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1. INTRODUCCION



1.1. Apunte histdrico

La Esferocitosis Hereditarta (EH) fue descrita en 1871 por Vanlair y
Masius'wll”f”g, que estudiaron una familia belga cuyo propésitus era
una mujer joven aquejada de dolor abdominal recurrente, ictericia y debili-
dad. Su madre y hermana mayor presentaban sintomas similares. Los auto-
res apreciason que alguncs hematfes de su propésitus eran pequefos, esfé-
ricos e hipercrémicos, y sugirleron gque se trataba de corpisculos en vias
de destruccidn de los que procedfa un exceso de pigmentos biliares 38,137,

En 1890, Wilson comunicd seis miembros de una familla con espleno-
megalia y subictericia, aparentemente hereditarias. En 1893, Wilson y
Stanley detrallaron mds el cuadro sindrémico de esta familla con episodios
de mayor ictericla asociados a cdlico biliar y anemia, considerande secun-
daria a ello la afectacién del bazo. Asimismo sefialaron la cronicldad de
la enfermedad, que no impedfa una vida duradera 38 Una de sus pacientes
fallecié, su examen postmortem del bazo reveld su congestién macro y mi-
croscopicamente v Ja causa de la muerte dictaminada fue hemdlisis activa
de origen esplénico 38,

La descripcidn mds conocida de la enfermedad fue de Minkowski en
1900, con ocho casos de ictericia en tres generaciones de una familia
38,1373 parlow y Shaw (1902) participaron la existencia de idlceras dis-
tales en las piernas de sus dos pacientes 38,

En 1%07, Chaulfard cuvantificd la fragilidad osmética de sus enfermos,
abservando que diferia de otros tipes de lictericla em que los hematies
eran muy frdgiles, y con la anisocitosis de los casos concluyé que las
céluizs mds pequefias eran las mas frdgiles 38,137,

Mds aportacienes importantes han sido las publicaciones sobre la
corteceién de la hemélisis con la esplenectomia 6,113 y los estudios de
Ham y Castle sobre el atrapamiento y condicionamiento esplénico de los
esferacios 137,138 gyrgs trabajos revelaron amomalfa en el transporte
de membrana de cationes monovalentes y en la fosforilacién de varlas pro-
teinas de membrana, as{ como reduccién de la superficle celular por
pérdida de lipidos 335, pete ulteriores estudios demostraron que tales anor-
malidades eran debidas a defecto subyacente de las protefnas del esqueleto



de ta membrana 1311335, Lag investigaciones mds recientes se han polarizado

72 phservaron

en estas protefnas ya individualizadas. Greenquist y cols,
que clertos ratones con anemia hemolitica esferocfiica grave eran deficien-
les en especttina, posteriormente se aprecid que su delecto molecular
primario era heterogéneo, pudiendo afectar bien a ta cadena O espeetrina
{muiacién sph), bien a la cadena (3 espectrina (mutacién ja) o bien a la
ankirina {(mutacién nb) 19, Se describid déficil parcial de especirina en la

EH humana 2.

Acwualmente se considera que el déficit de espectrina juega un papel
primerdial en la desestabilizacidn de la bicapa lipidica de ls membrana,
aunque sélo en una minoria de cases podrfa ser el defecto molecular pri-
mario, que en otres casos fadicarfa en la ankitina o en otras protefnas,
cOmo comentaremos en eSte trabajo.

1.2, Conceptos clinicos de la Esferocitosis Hereditarla

1.2.1. Delinicién v prevalencia

La EHes eltrastorne hemolftico hereditatio mds prevalente en la
poblacién, Es una entidad heteropénea, de herencia avtosdmico dominante
peneralmente, caracterizada pot una disminucidn de la relaclén superfi-
ciefvolumen de los hematfes, con hemdlisis, presencia de esferocitos en
sangre periférica, elevacién de la concentracién de hemoglobina corpuscu-
lar media en la mitad de los casos, aumemo de la fragilidad esmética v
respuesta chinica favorable a la esplenectomia. Sus heteropéneas bases mo-
leculates residen en defectos primarios de las proteinas de la membrana

erftrocitaria $12:13% que atin se desconacen en la mayor parte de los ca-
cos 6:12,112, 139,163,191

Su prevalencia estimada en la poblacién cccidental es 1:5000. Esta
cifra muy probablemente infravalora la realidad, dada la gran frecuencia
de casos leves y asintomdticos que se detectan solamente con ocasién del
estudio familiar de un caso de EH, v la alta prevalencia descrita de fra-
gilidad osmérica aumentada en donantes de sangre sanos {aproximadamente
del 1%)93,



La EH t1ambién afecta otros grupos étnicos come japoneses y negros
africanos, pero se desconoce su prevalencia en elios 6137139, Un estudio
reclente en Argelia (de mexcla genética Europea y de Africa central
oriental y subsah'arlana) cifra la frecuencia absoluta de la EH en 1:1000 191,

1.2.2, Hetencia

La EH se considera tfpicamente como de hevencia autosémico domi-
nante en la mayorfa de los casos 5'12!112'139|163, aproximadamente un
75% de los paclentes 6,112, e han descrite casos autosémicoe recesivos
2=3'4'30, que frecuemtemente presentan hemélisis grave, v se ha observado
en varias ocasiones que los progenitores de los enfermos sin afectacién fa-
miliar aparente muesttan minimas anomalfas en elgunos pardmetros de
hemélisis y fragilldad osmética, sugitiendo que se trata de casos muy le-
ves o asintomdtlcos y que su descendencia afecta es homaocigota o doble
heterocigota de la carge genética responsable 246,137,139 g algunas fa-

milias la forma de EH autosémico recesiva es extremadamente grave o in-
cluso letal 6'!37'139.

Ante lo heterogéneo de la base molecular de esta entidad, son va-

tios los genes asoclades a la EH 163

- el brazo corto del cromosoma 1 (q22-q25) alberga el locus de la cade-
na w espectrina 19179 y existe mutacién de su dominio & il en algu-
ros pacientes con formas de EH consideradas awmosémico recesivas
119

= el cromosoma 14 (q23-424.2) codifica la cadena B espectrina 18,59,
143, ¢ defecto en su dominio B1V se asocla a aquellas EM autosémico
dominantes con upa cadena {3 espectrina dlsfuncionailpor ser [4cilmente
susceptible de oxidacién 13, quedando daflado su lugar de unidn con la
proteina 4.1 y debilitadas las interacciones espectrina-actina 69'186,

- el cromosoma B, concretamente Bpll.2, conlene el gen de ia ankiri-
na 27.96,116, protefna deficitarla en ratones con anemia hemolitica es-
ferceftica grave alectos de la mutacidn nb/nb 1, y se han descrito pa-
cientes con déficit parcial de ankirina tanto en EH autosémico domi-
nante 36,82 come no dominante 30'77'116, habiéndose demostrado una
fuerte asociacién del locus de 1a EH autosémico doeminante con el po-
ltmorfismo Nco | del gen de la ankirina 3%, Asimismo se ha observado
deleccidn intersticlal del cromosoma 8 & su translocacidn a otros cro-
mosomas en varios pacientes con EH 27,32,116,



1.2.3. Manifestaciones clinicas

La EH es upa entidad caracterizada por su heterogeneidad clinica,
de forma que la gravedad de) defecto es varlable entre enfermos de dife-
rentes fa}m!ias y sin embarge los individuos afectos de una misma {amilia
suelen presentar un grado de hemdlisis similar 6,138, aunque en ocaslones
las manifestaciones c¢linicas pueden variar considetablemente entre los
miembros de wna determinada familia 138163, s perftlan diferemes cur-
sos clinicos en ta EH, segin la gravedad de la hemédlisis 6,12,112,136,139,
163, :

- formas fpicas, en las gue el paciente presenta signos de hemdlisis le-
ve 0 moderada y puede estar rtelativamente asintomdtice, aunque con
clerto grade de ictericia y esplenomegalia y 8 menudo sin anemia,
compensada con reticulocitosis por hiperplasia eritrolde en la médula
ésea. Estos enfermos pueden sulrir complicaciones como colelitlasis,
crisis anémicas, dlceras maleclares, entre otras que revisaremos en
este epfgrafe clinico,

- formas leves y asintomdticas quizas mds de un 20-30% de casos }12:163,
que {recuentemente se descubren al realizar el estudio familiar de ca-
505 més sintomédticos, o bien durante la pestacidn 73, o a causa de in-
fecciones transitorias como la mononucleosis infecciosa o la infeccidn
por parvovirus B 19 32'100, en otros casos se descubre por la exlsten-
cia de colelitiasie 113, Incluso algunos enfermos se diagnostican en
edades avanzadas S8, Estos pacientes son esencialmente asintomdticos,
no presentan anemia y Su reticulocitosis y evidencla bioguimica de he-
mdlisis son minimas o inexisientes, y su EH solamente se detecta me-
diame el test de fragiidad osmética incubada 6,12,138,139 (g versidn
no incubada suele ser normal), que en ccasiones es sélo sutilmente su-
perior al lfmite de la normalidad. Tamblén se Intensifica la hemdlisis
por esfuerzos {fsicos intensos, posiblemente por aumento del flujo san-
guineo esplénico, pudiendo deteriorarse de forma significativa el rendi-
miente atlético en deportes de resistencla 12 Clertos sujetos de
1ales caracterfsticas han engendrado enfermos con EM de curso clinlco
grave considerada de herencia autosdmico recesiva 2,346,



- formas atlpicas con hemdlisis grave, gue son relativamente raras (menos
del 5% de casos), preseniando e paciente una anemia hemolilica seve-~
ta incluso con compromiso vital desde edades muy tempranas de la vi-
da 241230139 g, general carecen de afectacién familiar aparente,
segin los métodos diagndst'icos tonvencionales, y se copsideran EH de
hetencia autosémico recesiva 2:3H,6:12,30,139,

- foima neonatal, perfodo en que la EH es comdnmente sintomética (has-
ta-en un 50% de casos) 112, La ictericla neonatal es habitualmente
evidente en las primeras 48 h de vida, aunque en un 20% de pacientes
puede diferirse hasta después de Ja primera semana. En la mayorfa de
los casos la ictericla puede controlarse con fototerapla aunque en
ocasicnes hay que recurrir & la exanguinotransfusién. También es comiin
la anemia {Hb menor de 15 g/dL) en la EH neonatal, y raramente es
fmportanie. No existe evidencia de que las EH sintométicas en e
perfodo neonatal sean formas mds graves, la mayorfa de los nifios
quedan relativamente asintom4ticos tras este perfodo. Algunocs pacientes
pueden tequerit transfusién en las primeras 4 semanas de vida, debido
a que la respuesta medular a la anemla es perezosa, con una reticulo-
citosis pobre, incluse con hematacritos en torno a 20%, que habitual-
mente mejora en ¢! plazo de una o dos transfusiones. El diagnéstice
de la_EH necnatal es en peneral mAs diffell que en otras etapas de la
vida, con el agravante de que los hematfes fetales son osméticamente
mis resistentes que los hematfes adultos, aungque se acepta que el test
de Trapilidad osmdtica incubado es un arma diagnéstica fiable. En
ocasiones el diagnéstico diferencial con la enfermedad hemolftica del
reclén macido y sepsis esid facllitado por los estudios familiares (posi-
tivos en un 75% de las pacientes) y por la evolucidn clinica 112,

1.2.4, Complicaciones

La evolucién clinica de los pacienies afectos de EH puede estar
jalonada de una serle de complicaciones, que comentamos a continuacién:

- Crisis anémicas, a su vez de cardcter heterogéneo, distinguiéndose
varles tipos:

