4):310-326

nulos e incluyen mutaciones sin sentido y mutaciones del codon iniciador.? También
se han descrito mutaciones espontaneas.

Las mutaciones de la B-espectrina afectan la sintesis o producen cadenas truncadas
que son inestables 0 no se unen con la ankirina, lo que impide el ensamblaje al
esqueleto de membrana.?! Una de las variantes descritas es la p-espectrinassmmee,
que tiene una mutacién puntual que produce inestabilidad de la cadena y un
defecto en la unién de la espectrina con la proteina 4.1 con débil unién a la actina.?

La espectrina”“s*", se produce por delecién de un nucleétido.

Se han descrito cadenas truncadas, como es el caso de la espectrina®", una proteina

producida por una mutaciéon puntiforme en el sitio de empalme del intréon 16, que
conduce a la sintesis de un ARNM que tiene una delecién de los exones 16 y 17 de
la cadena.®* Otras mutaciones del gen p-espectrina que han sido enunciadas
recientemente son: R1756X, 781delT , 1VS22nt-4G=>A, 1502insA y IVS20nt-2A>G.*!

Ankirina

Se han propuesto varios mecanismos relacionados con el compromiso de la
ankirina: disminucién en la sintesis, disminucién en el ensamblaje a la membrana y
ensamblaje de una proteina anormal.

Los estudios genéticos han identificado un nimero de mutaciones en el gen de la
ankirina y se ha demostrado que los defectos de esta proteina son la causa mas
comun de EH tipica dominante. La mayoria de estas mutaciones son sin sentido,
que resultan en un defecto de la molécula de ankirina, una deficiencia de la
proteina o ambas.? También se han descrito mutaciones de novo como E9X
(p.Glu9Term, ¢.25G>T, GAA>TAA) en el exén 1.*?

La combinacién de deficiencia de espectrina y ankirina es la anomalia bioquimica
mas frecuente en los pacientes con EH tipica dominante. La ankirina es el sitio
principal de unidn de la espectrina, por lo que la deficiencia de ankirina disminuye
la incorporaciéon de la espectrina a la membrana, a pesar de que la espectrina se
sintetice de manera adecuada.!

Algunas de las variantes descritas son: la ankirinaWalsrode, cuya mutacion afecta
el dominio de union a la banda 3 y por lo tanto, disminuye la afinidad por esta; y la
ankirina°anorolis " q1e esti asociada con la EH dominante.

En algunos pacientes con EH recesiva hay variantes identificadas con alteraciones
en la regién promotora del gen de la ankirina.? Se han descrito alrededor de 55
mutaciones diferentes en el gen que codifica para esta proteina.?

Estudios experimentales describen posibles mutaciones nuevas como es el caso de
Ank1E924X, con compromiso de los sitios de unién con la espectrina.®

Investigaciones recientes exponen la participacion del gen de la ankirina en
mecanismos de regulaciéon genética, que funciona como barrera de aislamiento
entre diferentes dominios cromaticos.** Algunos estudios citogenéticos han
identificado pacientes deficientes de ankirina con alteraciones dismorficas, retraso
psicomotor e hipogonadismo. Estos pacientes sufren de un sindrome genético que
compromete el gen de la ankirina: 8p11.2.2
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Banda 3

Se ha planteado que existe un grupo de pacientes (10-25 %)*? con EH dominante
tipica, en los que las células son deficientes en el 20-40 % para la proteina banda 3
y tienen ademas una disminuciéon o ausencia de la 4.2, con un contenido normal de
espectrinas. Estos pacientes generalmente tienen una anemia moderada y hematies
del tipo pincered cell (apariencia de hongo) en la lamina periférica. El transporte de
aniones esta comprometido proporcionalmente con la deficiencia de la proteina.*

Han sido enunciadas una variedad de mutaciones en el gen que codifica para la
banda 3, tales como inserciones, deleciones, mutaciones puntuales, sin sentido y
mutaciones en el procesamiento del ARN.3®

Algunas mutaciones remplazan residuos de arginina muy conservados en el dominio
transmembrana. Las proteinas mutadas no se pliegan adecuadamente, lo que
compromete sus interacciones o afecta su trafico celular del reticulo endoplasmatico
a la membrana eritrocitaria.’ Las mutaciones sin sentido resultan en la disminuciéon
de la acumulaciéon de ARNm presumiblemente por inestabilidad.