- crisis hemoliticas verdaderas, que son raras y se han descrito asocia-

das a infecciones 113, debidas probablemente a estimulo reticuloen-

dotellal Y%2 con cierto grado de hiperesplenismo 83, con un discreto

aumente transitorio de la hemdlisis, que hablivalmente no aznemiza
sertiamente al paciente,



. crisis megalobldsticas, & veces como manifesiacidn iniclal de ia EH,
son de comienzo mds gradual y se producen particularmente en et
embarazo como consecuenciz de la mayor demanda de dcido fdlico
que conlleva, dado que su déficit compromete la compensacidn eri-
tropoyética 12,139,

. criéls apldsicas, tlenen lugar durame infecciones virales, siendo el
parvovirus B 19 100,189 gy agenmte causal mds prevalente. Esta infec-
cién denominada eritema Infeccloso o quinta enfermedad 189, puede
se1 asintomdtica o cursar con flebre y escalofrfos, deterioro general,
sintomas de vias respiratorias alias, dolor abdominal con intalerancia
digestiva y ocasional dlarrea, artralgias o mlalgias, y un caracterfs-
tico exanterma maculopapular facial que 1ambién puede aparecer en
tronce y extremidades. El parvovirus B19 suprime la erftrepoyesis
selectivamente 1131388 (de forma predominante aungque no exclusiva
seglin opinién de otros autores 75) produciendo una anemia por hipo-
plasia eritroide con reticulociiopenia, con frecuencia grave, que
puede ser la primera manifestacién de la EH 100, La eritropoyesis
normalmente se recupera al cabo de 7-10 dias del comienzo de la
crisis 831 189,

Asimismo, pueden producirse crisis apldsicas por eritrosupresion
por fdrmacos 83,

- colelitiasis, la complicacién mds [recuente de los casos de EH tipica,
en relacién con la hiperbllirrubinemia que presentan los pacientes no
esplenectomizados. Se hallan cilculos biliares aproximadamente en el
50% de les paclentes (hasta en un 85% de los enfermos adulios 8%) in-
cluso les afectos de formas muy leves de la enfermedad 80,163 Rara-
mente se encuentran en nifos y su incidencia crece con la edad aun-
que se ha constatado colelitiasis incluso en el tercer afio de vida 113,

Estos cdlculos de- bilirrublna son generalmente pequefios, miltiples,

facetados y raramente catcindgenas 83, Dada la alta prevalencia de

esta complicacién, se recomienda la revisidn ulirasonogréfica periédica
de los pacientes en este sentido 139, Se ha estimado en un estudio
ptospective que la probabilidad de que un enfermo con colelitiasis
asintomdtica desarrolle sintomas (celecistitis, obstrucelén blliar) es

del 18571



- uleeras maleolares, en general infrecuentes pero indolentes v cidnicas
cuando aparecen y que dan paso a una dermatitis eritematoedematosa,"
detrmartosis crénica o pigmentacién en caso de cicatrizar 38,13% g
dan en aguelios paclentes con formas de EH clinicamente mis graves
y de edad media o avanzada y caracteristicamente se curan rdpidamen-
te 11as la esplenectomia 38,139 gy patogenia no es bien conocida,
pero puede ser refllejo de 1a delormabilidad alterada de los eslerocitos,
cuyo efecto es mds notorio en una regién anatémica pobremente vascy-
larizada y winerable a pequefios traumatismos repetidos 38,139

- oatras complicaciones, como:

" . signos y. sintomas de expansidn de! compartimento medular eritroide,
pudiendo producir camblos esqueléticos como la turricefalia o bra-
quicefalla o clerta deformidad maxilofacial que supone en los pa-
cientes unos rasgos asidticos tipicos. En ofras ocasiones existe
verdadera hemopoyesis extramedular 10'38-1393141, que se¢ ha des-
crito en diversas regiones anatdmicas, y cuya afectacidn en cuerpos
veriebrales puede producit manifestaciones neurolgicas de compre-
sién medular o radicular; cuando se localiza en el t1érax (principal-
mente en el mediastino inferior, retroplewral y paravertebral 10)
plantea diagndsiico diferencial con masas necplisicas ]0938'139v141,
retratos del crecimiento, del desarrollo esqueldtico v de la madura-
cidn sexval, que se dan en las EH clinicamente mds graves 83,
hemocromatesis, a la que contribuye el aumento de la absorcién de
hierro intestinal vinculado a la regeneracién erltrobldstica modular,
tas transfusiones repetidas en los pacientes mds gravemente afectos,
Y en algunos casos explicable por la asociacién de los defectos
genéticos de la EH y la heterocigaciz de la hemocromatosis ligada
al HLA 52,137,139‘

hipe resplenismao.

o
[
w

Asociacién con otras enfermedades

Es conocida la asociacién de la EH cen el retraso psicomoter
5
‘7’30'32’38’92'“6’139, Yy en tres de estos paclentes se han demostrade

delecciones intetsticiales del cromosoma § (del Bpit-p2i.1) 27.92,116 g
pérdida comprobada de un gen de la ankitlna (8 pil.2, técnica de hi-



bridaclén in situ) en dos casos, con el consiguiente dé&ficlt parcial de an-
Kirina en la membrana eritsocitaria 116, Puesto que la ankirina del hema-’
tie es funcional y estructuralmente similar a Ja ankirina del tejido ner-
vioso!34, se ha especulado que el déficit parcial de ankirina de estos
pacientes {constatado en sus etitrocitos) pudlera ser responsable de tal
retardo péicomomr 139, posibilidad que se atenuaria dado que al menos
dos de las moltiples isoformas de la ankirina estdn codificadas por un gen
separado 182,

También se ha descrito la coexistencia de EH con trastornos funcio-

nales de la médula espinal38'139 y cardiomiopatfa hipertréfica 130,

Es interesante considerar que las protefnas de! esqueleto de la
membrana eritrocitaria, como la espectrina, anklrina y proteinas 4.1 y
4.2, son comunes a otros tejidos 40,98,133,170 y cabrfa esperar que la
repercusién de sus defectos no fuese solamente aparente en la serie roja.
Sin embargo, las espectrinas no eritroides parecen ser producto de pgenes
&y [ diferentes de los que codifican las cortespondientes cadenas eritro-
citarias 41101; egia alirmacidn no es tan contundente para la {3 espectri-
na #4139 que puede ser producto de un dnico gen, como sucede con la
protefna 4,133:170 debiendo su diversidad tisular a splicings aliernatives

del RNA nuclear heterogéneo, dando jugar a distintos RNA mensajeros
34,170,185

1.3, Base molecular de ta EH

Ei eritrocito normal tiene una forma de disco bicdncave por su
exceso de superflicie de membrana respecte del volumen celular®22, exce-
dente que no es necesario para la célula en reposo pero sf para su super-
vivencia media de 120 dfas en el lecho vascular, en el gue sufre numerosos
ciclos de deformacién reversible y eldstica fisiolégicamente 26,137 con el
consiguiente cambic de forme que permite al hematfe soportar fuerzas de
clzallamiento (superiores a 2000 dyn/em2 en la eyeccidn a través de la
vélvula aértica) con la capacidad de adaptarse a los pequefios pasos de la
microcirculacién, con capilares y fenestraciones del hecho vascular esplé-
nico de 2-3 Mm, calibre inferior a los 8 pam de didmetra del eritrocito
normal 611294132, Eyisten varios determinantes de la propiedad del hematfe



10

intacto de deformarse y recobrar su forma original, entre ellos la viscosi-
dad cliopldsmice, la relacién superficiefvolumen y la deformabilidad de la.

membiana 28, determinada por el esqueleto de la membrana eritrocita-
sia 6112,24,26,38,45,83,124,127,129,137,139,

La membrana es la principal estructura ffsica del hematfe !2%. Ha
sido muy estudiada, con las ventajas de ser {dcilmente accesible y de sen-
cilla obiencidn, y cupa estiuctura tiene un interds general pata la investi-
pacidn en las membranas celulates de otros tejidos mds complejos 8 Es-
tos estudios han permitido conocer datos de la base molecular de los de-
fectos de la membrana eritrocitatia come la EH, asociada a cambios en

los genes codificadores de protefnas estruciurales de la membrana en los
trabajos més reclentes,

1.3.1, Composicién v organizacién estructural de la membrana eritrocitaria

La membrana eritrocitaria estd constitulda poer una bicapa lipldica
con upa ted submembranosa anclada de protefnas [ilamentosas, tapizando
la superficle citopldsmica denominada esqueleto de la membrana, de papel
primordial en el mantenimiento de la forma del hematfe y en la regula-

¢idn de las propiedades de deformabilidad y estabilidad mecdnica de la
membrana 26,108,127,129,149,15¢ {flgura 1.).

La membrana etitrocitaria estd bien caracterizada tanto bioguimica-
mente como en cuanie a la organizacidn estructural de sus componentes
lipidicos y proteicos, Aproximadamente, un 52% de la masa de la membra-
na son protefnas, 40% son lfpidos y 84 son carbohidiatos 129,

Los componentes lipfdicos principaies son el colesterol no esterifica-
do y los fosfolfpidos, que representan mds del 95% del contenido total en
lipidos de la membiana eritracitaria, y que se hallan presentes en un fndi-
ce molar colesterol/foslolfpidos de G,85. Junto a ellos, existen también pe-
quefias cantidades de plicolipidos, glicérides y dcidos grasos libres. Las
concentraciones aproximadas de los fosfollpidos en la membrana son las
sipuientes: 30% de fosfatidilcolina, 28% de fosfatidiletanolamina, 14% de
fosfatidilserina y 25% de esfingomlelina; ‘otros foslolipidos como el 4cido
fosiatidico, fosfatidllinositol 4-[osfato y fosfatidilinositel 4,%-difosfato
tepresentan aproximadamente el 2-3% restante 41:129,149,

Con la disposicién en forma de bicapa, los giupos polares o hidroff-
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licos de cada monocapa se orlentan "hacia fuera" en contacto con los me-
dios intra v extracelular, mientras que las cadenas laterales de los lipl-'
dos, apolates, se disponen "hacia dentro", formando un gran nidclee hid1d-
fobo en la bicapa, que a temperaturas normales se encuentra en un estado
liguido eristaline que permite las propiedades mecdnicas de la membra-
na 149, Los lipidos no se distribuyen simétricamente, de forma que los ghi-
coesfingolipidos y mds del 75% de los apelares [osfolipidos de colina fosfa-
tidilcolina v esfingomielina se disponen en la monocapa externa, mientras
que el 80% de la fosfatidiletanclamina y toda la fosfatidilsesina (fosfoli-
pidos polares) y los fosfatidilinositoles se ubican en la monocape interna,

en la que existe un exceso de cargas positivas 41:112,129,149,159,

La base bioguimica de esta asimetrfa lipidica de la membrana efi-
trocitaria es resultado de hechos {lsicos como el desplazamiento lento ¥
simétrico de los fosfolipidos lateralmente en el plano de cada monccapa,
v la interaccién directa entre las prolefnas del esqueleto de la membrana
y los fosfolipidos polares, con consiguiente inmovilizacién de los mismos
en la monocapa interna; sin embargo, el colesterol difunde rdpidamente a
través de la membeana. El hematfe maduro no puede sintetizar lipidos de
novo, pero es capaz de generar una considerable renovacién de fosfolipidos
sin cambios sustanciales en su composiclén lipidica, merced a una serie
de rutas metabédlicas 41:132:15%, por cira parte, el contenldo de colesterol

de la membtana se regula mediante intercambio con el colesterol plasmad-
tico 112,129,

La funcién de la bicapa lipfdica es proporcionar una continuidad ff-
sica a la membrana, con impermeabilidad para los solutos a su vez, y ac-
tuar como mattiz o soparte en gue las protelnas Integrales o transmembra-
nicas (denominacién debida a que tales proteinas se extienden en toda la
anchura de 'a bicapa lipfdica) se encuentran inmersas. Su f{luidez depende
de la composicién Hpldica 129, Los lipidos de la membrana parecen tener
una influencie limitada en la forma del hematfe, aunque bajo clertas
circunstanclas pueden determinar interferencias, es conocido que una so-
brecarga de colesterol determina acantocitesis, algunas drogas anfifilicas
como la lecitina v las sales biliares producen equinocites al intercalarse
preferentemente en Ja monocapa externa, y ottos fdrmaces como la clor- -
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Figurs 1.— Zsouerz a¢d esqueleto g¢ a3 mertrane eritrocitaria fre2ificase ce Palek,
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promacina y la procaina, generan estomatocitos al inflltrarse en la monoca-
pa interna; se desconoce cémo particips el esqueleto de la membrana en’

estos cambics 411159,

La composicién protelea de la membrana ertrocitaria se estudia
mediante hemdlisis hipotdnica 43,50 que permite obtener la membrana afs-
lada o esttoma con su esqueleto, seguida de electroforesis en gel de
poliacrilamida en presencia de SDS 50,95,166 (5ps.pAGE, figura 2), méto-
do que separa las protefnas de acuerdo con su peso moleculat y que ha
generado una nomenclatura uniforme de uso comin que asigna un nimero
a cada una de las10 a 12 fracciones obtenides segdn su orden de migra-
cion desde la mds pesada banda 1, correspondiente a la cadena O espec~
trina, de 240.000 daltons de pese molecular, hasta los restos de mondmeros
de globina de 16.000 dalions {figura 2).

Se han utilizade diversos procedimientos pata deducii la ubicacién
en la membrana de estos polipéptidos; para determinar si una protefna se
dispone hacia la superficie Interna o externa, se han tealizado preparacio-
nes de membrana matcadas en una u otra superlicle con yodo radivactivo,
y los estudios de las asociaciones entre protefnas han permitlde conacer
su ordenacién en la membrana 1491139, Asl pues, las protefnas de la mem-

brana se dividen en dos grupos principalest Integrales y periféricas 41,112,

129,149,159,

Las protelnas integrales o t(ransmembrdnicas estdn estrechamente
unidas a la membana por medie de interacciones hidrofébicas con la bica-
pa lipldica, abarcan en su extensidn toda la anchura de la membrana ¥
Llenen diferentes dominios estructurales y funcionales, tanto dentro del es-
pesor de la hicapa como 2 los lados de la misma. Son de este tipo de
protefnas la banda 3 o canal anidnico y las glicoforinas,

Las ptotainas periféricas de la membrana se encuentran en su cara
citopldsmica, come espectrina, actina y proteina 4.1., integrantes del es-
queleto de la membrana erltrocitaria, Estas protefnas pueden ser {dcilmen-
te extrafdas de la membrana con soluciones de baja fuerza idnlca o -
mds completamente mediante allas concentraclones del detergente no idni-
co Tritdn X-100 41,112,129,149,159, Existen otms prote{nas periléricas’

que no forman parte del esqueleto, como la ankirina vy la proteina 4.2,
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Fiqura 2.- Esque=a de Ja electroforesis en gel de pollacrilamide &n presencla e $05

que

(505-PAGE} de 1z membeanz eriitocitarls seqln el sistena de Felrxaoke y cals.
ot b . .

(19713 %0, con tincidn pars profefnas con azel ¢e Coomasie. Las fracciones prom

teleas se separan seoln su peso moleculer (BM) y se les asigna un orden mumdrice

e menbr @ myor whgraciln, ave obedece 8 su mayor a menor peso molecular,

tequieren condiciones muy especlales para su aislamiento de la mem-

brana {obtencidn a partls de vesfoulas erhtiocharias con la supeificie inte-

1501

hacla fuera y libres de espectrine y actina) 4%,

1.3.2. Las protelnas de la membrana eritrocitaria. Estsuctura, genética, y

funcidn

Las protefnas integrales mds abundantes y mejor estudiadas de la

membiana eritiocitala son las glicoforinas {ena {emilla de sialoglicopro-
tefnas) v la banda 3 o canal aniénico.
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Las glicoforinas son un grupo formade por cuatro glicoprotefnas i~
cas en 4cido sldlico denominadas A, B, C y D, que constituyen aproxima-.
damente un 2% del contenido protéico total de la membrana ¥, Las glico-
forinas A, B y C estdn constituidas por 131, 72 y 128 aminodcidos respec-
tivamente y son producto de genes diferentes, sitos en el eromaso-
ma 4 (q28-q31) para las glicoforinas A y By en el cromosoma 2 {q14-q21)
para la glicoforina C 41,116,129,138 paq protelnas estdn formadas por
tres dominios: un dominio citopldsmico que contiene un actmule de resi-
duos bdsicos préximo a la membrana, un dominio hidrofébico que se dispone
en X -hélice extendida en la anchura de la bicapa lipidica, y un dominio
extracelular muy glicosilado 9, Las glicoforinas A, B y C son responsables
de la especificidad antigénica de los grupos sanguineos MN, 55 y Ge
respectivamente 41,112,129,138  , presencia de los carbohidratos confleren
una fuerte carga negativa a la superficie celular, que funcionalmente redu-
ce la interaccién de los hematies entte s{ y con otras células, como el
endotelio vascular 129, La glicoforina ¢ (28.000 daltons) juega un papel
primaordial en la unidn del esqueleto de la membrana a la bicapa lipidica
per su interaccién com la proteina 4.1 9:41,112,129,136,138,149,159 | 5 gli-
coforina D parece ser una forma accrtada de glicofc‘)'rlna C 138, Este gru-
po de slaloglicoprotefnas se identifican como bandas PAS positivas de la
SDS-PAGE 2.

La banda 3, canal anidnico o transportador anidnice es la principal
protelna integral y representa un 25% de! comenido protéico total de la
membrana erittecitarla #1329 (figura 3). Estd formada por 911 aminodei-
dos, con un peso molecular de 95.000 daltens (el 6-7% de la poblacién es
heterocigota para una variante funcionzlmente normal de 96.000 daltons 112)
y estd presente en aproximadamente 1 millin de copias/célula formande
dimeros y tetrdmeros unidos no covalentemente tantc en la membrana co-
mo en solucién 41:112:138, g¢ ha demostrado que es producto de un gen
localizado en el cromosoma 17 (q21-qter) 114116, 13 banda 3 estd consti-
wufda por tres dominios estructural y funclonalmente diferentes (figusa 3).

Comienza en un dominio citoplismico hidrofflico de 43.000 daltons que
contiene el -NHj terminal (aminodcidos 1 & 403), protruye uwnos 25 nm
de la superflicie interna de la membrana, exhibe una charnela flexi--
ble 41,107 4 funciona independientemente interaciuando con diversas pro-
tefnas citopldsmicas y de membrana, como la hemoglobina, varios enzimas
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figuts 3.= Broanizzctis espacle) del transperister onibnito o benca 3 {modifitade ot
Lea, 667 112)- Les 1iness de purtes inclcan zonas de Sncertidumbre. Lo y {y son
1es zuntos de oigestién gquimeteiptice, P dencla dreas fosforijedes. D sefale ius
Tecelizeciones zpronfmades de wnidn oarz el DIDS {un inhibidor de) transperie
wiitniced que se suponen Situades en o cerca e la entrads erterna al canal anlbeis
tee MO se reftere ab sligosatiide comificade, wn lictsserieoglitane complee.
53”_! PER sen las abrevisturse ce gliceraldehfdo-3-fosfato ceshicrogenass y fosfo-

sicerato hinata, 5K representa un grupo sulficrils reactivo.



glicolfticas (liceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa o banda 6, aldolasa y
fosfofructokinasa), hemicromos y ankirina (cuyo lugar de unién abarca re<
glones no contiguas en la vecindad de la charnela flexible) proteina 4.1 y
protefna 4.2, 41,107,112,138 T.a¢ ¢l dominic citopldsmico, la banda 3
atraviesa 12 veces el espesor de la bicapa lipidica y forma el hidiofébico
dominio transmembrdnico de 52.000 daltons (aminodcidos 404 a B82) que
constituye el transportador anidnice, y el dcido dominlo carboxiterminal
{aminodcidos 883 a 911), también en el citoplasma y de funcién descono-
cida. La banda 3 contiene un oligosacdride ramificado unide a ella por en-
lace N-glicosfdico, que protruye 5 nm de la superficie externa de la mem-
brana 4 Yy que expresa especificidedes antigénicas de los grupos sanguf-
neos ABH e i y el antigeno del envejecimients eritrocitario 41,112,129,
Existen dos funciones claramente establecidas de la banda 3 en la membra-
na del hematfe: el transporte de aniones, con Intercambio con Cl* y
CO3H™, y la unién fisica de la bicapa lipldica con el esqueleto de la
membrana, principalmente que su unidn con la ankirina y secundariamente
por su interaccidn con las proteinas 4.1 y 4.2 41,107,112,129,138,149 5
regulacién de la unidén banda 3 - ankirina no es blen conocida, y sélo una
parte de la banda 3 estd ocupada por ankirina (existe 1 millén de co-
plas/célula de banda 3 y 100.000 coplas de ankirina/célula} a pesar de
que se sintetlza en exceso 138,

Existen otras protefnas integrales en la membrana eritracitaria, co-
mo la acetllcolinesterasa, el transportador de glucosa, la ATPasa sodio-
potasio, diversos receptores de hormonas, protelnas plasmidticas y drogas,
y proteinas con determipantes antigénicos de grupos sangulneos como Rh,
Duffy y Kell. Estas protefnas ain no han sido bien caracterizadas en su
totalidad y es posible que algunas tengan funclones de transperte o de fi-
jacién del esqueleto de la membrana subyacente 112,129,

Unida a la bicapa lipfdica por algunas de las protefnas integrales,
existe una red filamentosa de protefnas periféricas configurando el esque-
leto de la membrana (figura 1), cuyos componentes primordiales son la es-
pectrina, actina y proteina 4.1, que describlremes a continuacién.