3Campinas 3Pribram

En la EH con banda y banda , que provocan alteraciones en el
procesamiento del ARNm, se ha descrito una acidosis tubular asociada.? Esto
pudiera estar relacionado con la expresion de la banda 3 en los tubulos distales del
rinén. Sin embargo, solo un nimero reducido de pacientes con EH se asocia con
defectos en la acidificacion urinaria.3®3® Estudios recientes describen la mutacion
banda 359M°™°" 1 también asociada con acidosis tubular renal.*®

Proteina 4.2

La deficiencia de la proteina 4.2 con patrdon de herencia recesivo, fue descrita
inicialmente en pacientes japoneses en los que se demostré una marcada reduccion
de la proteina.®®“° La variante 4.2VPP°" es causada por una mutacién puntiforme
gue presumiblemente afecta el procesamiento del ARNm.** Otras variantes han sido
descritas en pacientes homocigadticos o dobles heterocigéticos. Estas deficiencias
también han sido observadas en pacientes con mutaciones en el dominio
citoplasmatico de la banda 3, las que presumiblemente involucran la region de la
banda 3 que interacciona con la 4.2.1242:43

DEFECTOS SECUNDARIOS EN LA MEMBRANA
Permeabilidad de la membrana y contenido de cationes

En la EH, el contenido de agua y potasio en los hematies esta disminuido. La
permeabilidad pasiva para el sodio esta incrementada, posiblemente secundario al
defecto del esqueleto subyacente. El influjo excesivo del sodio activa la bomba Na*-
K* ATPasa, lo que acelera la entrega de ATP vy la glicolisis.?

Las vias que causan deshidratacion de los hematies en la EH aln no estan claras.
Una de las teorias es el incremento del cotransportador de K-ClI, el cual es activado
por el pH acido. En la EH, los hematies, particularmente de pacientes no
esplenectomizados, tienen un pH intracelular disminuido que es reflejo del pH bajo
en el medio esplénico. El cotransportador de K-Cl también es activado por el dafio
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oxidativo. Finalmente, la superactividad de bomba Na*-K* ATPasa provocada por el
incremento intracelular de sodio deshidrata la célula directamente, porque 3 iones
Na* son intercambiados por solo 2 iones K*. Esta pérdida de cationes monovalentes
de sodio es acompafiada por agua.’?

Lipidos de la membrana

La principal anormalidad en la EH es la pérdida simétrica de cada tipo de lipido de
membrana, como parte de la pérdida total de la superficie de membrana (el elemento
distintivo de la fisiopatologia de la EH). La proporcioén relativa del colesterol y de
varios de los fosfolipidos son normales y estos ultimos muestran la usual asimetria
transmembrana, incluso en los casos mas severos.

FUNCION DEL BAZO

El bazo es muy importante en la fisiopatologia de la EH. La disminucidon de la
deformabilidad de los eritrocitos anormales y su destruccion esplénica, es la causa
fundamental de la hemadlisis.

Atrapamiento esplénico de los esferocitos no deformables

La anatomia Unica de la vasculatura esplénica lleva a un secuestro selectivo de
esferocitos en el bazo. La sangre arterial entra en los cordones esplénicos, una red
de vias constituidas por células reticulares y forradas por macrofagos. La mayoria
de esta sangre pasa rapidamente a través de canales directos, los que reingresan
en el sistema venoso luego de atravesar las fenestraciones. Una pequeria fraccion
de sangre percola en los cordones esplénicos mas lentamente a través de la masa
antes de reincorporarse a los sinusoides venosos. El tamarfio de las fenestraciones
en los sinusoides venosos es pequefio en comparacion con el tamafio de los
hematies, por lo que para pasar a través de estos se requiere una deformabilidad
significativa del eritrocito y su membrana.*

Debido a la disminucion de la deformabilidad del esferocito, los hematies son
incapaces de atravesar las hendiduras entre el endotelio y las células adventicias
que forman una pared, con lo que separan los cordones esplénicos de la pulpa roja.
La reduccion de la deformabilidad esta relacionada principalmente con la
disminucioén del area de superficie y secundaria al incremento de la viscosidad
interna, que resulta en una moderada deshidratacion celular. Adicionalmente, el
medio esplénico es hostil para el eritrocito. Los niveles bajos de pH, glucosa y
concentracion de ATP, y las altas concentraciones locales de radicales libres toxicos
producidas por los fagocitos adyacentes, contribuyen al dafio de membrana.?

Condicionamiento y destruccion de los esferocitos en el bazo

Los hematies son "condicionados" en el bazo, incrementan su fragilidad osmética y
su condicién esférica, con un ingreso neto de sodio y potasio mas bajo que el
obtenido por los hematies en la circulacion sistémica. El condicionamiento esplénico
es una consecuencia de multiples episodios de éstasis esplénico. El tiempo de
permanencia estimado de los hematies de la EH en los cordones es entre 10 y 100
minutos. Solo del 1 al 10 % de la sangre que entra en el bazo es detenida por los
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cordones congestionados, mientras que mas del 90 % es rapidamente desviada a la
circulacion venosa.'?