La espectrina (figuta 4)es elcomponente mds Importante y abundante
del esqueleto de la membrana, con 200.000 coplas/cédlula, y estd formada
por dos cadenas, & y (3 (240.000 y 220.000 daltons respectivamente) es-
tructuralmente relaclonadas pero funcionalmente distintas. Ambas cadenas
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ankirina canal anionico

Figura h.- Organlzacidn telramérica de la especiring y sus esocizciones (moditicede ge

Falek 138y, roda tetrimers de espectrina, formede por heterodimeros de cadenmas

&y B

trina con ta zakiring {banda 2.9, unids a su vez directanerte con el domirio cito-

se ure 2 la sembrana celular por asociacidn de los cadenas {3. espec~

clierics gel taral aniénico {tanga 3) y por corexidn de la preteina 4.1 cen la gli-
ceforiss © (GC). Se he cemostrade que la protefna 4.2 estiblliza la unibn entre

iz ankirine y £} dorinlo citoplésmico de la bande 1.

se diponen entrelazindose alineadas de forma antiparalela para constituly
los heterodimeros ot | formaciones largas (97 nm), finas y vermifer-
mes 41,112,129,136,138,149.159 o, donde se han identificado tres principa-
Ies'leglones funcionales: la cabeza o zona de contacte de heterodimeros,
que se asacian merced a ella paia formar tetrdmeros, la tegién de unién
con la ankirina, sita en la cadena (@ , y la cola o lugar de comtacto con
!a actina y la protefna 4.1, 136,138,165 | 5 espectrina es una protefna
muy [lexible capaz de asumir diversas conformaciones, caracteristica erf-
tica para las propiedades mecdnicas de la membrana normat 132, Los
genes que codifican sus cadenas se encuentran ubicados en el cromosoma
1 (q22-025) 79 para la cadena © y en el cromosoma 14 {(q23-q24.2) en
el casa de la cadena B 39,143, pichas cadenas est4n compuestas por una
sucesién de subunidades repetitivas alineadas linealmente, de 106 aminodci-
dos. 12.000 dzltons y 3 nm de longitud cada una, constituidas a su vez
por 1res segmentos antiparalelos y ot helicoidales 165, Tales subunidades
Tepetitivas estin unidas entre s{ por pequefias regiones no helicoidsles que
confieren a la protefna su tipica flexibilidad 12, Asimismo, cuando la es-
pectrina se somete a digestién triptica y subsiguiente analisis bidimensio-
nal con iscelectioenfoque y SDS-PAGE. se idemtifican una serie de domi-



nios, cinco en la cadena of y cuatto en la cadena (3, implicados en las
regiones funcionales previamente descritas 41,112,136,138,149,159,164  (f;,
gura 5). Los heterodimeros de espectrina se asocian por medio de su
cabeza para formar tetrémeros ( {3 )y de 194 nm de longitud que son
las estructuras predominantes en el esqueleto de la membrana, aungue
1ambién pueden formarse oligdmeros mayores 112,129, Las colas de los te-
trdmeros de especttina se unen con oligbmeros cortos de actina (figu-
ra 4)

La actina eritrocitaria, de 45.000 daltons y con unas 500.000 co-
piasfcélula, estd configurada en oligdmeros filamentosos cortes muy uni-
formes, de aproximadamente 35 nm de longitud, formados por unas 12 mo-
léculas de actina organizadas en dos hileras paralelas y & helicoidales
que contlenen cada una 6 unidades de actina globular 15,112,138 egtruc-
ruras moduladas y estabilizadas por la tropomiosina eritrocitaria. Esta pto-
tefna, que migra en la SDS-PAGE en la regién de la banda 7, es un
dimero de dos subunidades de 27.000 y 29.000 daltons de la que existen
atrededor de B0.000 copias/célula, cumpliéndose la estoquiomettfa de 6
moléculas de actina por cada una de tropomiosina 15,112,138 105 datos
disponibles permiten sugerir que cada oligémero de actina filamentosa se
asocia con dos moléculas de tropomiosina, cada una de ellas en sendo eje
de las dos o hélices de mondmeros de actina globular que configuran
el oligbmero de actina 15,112,138 Eyisten otras protefnas asocladas a la
actina, como la dematina o proteina 4.9, la miosina y otras protefnas del
sistema contrictil actomiosing 112138, La dematina o protefna 4.9, de
48.000 daltons, es un trimero en su forma nativa que in vitro se une a la
actina y polimeriza sus filamentos, pero su funcién en la membrana eritro-
citatla se desconoce 112/138,

Come promedio, tres colas de espectrina se asoclan con cada oligd-
mero de actina para configurar une red irregular de disposicidn aproxima-
damente hexagonal 129 Cada uni6n entre espectirina y actina estd estabi-
lizada por la protefna 4.1. en zusencia de la que tales uniones son débiles
e ineficaces 112:12%:149 (figuras 4 y 6).

La protefna 4,1 es una estructura globular de 35,7 nm que coexiste
en dos formas, 4.1a de 622 aminodcidos ¥y 80,000 daltons y 4.1b de 78.000
daltons. La proteina 4.1b predomina en los reticulocitos y se transforma
en ptotefna 4.1a segin el hematie envejece 70,112,138, Ambas formas son
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figura 5.~ tnatorla molesvler er o especiring (modificado de Lux, 1987 "2, y ge
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espectrina

glicoforina C

Figurz 6.~ Complejos e unidn del esqueleto de la membranz eritrocitaria (rodificade
de Palek, 4990 138y, & ellos se unen los tetrimeros de espectrina. .Isthn formades
por oligémercs corios de actina filamentoss esiabllizades por tropomiosina, protef-
nez k.1, que promueve 12 unién ce la espetirina a la actina y se wne 2 13 glicefe-
rina € (60} canal anténico y Mipides de }a bicapa interna, adducire, que facilita
13 conexidn entre espectrina y actina, dematins (banoa 4.9) que se une 2 13 actina,

y posiblemente otras protefnas relacionadas con el sistema contrictil actomiosina.
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virtualmente idénticas tanto estructural como funcionalmente (el sistema
de SDS-PAGE de Laemmli #3 es capaz de separarlas, a diferencia dal mé~
todo de Fairbanks 50 que jdentifica una sola banda 4.1) y se considera la
protefna 4.1 como una dnica entidad 132, con 200.000 copias/célula, codifi-
cada por un gen localizado en el hrazo corto del cromosoma 1 {p32-prer)
junta al” locus Rh33ALI38 e rrata de una protefna muy asimétrica
(figura 7) que exhibe cuatro dominios cuande sufre proteotisis limitads

ragion variable
{ proteina 4.1a y 4.1b)

fugares de union para
gliceflorina G
feslalidilserina
proteina 3

PK-C

cAMP-PX
\pro%evela asociacion

aspactring - actina

Figura 7.- Estructura e 13 proteing 4,1 (redificado de lux, 1987 112). [1 dominio ami-

notersing) de 1a molérula s bisico ¥ contiene cuatro tioles reacilvos y los Jugae

tes d¢ unidn para ] Atp, fosfatidibserina, banda 7y glicoforina €. £1 dominie

carboxidotarsiszl es 3cide y & beterogeneicad en este rona es }a respansaole de

Yes isefarmas 4,93 ¥ %70, Sitvades entre ambos s¢ encuentran sendos dominjos fose

Yariledas por 1a protednhinass € (P¥~C} y por ura kinasa AMPe dependfente (cAMP-PX),
cominlo éste promotor de 1z ssociacién espectrina~acting, la protefna k.1 nativa

brobablemente e globular; 1a organizacidn propuestia en este esquema es especula-
tiva,
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con guimotripsina 34 El dominio amino terminal, de 30.000 dalions y
carga positiva, contiene la zona de unién de l1a protefna 4.1 con las glico-
forinas A y C, la banda 3, los Josfatidilinositoles y los |fpidos de carga
negativa de la monocapa interna de la membrana 112:138, El dominic de
unidn con espectrina y actina, de 8.000-10.000 daltons, estd en la vecindad
del dominio carboxilorerminal #14138, Esta proteina es suscepuible de fos-
forilacién en varlos puntos, y cuando tiene lugar por la proteln kinasa C
(PK-C) v la kinasa AMP_ dependiente (cAMP-PK), se debilita la unidn de
la proteina 4.1 con la espectrina 102,138, 13 unién de la protefna 4.1 con
la glicoforina A sélo es posible si ésta forma complejo con fosfatidil ino-
sitoles fosforilados 198,138, s proteina 4.1 tieme 2l menos dos funciones
esenciales ({iguras 4 y 6), la primera es la estabilizacidn de la unién en-
tre espectitina y actina 13 y la segunda consiste en fijar los exiremos dis-
tales de los tetrdmeros de espectrina a la membrana en viriud de su
unidn con la glicoforina C, el canal aniénico y los lpidos negativamente
cargados de Ja monocapa interna de la membrana 112,138, Lg esiabilizacién
de la unidn entre espectrina y actina estd mediada por Interaccidn directa
de la protefna 4.1 con la espectrina pero sin unitse directamente con la

actina 15‘138.

La adducina es otra protefna del esqueleto asociada a espectrina y
actina. Se compone de dos subunidades de 105.000 y 100.000 daltons
formando un heterodimers que cuemta con 30,000 copias/célula. Se une
tanto a espectrina come a acuna promoviendo la asociacién entre ambas,
segin la estoquiometsfa de dos moles de espectrina por cada mol de addu-
cina 123 (ligura 6). La unlén de esta protefna al esqueleto queda inhibida
por la protefna 4.1, cabe la posibilidad de que las dos protefnas compitan
por un mismo lugar de la molécula de espectrina, La adducina estd muy
fosforilada y es la principal protefna de unién de la calmodulina en el es-
queleto de la membrana erftrocitaria 13,123,138 15 unién de la calmodu-
lina a la adducina inhibe su efecto estimulader de la Interacclén entie
especttina y acting 13023138 con 10 cual las concentraclones Intracelula-

res de calcio poseen un rol primordial en la regulacién de estas asociacio-
nes 129,

Lz ankiripa o banda 2.1 (que comigra con la banda 2 en el sistema
de SDS-PAGE de Laemmli95) es una protefna primordial en la fijacidn
de! esqueleto a la membrana eritrocltaria. Es grande y de forma piramidal,
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ton 1.879 aminoacidos, 210.000 daltons, 8,3x10 nm de calibre y 100.000
copias/célula, es decir, una molécula de ankirina por cada tetrdmero de
espectrina. La ankirina es producto de un gen sito en el cromosoma &
{p11.2) 2%96:116, £ una proteina globular, asimétrica Y polar constituida
por dos dominlos funcionales separables mediante proteolisis suave !78
dominio aminoterminal positivamente cargado de $0.000 daltons,

toun
responsa-
ble de 12 unidn de la ankirina con el dominio citopldsmico de la banda 3,
y un dominio de unién a la espectrina, neutro, de 72.000 daltons y muy
fosforilado, con alta afinidad por la cadena B de la espectrina, fijéndola
a la membrana, La estructurs primaria de la ankirina propone préximo al
catboxite terminal un tercer dominio regulador 74v135, cuya alteracidn
determina la produccidn de polipéptidos menores tipo ankirina (sindefnas,
como nombre genérico), que aparecen en la SDS-PAGE de la membrana
erlirocitaria como bandas adicionales 2.2, 2.3 y 2.6 74,112,138 La ankiri-
nz se upe a la cadena l3 de la espectrina en una regidn de ella localizada
a 20 nm del carboxilo terminal, inveluctando los dominios ply Bni
129, 164 {figura 5),

La protefna 4.2, de 72,000 dalions, estd presente en la membrana
eriticcitaria en el mismo mimero de copias que la ankirina, y se une de
forma sdturable a varlas protefnas, como el deminio citoplismico de 1a

banda 3, ankirina y proteina 4.1 93,138 ¥ se ha demostrade que la pro-

teina 4.2 estabiliza la interaccidn entre ankirina y banda 3 138,148,

Una vez repasadas las protefnas integrales y periféricas de la mem-
eritrocitaria, comentaremos su organizacién, constituyenda un esque-
leto de la membrana fijado a la bicapa lipidica, estructura compuesta que
dota a la membrana del hematfe de sus propiedades mecdnicas tnicas.

brana

1.3.3. EF esqueleto de la membrana eritrocitaria, Organizacidn y modulacion
El esqueleto de la membrana eritrocitatia es una red proieica
submembranosa de 3 a 6 nm de grosor medio que tapiza directamente la
cata cltoplismica de la bicapa lipidica, fljande un 60% de ella 112:138, g
unidad bisica es una malla Irregular aproximadameme hexagonal de tetrd-

meros de espectrina interconect

ados entre sl por complejos de unidn 4l
104,112,129,136,138,149,1 5 (fig

ura 8). Estos complejos de unién (figu-
1a 6} 1emedan los nudos de |a led, dispuestos en los vérilces de los hexd-



Figura 8.~ Esquera de la enziemfa ultraestroctural del esqueleto de 12 membrana eritro-
citaria (modificado de tlv, 1967 1“"). £l esqueleto celular, aislade por extreccida
cen Tritén X-100 de ics Mpldes y proteines integrales do la membrang y artifi-
cizlmente extendide, exhide unz configuracidn en malla dispuests hexagonslmente
avnque también con formacién de pantdgones y keptigonos, en que los lades de los
pcligonos cerresponden 3 {etrineros de espectring (Sph) y scasionaimente dobles te-
trimeros (25p4) o hexizeros (Spb) en cuya mitad aproximadamente se halle 1a ankiri-

az, los complejos de urifn representan los nudos de la red esqueldtiea,

gonos y formados por actina olipomérica, protefna 4.1 y otras protelnas
asaciadas, come la tropomiosina estabillzando los oligdmeros de actina,
protefna 4.1 y adducina, teforzande la unlén de espectrina y actina, y de-
matina vy ciertas protelnas del sistema contrdetil actomlosina 151112129,
136,138,149, Los tetrdmeros de espectrina  {ocasionalmente hexdmeros y
tetrdmeros dobles) conforman los lados de los hexdgonos, cuyos vértices
corresponden a los comple’j‘os de unién {figuras 4 y 8), de farma que el
tetrdmero formado por }awclaclén de las caberas de dos heterodime-
108 0((5 de espectrina ¢e une mediante sus dos colas a sendos complejos
de unién. Tal organizacién estructural ha side confirmada mediante micro-
fotograffa electrénica de alta resolucidn 104 y confiere al esqueleto  de
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la membrana su cardcter bidimensional 112, Las diferentes uniones y
asociaciones entre protefnas dentio del plano del esqueleto de la membrana
se han denominado interacciones horizontales 414136,

El esqueleto de la membrana eritrocitaria queda fijado a la bicapa
lipidica mediante varias asoclaciones (interacciones verticales), de las que
dos sen lundamentales:

- en la proximidad de su centio, y merced & una de sus cadenas 3, ca-
da tetydmero de espectrina se une a la ankirina, que a su ver se wne
directamente con el dominio citopldsmico del canal anidnico,

- por medlo de sus extremos distales, los tetrimeros de espectrina se
unen a la proteina 4.1, la cual se asocia a las sialoglicoproteinas trans-
membrdnicas, principaimente la glicoforina C y bajo ciertas condiciones
la glicaforina A 108,138,

asimismo se han descrito otras Interacciones, aunque débiles, protagoniza-

das por la espe‘ctrina y la proteina 4.1 con la fosfatidiletanolamina y la

fosfattdilserina, fosfolfpidos predominantes en la monocapa interna 311138,
14%

La biogénesis del esqueleto de la membrana eritrocitaria exhibe

tres pasos limitantes en la configuracidn de una red esquelética estable ¥%
138,

la sintesis de) transportador aniénico, que posee zonas de alta aflnidad
pa1a ia ankirina,

la disponibilidad de ankirina, con lugares de unién de alta afinidad por
la cadena Pv espectrina, habiéndose comprobade que la cantidad de
espectrina unida al esqueleto depende crfticamente de la ankirina dis-
ponible,

la sintesis de la cadena {5 espectrina, que es considerablemente més
reducida que la de Ja cadena ol espectrina,

Esta biogénesis del esqueleto de la membrana, con la sintesis y aso-
ciaciones de sus protefnas entre sl y con Ja membrana tiene lugar en los

narmoblastos en diferenciacién. persistiendo la produccién de espectrina,
ankiting y proteina 4.1 hasta el estadlo de teticulocito 76,138,

Pero 1a organizacién del esqueleto de la membrana no es fija en
€spacio y tiempo, puesto que durante su clrculacién el hematie cons-
tantemente sufie ciclos de deformacién y recuperacién de su forma orlgi-
nal, cambios dindimicos necesatfamente acomodados por el esqueleto de la
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membrana, que probablemente se deben a una modulacién o regulacién
dindmica de las interacclones entre proteinas.

Son mecanismos potenciales de regulacién de las asociaciones de
las protefnas del esgueleto entre sl y con las proteinas integrales de la
membrana la fosforilacién 12,149 las variaciones de las concentraciones
intracelulares de -magnesio y de 2,3 difosfoglicerato (2,3-DPG) en los ci-
clos de oxigenacién-desoxigenacién, y los efectos de la calmodulina conse-
cutivas a un calcio Intracelulas elevado 13, No se dispone de datos de las
rutas metabdlicas que siguen estos mecanismos moduladores, aunque exis-
ten cvidencias de que la fosforilacién en el caso de la proteina 4.1 deter-
mina una disminucién de su afinidad por la espectrina y en su capacidad
para promover asociaciones emtfe espectrina y actina {sin embargo, no se
conocen efectos directos de la fosforilacidn de otras protelnas del esque-
Jeto de la membrana). Paralelamente, el aumento de los niveles de 2,3-DPG
y las concentraciones elevadas de caleio intracelular, junto con la calmodu-
lina, parecen desestabilizat, respectivamente, las interacciones entre espec-
trina-actina-protefna 4.1 y entre espectrina-actina-adducina 129, por
tanto, ia membrana del hematfé es uwna estructura dindmica en la que las
interacclones entre protefnas estdn siendo constaniemente moduladas ¥
cuya funcién esencial es dotar al hemaile de una membrana muy flexible
y a la vez muy estable y resistente mecénicamente.

1,3.4. Funcidn del esqueleto de la membrana eritrocitaria

E|l hematfe ha de estar capacitado para ser muy deformable, pero
resistente. Asl pues, la deformabilidad de la membrana 26,127 ge gefine
como el grado de deformacién que se induce en la membrana por una
determinada fuerza aplicada, lo que significa que a mayor deformabilidad,
menor fuerza es necesario aplicar para que la célula atraviese los capila-
res. La estabilidad de la membrana es el grado miximo de deformacién
que la membrana puede sufrir y sobrepasado e! mal la célula ya no es
capaz de recuperar completamente su forma inicial; la estabilidad de la
membrana normal permite al bematfe circular sin fragmentarse; s la
establlidad disminuye supone fragmentacién celular, a pesas de una dindmi-

ca cireulatoria normai 24+129,
Estas propiedades estdn reguladas pot los componentes de la mem-

brana (figura 9). En estado de reposo, las moléculas de espectrina se en-
cventran en una conformacién plegada. Cuando cambla la forma geométri-
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ankirina

espactrina

complejo
de union

Figura 9.- Esavema de los reordenomientns del esqueleto de 1a membrana en la deforma-

ciém reversible de )os hematies (modificade de Mohandas, 1991 2%), La deformacién
reversible se acompafia de camblo en 1a forma geoméirica del hematie 2 superficie
celular consiante, Desde el esiado de reposs, con 13 deformacidén se produce una ex-
tensifn saulating de la membrana. Sabrepasado su limite, raquerirfa un aumento de

superficle que supendria la ruptura de los complejos de unidn, con la consiguiente.
Tragmentacion celular,



ca del eritrocite, se produce una deformacién reversible de su membrana,

manteniendo su supertficie constante, duranie la cual se reorganiza la red.

esquelética de forma que ciertas moléculas de espectrina se estiran, mien-
tras otras se repliegan y comprimen; si aumenta 1a deformacién, la mem-
brana se extiende mds, llegando algunas moléculas de espectrina alcanzar
su extensién lineal mdxima. Este punto es el fmite de la deformabilidad
reversible, v la subsiguiente aplicacién de fuerza requerirfa un sumento de
supetficle, con la ruptura de las interacciones de las protefinas del esque-
leto entre si y con la membrana, dando lugar a {ragmentacién celular
pot tanto, la distupcién de dichas interacclones entre protefnas supondrian
un deterioro fundamental de la estabilided mecdnica de la membrana
eritrocitaria 29129, Sin embargo, pata que la membrana se deforme nor-
malmente, su esquelelo debe ser susceptible de reordenamiento con des-
pliegue y repliegue de las moléculas de espectrina, Por ello, el aumento
de las ascciaciones de las protelnas del esqueleto entre sf y con la mem-

brana reducirfa esencialmente la deformabilidad de la membrana 6,24,26,43,

124,127,129,

La deformabitidad celular es la capacidad de deformacién del hema-

tfe mientras fluye. Esta propiedad depende de tres factores distintos $:2%

26,45,124,129,

- la forma o geometrfa celular, que define su relacidn superlicie/volumen,

- la viscosidad citopldsmica, definida por la concentracién intracelular
de hemoglobina,

- la deformabilidad de la membrana, que direcia o indirectamente depen-
de del esqueleto de la membrana.

Resulta fundamental para el eritrocito el mantenimiento de una
relacién superficie/volumen idénea para desempefiar Sptimamente su fun-
cién en el torrente clrculatoric. La pérdida de membrana conlleva una re-
duccién de la superficie celular, que determina una geometria celular es-
férica sin exceso de superficie, carencia que disminuye la deformabilidad
celular y compromete tanto la funcibn como la supervivencia del hema-
e 24129, E) esqueleto de la membrana, asociado a las protefnas integra-
les de 1a misma, son determipantes claves de la compleja conducta meci-

nica de la membrana erltrocitaria 24,124,127,129,

9



1.3.5. Defectos moleculares en la EH

La base molecular de la EH es heteropénea y sus deflecios primal

tios afectan a las proteinas de la membrana evitrocitaria 12,136,138,139

(tabla I). Sin embargo, el délicit parcial de espectrina es el elemento uni-

ficader de la mayor parte de los casos de E

H 3,4,6,12,136,138,139 | |

datos disponibles sugleren que puede ser resultado de defectos molecutares

diversos

136,

En Jas EH amtosdmico dominantes, forma cldsica de la entidad,

las anomalias primarias halladas son:

el déficit leve a moderado de especitina vy ankirlna (HS Sp* Ank*),
que probablemente es el defecto primario més prevalente en este gru-
po de paciemessrq*”'sz']”, habiéndose constatade una relacién
directa entre la reduccién del contenido de ta membrana eritrocitaria
en espectrina {con 63 a B1% del contenide normal), la gravedad del
curso clfnico de la enfermedad y la fragilidad osmética de los hema-
ties, refllejando la reduceidn de la superficie respecto del volumen ce-
lular 34, asf coma una reduccin acompafiante del contenido de 1la

2,34, inicialmente considerada consecuencia ¥

4

membrana en ankirina
no causa del déficit de espectrina ® y atribuido a degradacidn de fa
ankitina no fijada 3. Posteriormente se ha demostrade la herencia de
EH dominante ligada a un determinade polimorfismo del gen de la
ankirina 3% en una gran familla cuyos 1% miembras afectos exhibian
82 a 90% del contenido normal en espectrina y ligeras reducciones
del contenido en ankirina; existen casos similares con mayores dismi-
nuciones del mismo 82, Ademds se han comunicade casos de EH aso-
ciados a delecciones intersticiales del cromosoma 8 (8p-) o transloca-
ciones reciprocas heteracigotas que involucren 8p11.2, donde se en-
cuentta el locus del gen de la ankirina 27>116, También se ha demos-
trado que la transmisién de la EM dominante no estd ligada a polimor-

fismos de los genes de las cadenas o o f& de la espectrina 36,185,

Asi pues, en este giupo de EH el déficit de espectrina es secun-
dario a un delecto primatio en el gen de la ankirina atin par caracte-
rizar y que determinarfa la alteracidn de la estructura o funcidn de
dicha protefna 36-82,138,
la anomalla del dominio 31V de la espectrina con unién defectuosa a
la protefna 4.1 (HS fSSp-4.1) 13,69,186 cuya prevalencia se conside-
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ta no superict al 10% de las EH 112,137,133 Caracteristicaments, los
enfermos presentan células espiculadas o acantociltes en la extensién
de sangre periférica]“'lsé. El defecto tiene la peculiaridad de ser
susceptible de correccién in vitro por agentes reductores, sugiriende
que la cadena {b de la especirina es anormalmente sensible al dafo
oxidativo 13:112,138,139  qoudizade por los radicales de oxlgeno de los
macréfagos en el condicionamiento esp]énico”‘s'lao. Por tazones no
aclaradas, estos pacientes son patcialmeme delicicntes en espectrina,
exhibiendo alrededor de! 80% de su contenldo normal 12,112,136,137,138
139, probablemente la espectrina defectuosa se desliga fdcllmente de
la membrana y es degradada por proteasas que selectivamente afectan
a la espectrina aislada 112,187