La fagocitosis por los macréfagos en el bazo es el paso final en el ciclo de la
destruccioén de los esferocitos. El estimulo para la fagocitosis por los macrofagos
sigue siendo desconocido.

Herencia

Los genes responsables de la EH incluyen los de la ankirina, banda 3, o y B espectrinas
y proteina 4.2. Alrededor de dos tercios de los pacientes con EH tienen un patrén
de herencia autosdmico dominante y es mas frecuente la deficiencia de la
ankirina.** En los pacientes restantes donde el patréon dominante no puede ser
demostrado, el patrén puede ser autosdémico recesivo o resultar una mutacién de
novo.

Casos con herencia autosdmica recesiva resultan de defectos en la o espectrina o la
proteina 4.2. Se ha reportado un gran nidmero de nuevas mutaciones en los genes
de la EH.3133:39.45.46 g hg descrito un pequefio grupo de casos homocigéticos o
dobles heterocigoéticos para defectos en la banda 3 o las espectrinas, lo que lleva a
la muerte fetal o anemia severa en el periodo neonatal.

En general, los individuos afectados con el mismo compromiso genético tienen
similar grado de hemédlisis.?*’

Cuando se identifica la EH en uno o méas hermanos a los que los padres no le fueron
identificadas anormalidades, o presentan gran variabilidad clinica en los miembros
afectados de la misma familia, las causas pueden estar relacionadas con: herencia
de un alelo modificado que influye en la expresion de las proteinas de membrana,
penetrancia variable del defecto genético, una mutacién de novo, una forma
moderada de un patrén de herencia recesivo o un mosaicismo del defecto.*®

NUEVOS POSTULADOS

Tradicionalmente, el compromiso de las proteinas de membrana y el efecto del
bazo sobre los hematies andmalos han sido los 2 grandes pilares manejados en la
base de la fisiopatologia de la EH. En la actualidad, con el desarrollo de las
investigaciones, parecen estar involucrados nuevos procesos en la enfermedad.

Durante la enucleacién del eritroblasto, las proteinas de la membrana plasmaéatica y
el citoesqueleto se reorganizan dindAmicamente, mientras el nucleo se separa del
reticulocito naciente. Un aspecto importante en este proceso es la divisidon que
sufren las proteinas de la membrana para que sea posible la salida del ndcleo, por
lo que la caracterizacion de las proteinas durante la enucleacion es vital en la
determinacién del contenido de proteinas resultante en la membrana y
citoesqueleto del reticulocito.*®

Las proteinas pudieran no estar ensambladas correctamente en la membrana del
eritroblasto y el orden durante la enucleaciéon pudiera perturbarse o las proteinas
sufrir una degradacion intracelular o pérdida durante la maduracién del
reticulocito.*®
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Otros estudios confirman disturbios en el proceso de eritropoyesis relacionados con
un componente inflamatorio, que pudiera, incluso, modular la severidad en la
expresion clinica de la enfermedad. Lo anterior se basa en investigaciones donde se
han demostrado valores significativamente elevados de eritropoyetina, receptor
soluble de la transferrina, reticulocitos e indice de produccién de reticulocitos, pero
solo en el caso de la EH moderada se observaron niveles normales de hemoglobina.
Esta correlacion positiva entre la eritropoyetina, el receptor soluble de la
transferrina, los reticulocitos y el indice de produccidn eritrocitaria observada en la
EH moderada, no se encontré en pacientes con mayor severidad de la enfermedad,
los que presentaron marcados niveles de neutréfilos, factor de necrosis tumoral o,
interferdn y, elastasa, lactoferrina y ferritina. Estos marcadores de inflamacion
pudieran frenar el efecto de la eritropoyesis en las formas mas severas.*°

A la luz de los conocimientos actuales, los fundamentos fisiopatolégicos de la EH
responden a un proceso multifactorial en el que se destacan como pilares basicos el
compromiso molecular de las proteinas que conforman la membrana y el
condicionamiento esplénico. Cada dia se describen nuevas mutaciones moduladoras
de la expresion clinica de la enfermedad, en consonancia con otros fenémenos
eritropoyéticos, genéticos e inflamatorios. El conocimiento minucioso de cada uno
de los elementos involucrados en la patogénesis de la EH garantizara un mejor
diagnéstico y manejo de la enfermedad.
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