La forma autosémico dominante de EH se ha estimado que afecta
aproximadamente a un 75% de los pacientes 6,12,112, No se han descrito

casos homocigotes, que se consideran incompatibles con la vida 112,

Un 25% de las EH carecen de afectacién familiar aparente a los
medios diagndsticos convencionales 612,112, ggre grupo de enfermas es he-
terogéneo e incluye formas dominantes de penetrancia variable (existe evi-
dencia de que gran parte de los progenitores de estos casas presentan un
minimo déficit de espectrina gque suglere su afectacién por EH asintomédti-
ca ), nuevas mutaciones y verdaderas formas autesdmico recesivas de la
entidad, sin posibilidad de distinguir definitivamente entre estas tres opcho-
nes en la mavor parte de los casos, y piobablemente la Gitima sea de
escasa frecuencia. Se han encontiado los sipuientes delectos en EH auto-

sémico tecesivas:

. ol déficit severo de espectrina y ankitina {HS Sp* Ank*) 29 observado
en pacientes con anemia hemolftica grave de rtespuesta parcial a la
esplenectomfa con importante microesierocitosis y poikilocitesis con
mareadas alteracionas del contorno de los hematfes en Ja extensin
de sangre periférica v gque presentan aproximadamente la mitad de
los contenidos normales de la membrama en espectrina y ankirina sin
anomalias en su estfuctuia o funcidn 2% Reclentemente se ha consia-
tado reduccién del mRNA de la ankirina con teducclén de su sintesis
en los 1eticulocitos de un enfermos, slendo sin embargo normal la
produccidn de cadenas o especirina e incluso aumentada case de las

3



cadenas 3 7. por tanto, el defecto primario supone una sintesis de
ankirina disminuida con consiguiente menoscabo en su incorporacidn a
la membrana eritrocitaria, conllevando una reduccién de la unién de
espectrina & la misma 77, cuyo contenido puede ser solamente un 30%
de la. normalidad 234138 En algunos casos la herencia no pudo
establecerse Inequivocamente, puesto que no fue posible estudiar a
las progenitores, si bien los hermanos de Jos pacientes [ueron hema-
tolégicamente normales, Incluido el estudic de los contenidos de la
membrana en espectrina y ankirina 29,

la alteracién del dominio ot Il de ta espectrina, detectado en algunas
famillas mediante digestidn triptica y andlisis bidimensional (combina-
cldn de isoelectroenfoque y SDS-PAGE) de la espectrina 118,118 Egre
defecto se ha denominado et lia, se reconoce por ta acidificacidn del
punto isoeléctrico de los péptldos integrantes de dicho dominie oI,
y existen en forma homocigota en pacientes con anemia hemolftica y
en forma heterocigota y asintomdtica en sus progenitores y descenden-
cia, Dado que el paso Hmitante en la generacién de los dimeros de
espectrina es Ja sfmesis de su cadena (.‘. 76'99'133, los individuos he-
terocigotos o lla pueden compensar la anomalfa con una adecuada
produceién de cadena o espectring merced al alelo normal 41,118,

el déficit completa o parcial de la protefna 4.2 (HS 4.2%/4.2°) 81,138,
139!‘48, con la particularidad de que los casos descritos son japone-
ses, po7 la accién en la que el defecto quizd sea mds prevalente 81,
Es improhable que sea una verdadera. anomalfa primaria de la EH; en
alglin caso el déficit de proteine 4.2 se ha normalizado con la esplenec-
tom{a o con la solucidn quirdrgica de una ictericia obstructiva en los
déficlis asociados a ella 138139 Recordando que esta protena se
une a la ankirina y al dominfo chopldsmico del canal anidnico y esta-
biliza la unlén de ambas 93,138,139,148 o] d¢ficlt de protefna 4.2 pue-

de ser secundario a alteracién del dominio citoplismico de la banda
3 yfo de la ankirina 138; se ha demostrado que la membrana de un
paciente incorporaba deficitariamente la proteina 4.2 normal. sugirien-
que el defecto primario residiera en el lugar de unldn que para esta
proteina posee el dominle citopldsmico del canal aniénico 84138 de
pattdn de digestion triptica ancimal 34,

la anomalia de la banda 3, enlazado con el epfgrafe anterior, se ha
descrito su migracién electroforética anormal conformande una banda
mds estrecha, densa y anddica de lo habitual 13"138, conjuntamente

a2
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con su digestidn triptica anormal sugestiva de una glicosilacién dete-
tiorada y asoclada al déficit de proteina 4.1 en dos paclentes 131,
También se han comunicado casos de EH dominante con tontenido de
espectrina normal y déficit de banda 3 83115121122 (con déficin
probablemente asociado a él de la proteina 4.2, que en ciartos casos
se ha relacionado con un defecto del dominio citopldsmico de la
banda 3 B4), Ee posible que los defectos moleculares del cana) anléni-
co sean mds comunes de lo sospechado y que cssos de EH de estas
caracteristicas hayan sido incorrectamente diagnosticados.

De forma puntual, s han descrito en la EH otras alteraciones
como tetramerizacidn defectiva de la espectrina y espectrina no extracta-
ble112’137-139; posiblemente algunas de estas observaciones sean debldas
2 aspectos técnicos o correspondan a epifendmenos relacionados con otras
factores inherentes a las células de la EH, camo deshidratacién Intracelu-
lar, cambio en la edad media de las células o condicionamiento espléni-
co 112,

Ante lo expuesta, se deduce que el defecto molecular primario cau-
sal del déficit de espectrina, comin a la mayor parte de los casos de
EH, radica en esta protefna solamente en dos grupos de pacfenies: las
formas de herencia autosémica recesiva del dominic o lla y aquellos en-
fermes afectos de formas dominantes con anomalfa del deminio BIv de
la espectrina con unién defectvosa a la proteina 4.1, En el resto de los
casos de EH, el déficit de espectrina serfa secundaric a defectos molecula-
res primarios de otras protefnas de la membrena eritrocitaria, que anclan
el esqueleto a la bicapa lipidica (Imeracciones verticales),

El délicit de espectrina tipico de Ja EH detemmnina que la membrana
del hematfe sea inestable, con eliminacién de la bicapa lipidica no fijada
al esqueleto en forma de microvesiculas 7’83'136-133, generdndose células
de superficie reducida (figura 10), cuyo rasgo caracterfstico es el aumento
de la fragilidad osmética 129136, como comentaremos posterlormente.

L.4. Fisiopatologia de la hemélisis en fa EH

La lesidn celular esencial en la EH determina una pérdida de supef -
ficle del hematfe respecto de su volumen 33182, reflejo de una pérdida
de fpidos de membrana 35, In vitro se ha inducide wn aumento de fa libe-
1acidn de vesfculas lipidicas de tas membranas de estos pacientes sometien-
do los hematies a Incubacién en condiciones de depleccidn imracelular de

ATP 35, 2 fuerzas de cizallamiento elevadas 25, o a incubacién de los es-
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tromas eritrocitarios en medlos isotdnicos 103, Las vesiculas asi liberadas
contienen componentes lipldicos, protefnas integrales y pequefas cantidades
de hemoglobina, carecen de proteinas esqueléticas (excepto protefna 4.1}
y son Invisibles ab microscoplo éptico 103,111, Ademds, los estudios de |a
superﬂcie.de los esferocitos mediante microscopfa electzdnica han demos-
trado eva'glnaciones de la misma 7,83,138| que llegan a liberarse en forma
de microvesiculas, en las que se pierden pequefias partes de la membrana
celular {figura 10) 7:1136:138,

El proceso determinante de la pérdide de lfpidos de membrang en
la EH consiste en un sustento inadecuado del plasmolema por el esquelets
sub}'acentew3, cuya base molecular se cimenta en su menot densidad a
causa del déficit parcial de espectrina (figura 10) 136,137,138 hecho,
se ha confirmado la reduceidn en la densidad de |as protefnas esqueléti-

Normal

figura 10. [squeca de 19 ghreets ge esferocitos en 1o Tk {acaptade de Lgre, 1089 Te6),

Fepresents 1a hipitesis de 1a pérdides de seperficie ge membrana en hematies defi-
tienles pareizinente e ESPeCTring,
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cas en estromas eritiocitarios intactos de pacientes afectos de EH con dé-
ficits de espectrina moderados y graves 105, g la mayoria de los pacien-
tes con déficit parcial de espectrina, la integridad ultraestructural de los
esqueletos de la membrana es précticamente normal, aunque con menor
cantidad de tetrdmeros de espectrina interconectados con complejos de
unién, disminucién aparantemente proporcional al grado de déficit de
espectrina que en las EH graves basta para producis distupelén de la
arquitectura del esqueleto 106, Tales hallazgos concuerdan con la ausencia
de fragmentacién celular en la microscopla éptica de las extensiones de
sangre periférica de casos leves de EH y con la estabilidad mecdnica casi
normal de las membranas y los esqueletos eritrocitarics de la mayotia de
los pacientes (a excepcién de las GSp-fl.l y las formas con déficit graves
de espectrina} 126,127, Ademds, la pérdida de superficie de la membrana,
reflejada en la disminucidn de la resistencia osmética, es proporcional  al
grado de déficit de espectrina 3+H25 y con la gravedad de la hemdlisis 139,

Por tanto, el déficit parcial de espectrina causa disminucién de la
densidad del esqueleto, que a! no fijat adecuadamente toda la membrana,
produce desestabilizacién de la bicapa lipfdica y se liberan pequefas porcio-
nes de lipides y protelnas Integrales no sujetas en forma de microvesicu-
las 121138 oeasionande con ello la pérdida de superficie respecto del
volumen de los hematfes en la EH (figuras 10 y 11).

l.os esferocitos son hematies deshidratados 137:13%, hecho reflejado
en se caracterfstico aumento de la concentracién de hemoglobina corpus-
cular media 83:137, poseen un bajo contenido en agua y potasio con aumen-
1o de la permeabilidad pasiva al sodio 12:83,137, cuya magnitud no se

correlacciona con el grade de hemdélisis 182

¥ que presuntamente es secun-
daria al defecto del esqueleto de la membrana 87, La sobrecarga intrace-
lular de sodic resultante se compensa con su extrusién por la Nat-K*
ATPasa, con el consiguiente aumento de metabolismo del ATP y est/mulo
de la glicolisis 83!137; esta hiperactividad de la bomba produce deshidrata-
cién celular, puesto que contribuye a su empobrecimiento en cationes mo-
novalentes 83137139 Contribuye a la deshidratacién la  activacién de
otras rutas metabdlicas, como la pérdida selectiva de potasio por daile oxl-
dativo 133, es posible que los esferocitos sufran in vivo tal agresién en su
contacto temporal con los mactéfagos productores de radicales libses,
como sucede en el bazo 83,137,139
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Disminuclén de la deformabilldad
de la célula roja

Figura M.~ Petoblologfe de Ja €0 (rodificads e Palek, 1990757),

Los esferocitos presentan uwna deformabilidad reducida 127, propor-
clonal al déficit parcial de espectripa 25:179 y principalmente motivada
pot la péidida de superficie respecto del volumen celular 25 (sin embargo,
ta deformabilidad de }a membrana eritrocitaria en la EH es narmal o au-
mentada 124:179) unjendo a ello su mayor viscosidad Interna por la deshi-
dratacidn intracelular 284124, Comg consecuencia, los esferocitos no pue-
den atravesar las fenestraciones de las células endoteliales de la pared
de los sinusoides esplénicos, de donde la sangre pasa a la circulacién veno-
sa 53,180, pqf (o5 rigidos esferocitos quedan atrapados y se acumulan en
la pulpa reja, dando lugar at caracteristico hallazgo anatdmico de conges-
Uién de la misma con senos venoses relativamente vacfos 36186,

Una vez avrapados en el bazo, los esferocitos sufren el denominado
condicionamiento espiénico. Consiste en que la célula es sujeto de agresio-
nes que determinan una mayor pérdida de superficle respecte de su volu-
men, con el consiguiente aumento de la densidad celular. Esta aleclacidn
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se ha constatado en hematies obtenidos de la pulpa roja durante la esple-
nectomia, que son mds esféricos, con mayer fragilidad osmética y con
menor contenido Intracelular en cationes que los obtenidos de la circula-
cién sistémica 137, A ella  vuelven parte de las células condicionadas,
detectables in vitro, como la “cola" de la curva de fragilidad osmética,

indicando. la existencia de células con marcada reduccién de su superfi-

cie 38, que son mds f{rdgiles. De hecho, la esplenectomfa hace desaparecer

esta poblacién celulay 38:83,137,139

Son factores condicionantes la hipoxia y acidosis de la sangre
esplénica, asi como la agresidn de los hematfes por los radicales de oxige-
no de los macréfagos, con el consigulente dafio a las proteinas intracelu-
lares 174 y pérdida de potasiol3?; se ha demostrado in vitro, en condicio-
nes de conservacién y almacenamiento de hematies, que la cuanifa de la
oxidacidn de la espectrina es proporcional al grado de vesiculacién celu-
lar 176, La depleccidn de glucosa motivada por éstasis esplénico, con el
consiguiente deterioro en la produccién de ATP, no parece ser un factor
importante, puesto que se ha demostrado que el contenide de ATP es .nor-
mal en los hematies obtenidos del bazo en el momento de la esplenectomia
de los pacientes 137,139, Realmente el bazo puede inducir lesiones estruc-
turales adquiridas en la membrana eritrocitaria en la EH 190, producidas
pot la tetencién de los esferocitos dentro de los cordones esplénicos y su
exposicidn a diversos factores adversos, como la acidosis, el stress oxida-
tive. la fagocitosis por maciéfagos, el daho causado por enzimas lisosémi-
cas granulociticas y un aumento de la susceptibilidad de la espectrina a
la autodigestidn por proteasas enddgenas 120, pe hechs, se ha comprobado
por microscopia de fuerza atémica que la superficie de los hematfes en
la EH es irregulat exhibiendo pseudépodos de 50-80 nm 190, que.presumi—
blemente sean precursores de las evaginaciones visibles por microscopfa
electrénica 7-83:138, que llegan a iiberatse como microvesiculas 71136:138,

El condicionamiento es producto de varios episodies de éstasis es-
plénico 38,83,137,139, | [lujo sanguineo esplénico en la EH oscila entre
10-20% del volumen de eveccién cardiaca 83 y s6lo un 1-10% de la sangre
que entra en el bazo queda retenida en sus cordones, mientras que més
del 90% se incorpora rdpidamente a la circulacidn venosa 180, con cada
paso del eslerocito a través del compartimento cordal aumenta su esferici-
dad v se favorece Su reentrada en el mismo, y se ha calculado gue se
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precisan de 10 a 30 pasos por dicho compartimento pata la formacién del
‘microesferocito & punto de ser destruidoe 83,

La mayorfa de los esferocitos son destruidos en el bazo, pers no
es este Sigano e lugar exclusivo de la hemélisis 139, El final es la fago-
citosis de.la célula por los macréfagos, que a su ver aumentan el nimero
en el bazo 36:86, El cambio guimico que desencadena la fagocitosis no se
conoce; posiblemente esté implicada una anomalfa en la orientacién de
los fosfolipidos de |2 bicapa lipidica; se ha demostrado que aquellos hema-
tfes que exhiben fosfatidilserina en su superficie son rdpidamente rteconoci-
dos y fagocivades par los macrdfagos in vitro 130, En algunos pacientes
con formas clinicas graves de EH se ha demostrado dicha alteracidn de la
distribucién fosfolipidica 10%, que es posibie que tenga lugar en los esfera-
citos ya repetidamente condiclonados por el bazo.

Sin embargo, el délicit parcia) de espectrina responsable de la des-
establlizacidn de |z bicapa lipfdica no necesariamente es el defecto mole-
cular piimario, que puede radicar en la ankirina 30,26,77,82,116 o en
otras protefnas como la banda 4.2 8! o la banda 3 84,

La figura 11 resume y esquematiza los aspectos [isiopatclégices
de la EH.

V.5, Diagnéstico de la EH

La EH se descubre en cualquier edad de Ja vida, desde el nacimien-
to hasta la ancianidad, aunque Ya mayorfa de los pacientes se detectan en
la infancia o la juwentud, La EH se diagnostica fécilmente, en general,
mediante la historia clinica, exploraclén fisica y estudios hematoldgicos
rutinarios dirigidos que comemtatemos a continuacidn.

1.5.1, Datos clinicos

Los rasges clinicos cldsices de 1a EH son anemia, ictericia v esple-
nomegalia 12,112,138 pero en muchos cacos no es asf y los pacientes no
estan ictéricos nl anémicos. Esto se debe a la gran variabilidad de la en-
fermedad, cuva historla natural viene determinada por el equilibrio entre
la eritropoyesis y 1a hemélisis 83,

En los nifios, 1a forma de presentacién més frecuente (50% de los

1 . . .. . .
cases) 112 eg 1a anemia, seguida de fctericia, esplenomegalia o historia [a-
miliar del defecro. Pero la mayoifa de bos pacientes se hallan asintomiui-



cos, con ocasional desariollo de crisis anémicas e ictericia intermitente.

Cuando exisie esplenomegalia suele ser discieta (rara vezr es masiva) v ro’
. . - 12

existe correlacién entre el tamafio del bazo v la gravedad de la EH 112,

1.5.2, Morfologfa eritrocitaria v datos hematolégicos

La mayor parte de los casos de EH (aproximadamente un 80%)
presentan hemélisis compensada con anemiz minima © ausente. con upa
cifra de reticulocitos anormal habitualmente superior ¢ 6%. Esta reticuloe
citosis es un signo de hemdlisis mucho mds fiable que la hiperbilirrubine-

mia, que presentan sélo un $0% de pacientes.

La clave morfoldgica de la EH es el esferocio (figura 12), que
en !a extensién de sangre periférica aparece como un hemate redondo
sin zona pdlida central, con menor didmetro celular medio ¥y apaientemen-
te mayor hemoglobinizacién que el hematfe normal 32,112.139| caracteris-
lticas que traducen la geometria celular defectuosa pot su reducida rela-
cidn superficie/volumen, con el consiguiente aumento de la densidad celu-
lar respecto del discocite normal. De hecho, la microscopfa electrdnica
demuestra que relativamente pocas células son verdaderamente esféricas,
existiendo un abanice metfoldgico desde disces gruesos hasta varios estadios
de esferoestomatacitos (figura 13) 38-112r139, lo cual & veces puede in-
tuirse en la extensién de sangre perifética. En las formas leves de la en-
fermedad, la morfologfa eritrocitaria puede parecer normal debide a que
la pérdida de superficie celular puede ser tan pequefia que resulte inapre-
ciable. dando la impresidn de discocitos gruesos mds que de esferocitos 139,
Ademds, en un 20-25% de los casos, los tiplcos microesferocitos resultan~
tes del condicionamlento esplénico son relativamente escasas y la morfelo-
gla eritrocitarla puede ser considerada normal ineluso por observadoies ex-
perimemados 112,

Se han descrito otras anomalfas morfcldgicas asociadas en EH
atipicas con hemdlisis grave, como la irregularidad en general del comoar-
no celular, presencia de c¢élulas con formas de champifién ("pincered
cells") vy células espiculadas, éstas también descritas en las formas de EH
avtosémico dominante. designadas HS pSp-4.1 12,38,112,137.139,1R6,

Esta morfologla eritrocitaria coexiste con los cldsicos sipnos de
hemélisis. como la policromasia v ocasionalmente presencia de eritroblas-
tos en sangre periférica, reticulocitosis e hiperplasia roja en la médula dsea,
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junta con hiperbillrrubinemia no conjugada y elevacién de la lactato deshi-

drogenasa (LDH}, descenso de la haptoglobina y presencia de urobilinégens

. 7.
en ta orina B37-139 Egec datos pueden ser normales o sélo sutilmente
anormales en los casos de EH leveo asintomdtica 137-139,

Hemocitométrlcamente se aprecia un volumen corpuscular  medio

(VCM) dentro de limites normales, pero que realmente es relacivamente
bajo si se tiene en cuenta el aumento de reticulocitos, cuye volumen celu-
lar es superior al de los hematfes maduros 38,112,137 hemoglobina cor-
puscular media es asimismo normal 38!“2'137‘ Caracterfsticamente, existe
un aumento de la concentracidn de hemoglobina corpuscular media (CHCM)
por encima de 36 p/dl. en ln mitad de los casos aprcximadamente 38,122,
B7 como reflejo de una discreta deshidratacién celular producida por

unes contenidos intracelulares de agua y potasio descendidos y de sadio

Pt elele
|

Translormacion discocio - esferoequinacito

Hqdele

Transiormacion discoclio -esleroestomalotio

flgura 13.- transformacién de discocito a esferoestomatocite y esfervequinocite (modi-
ficodo de Sul), 1990 22), £n 1a W se puede apreciar un abanico de formas celulares
desde discocitos normales s estomatocitos, esfecoestoratocitos y densos microesfe-

rocitos. En las HS [5Sp-l|.1 se han descrito esferoequinocitos,
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Tigura #h,- [sovers de 12 eitoretrfs ce aperiura-lepedancis, Seoln 1z céluls atravie-
s2 lz apertura zurentz ls resistencia entre los electredes, gererdndese un pulse

que s2 cventa y nide,

normal o elevado 12112137 g embargo, Jas EH leves y moderadas pueden
ne ser detectadas si el estudic hematoldgico se lmita a la utilizacién de
un citdmetro convencional 483140 como fos basados en el sistema de
apertura-impedancia (figura 14), debido a que no ofrecen medidas exactas
del volumen celular de los esferocites por interferencla de su concentra-
cién de hemoglobina entre otros factares, y por consiguiente tampoco es-
liman adecuadamente la CHCM, que se computa a partir del VCM medi-
do 125128178 Eqios citémetros convencionales son Incapaces de estimar
correctamente una CHCM superlor a 315 g/dL 123 poir su medida inexacta
del volumen de las células deshidraiadas 128,

Por elio, resulta necesario recurrir a otros métodos, como la cito-
metifa por difraccién de luz dser ({igura 15), mds adecuada para la eva-
luacién de la EMH 64140 por su capacidad de medida directa, simultdnea, -
exacta y libie de interferencias del volumen y concentracién de hemoglobi-
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Figura 15.- ([squems de la citomatria por gifraceién de vz laser (Sistemes K de
technicon M) A 1o 1arga de su flujo, 12 célula es iluminada por unz fuente de
luz léses. $¢ mide 1a difraccién de 1a luz que profucs cads cflula en sendes Angu-

los slte y baje.

na (HC) en hematfes esferificados isovolumétricamente y fljados con glu-
taraldehido 173, Se ha demostrado que esta tecnologia estima con exacti-
tud valores de VCM comprendidos entre 30 y 120 [L y de CHCM entre
27 y 45 g/dLnS'”a. £] método, ademds, cuantilica Jos hematies con con-
centracién de hemoglobina superior a 41 gfdl, computindolos en el pard-
metro denominado % Hiper, que se ha demostrado orientatlvo de la presen-
cla de eslerocitos (junto con los pardmetros concentracién de hemoglobi-
pa corpuscuiar media medida directamente, HC, y desvizelén standard de
la distribucién segin concentracidn de hemoglobina, HDW) 64,

El estudio de la médula dsea en la EH, como hemos sefalado
anteriormente, revela hiperplasia 10je, en la que Jos eritroblastos son moi-
folégica y reolégicamente normales, ya que el defecte celular de la entidad



se expresa solamente en los hematies circulantes, en cuya patogenia, por
tanto, no contribuye la eritropoyesis ineficaz 112, Esta exploracién de mé-

dula dsea es rara vez necesaria.

1.5.3. Resistencia globular osmética. Otros tests diagndsticos

Efl test de Resistencia Globular y Osmética (RGO), particularmente
54 versidn incubadé, ha side probablemente la prueba mds util para e
diagndstico de la EH. Mide la lisis in vitro de los hematies suspendidos
en soluciones salinas progresivamente mds hipotdnicas. Estd basade en que
la membrana eritrocitarla normal es inextensible y permeable al agua,
comportédndose las células como verdaderns esmémetros 192, de tal forma
que se produce un paso rdpido de agua a través de la membrana hasta el
equilibrio del medio Intracelular con la solucién hipoténica en que el
hematie se encuentra suspendido, con el correspondiente aumento de volu-
men celular hasta su esfericidad. Alcanzado este volumen hemolftico crl-
tico {mfnima relacién superficle/volumen), el eritrocito estalla al ser su
membrana inextensible, liberdndose la hemoglobina a la solucién circundan-
te. Por tanto, el determinante critico de la fragilidad osmética es la rela-
cién superficiefvolumen de los hematfes 6:12,16,112,139,

En el caso de la EH, los esferocitos presentan un defecto de su-
perflicle de membrana respecto del volumen celular, con la consiguiente
deformidad esférica. Por ello su volumen hemolitico etftico estd notable-
mente reducido y se hemolizan més que los hematies notmales en solucio-
nes salinas hipoténicas 12,112,139 y este aumento de la f{ragilidad esméui-
ca es proporcional al déficit de espectrina 4136 y generalmente traduce
Ja gravedad clinica de la EH %6, La disereta deshidratacidn de los esfero-
citos na influye en su fragilidad osmética, a diferencia de otras patologfas,
debido a que en la EH predomina de forma absoluta el defecto de super-
ficle respecto del volumen celular, y de hecho los esferacitos mds densos
¥ deshidratados son osméticamente més fragiles 14137,

La curva de fragilidad osmdtica en la EH (figura 16) muestra con
frecuencia un aumento global de la misma (curva tipo nermal), aunque en  pa-
cientes no esplenectomizados puede apreciarse una "cola" reflejo de la  exis-
tencla de una poblaclén de hematies particularmente fridgiies por el condi-
cionamiento esplénico {curva caudada), que desaparece con la esplenecio-
mia 38,83,137,139 Aquellos enfermos con formas clinicas moderadas ¥ graves
de la entidad exhiben una curva diagonal en la que tales poblaciones celulares
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se solapan 38,39.137.139 gn o5 casos de EH leves y asintomdticos es

donde se plantea la mayor dificultad diagnéstica dado que la RGO inmedia-
ta o ne¢ incubada es nermal con cierta frecuencia; en tales casos el defec-
to resulta casi siempre evidente en la RGO postincubacién 38:112, 137,139
Este tratamiento de los hematies previe al estudio de su fragilidad asméti-
ca reproduce la eritrostasis, incubando las células en condiciones estériles
y de deprivacién de glucosa. lo cual acentda su pérdida de superficie de
membrana y eventualmente acrecienta su {ragilidad osmética 12:16,39,139,

sin embargo, aunque la incubacidn aumenta la sensibilidad de la técnica, in-
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Figura 1b.- Tragiiizad csndtica oo los hematfes en la [H (ro¢ificade ce Pelek, 1990 37y,
Perfiles de Tes turvas normal (h) indicaiivo de un aumenic clebal ce 1a fragilidad
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troduce un elemento de imprecisién que bhace sus resultados menos wnifor-
mes, con pérdida de su especificidad 38,66,137,139,163

Se han utilizado atros tests diversos paru el diagnéstico de la EH,
que en general catecen de ventajas respecto de una RGO cuidadosamente
realizada y que descutiremos brevemente a continuacidn:

-l auiohemé]isis, que estudia la hemdlisis espontdnea de los hematies
incubados en su propio plasma en condiciones estériles y estdticas 38,
83, tepreduciendo las condiciones de la eritrostasis 83; con ello el he-
matfe pierde superficie de membrana, aunque e mecanismo de 1a
hemélisis es mds complejo 17, En ausencia de glucosa apadida, la auto-
hemdlisis a las 48 h estd aumentada en la EH, efecto que se previene
cen la adicién de plucosa #8339, Esta técnica se consideré sensible en
ta deteccién de la EH 38, pero las formas moderada y graves de la en-
fermedad con considerable reticulocitosis y abundantes esferocitos con-
dicionados por e} bazo no corrigen su mayor autchemélisis con la adi-
cién de glucosa 83:112:167. tambign las EH muy leves y asintomdticas
pueden no tener la autohemélisis aumentada 36, Ademds, los resultados
muestran clerta variabilidad entre los laboratorios e incluso al estudiar
un mismo paciente, y hay eparente gran cantidad de falsos positivos
entie la poblacién normal, no siendo un test especifico 83:112, Ega
piueba ha sido progresivamente menos utilizada v es menos sensible
que la RGO postincubacidn 137.

- lostests de lisis en glicerol, que miden el tlempo en producirse un 50%
de hemélisis de una muestra de sangre fresca o incubada en un tampén
glicerol-saline hipot6nico 39, y se basan en que el glicers! enlentece
la entjada de agua a los hematfes suspendidos en dicha solucién, de
forma que se puede medir el tiempo hasta su lisis tras alcanzar un vo-
lumen hemolitico critico 39, En sy versidn standard, esta prueba carece
de la suficiente sensibilidad v especificidad pata ser util en el diagnds-
tico de la EH 12,037,139 | o \ersidn acidificada de este test tiene
una sensibilidad relativa y cuestionable por depender de muchos facto-

res 21, 3 log que debe una baja reproductibilidad entre los laborato-
rios 4163 ¢ 1o o5 especifica 21,112,137,139,146,163,

Eb "pink test" es una adapiacién de lo anterior, basada en la
determinacién de la hemélisis final en una solucidn con glicerol y
acidiflcada que goza de una repraductibilidad y sensibilidad elevadas 3%,



175 5e ha demastrado que la RGO postincubacién es superior al "“pink
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test” en sensibilidad v especificidad dimgnidstica de 1a EH 2!, o al

menos equivalente 489 Existen ademas modificaciones det "pink
test" 34:88.8% que requieren minimas cantidades de sangre capilar
(10-20‘/uL) sin necesitar venopuncién, que se han recomendado para el
estudio de neonatos y nifios 89 y como método de screening de la po-

blacién par ey ejecucidn fdeil 74,

- el estudie de Ja estabilidad mecdnica de los hematies mediante ektaci-
temetria 23:28, método capaz de medir la relacién superficie/volumen
celular y el drea de membrana, ademds de su indice de deformabilidad
v estabilidad mecdnica, habiendo sido propuesto como una alternativa
sensible para el estudio de la pérdida de superficie celular en la EH 25,
Se ha democstiado que en esta enfermedad existe una reduccién de la
estabilidad mecénica de la membrana eritrocitaria directamente propor-
cional a la reduccién de su superficie celular in vivo y su contenido
en espectrina 25,179,

El conjunto de los tests diagndsiicos referidos estd basado en la
disminucién de la relacién superficie/volumen consiguiente a la esfericidad
celutar, cambio comin a lo heterogéneo del defecto molecular subyacente
en la EH. Por tanto diches tests son indicadores dtiles de tal esfericidad
de las hematfes y la anormalidad de los rtesultados no es diagndstica de
una &ntidad especificas pueden indicar la existencia de esferocitos, pero
no la causa de a esferocitosis (que puede exislir en otros estados hemolf-
licos) v en ccasignes es imposible establecer un diagnédstico definitivo de
aquelles pacientes con resultadoes limite.

Cen esias consideraciones se ha descrito recientemente la criche-
mélisis hipertdnica 169 una sencilla prueba diagnéstica basada en que les
hematies de la EH exhiben un patrén hemolitico especifice y sin igual
ante los cambies de temperatura cuando estdn suspendidos en soluciones
hipenénicasws, comportamiento que es independiente de la rtelacidn
superficie/volumen cebular 162, con una sensibilidad diagndstica del 100%
incluso de las EM leves v asintomdticas, y también muy alia especificldad,
El mecanismo de la crichemdlisis hiperténica no estd aclarado, pero se ha
sugetido que sea refllejo de modificaciones secundarias del esqueleio de la
membrana eritiocitatia a causa de les defectos primarios determinantes
de la EH 168,
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Es ptobable que en un future mds o menos préximo estos tesis
diagndsticos sean sustituidos por la idemtificacidn directa del defecto
molecular etiolégice de la EH,

1.5.4. Estudie del defecto molecular de la EH

EY déficit parcial de espectrina y otros defectos cuantitativos de
las proteinas del esqueleto pueden estimarse mediante SDS-PAGE de las
membranas eritrecitarias aistadas vy densitometsia de los geles tehidos {el
sistema de Laemmli permite la separacién de la banda 4,1 en sus iso-
formas 4.1a v 4.1b a costa de perder la resolucién de las bandas 2 y 2.1,
correspondientes, respectivamente, a cadena [E. espectrina y ankirina} 50,95,
166; con este métode se calculan los contenidos de la membrana en espec-
trina, ankirina y otras proteinas respecto de la banda 3 como los coclen-
tes de sus Areas densitométricas versus el drea de la banda 3 (Hguras 2
y 17) 3:4,30,131 gy procedimiento estd matizado por las variaciones del
contenido de la membrana en banda 3, de forma que antes de la esplenec-
tomfa la cantidad es menor por liberacién in vivo de porciones de la mem-
biana con banda 3 como microvesfculas, y particularmente durante el con-
dicionamiento esplénico, lo que supone una sobreestima artefactual de los
contenidos reales de las protefnasi por otra parte, la esplenectomfa redu-
ce tal pérdida de membrana in vivo con la posibilidad de infraestimar di-
chos contenidos de las protefnas al ser referidos a la banda 3 3,4,5,139,

Asimismo se ha realizado cuantificacién de espectrina mediante ra-
dicinmunoensayo -3’4!5, método que resulta més sensible para la deteccidn
de déficits tigeros 137:13% y que permite medir el nimerec de moléculas
de espectrina por hematie.

La cromatograffa de afinldad de extractos de espectrina sobre
proiefna 4.1 inmovilizada permite explorar el defecto HS [33p-4.1 186, gj
andlisis bidimensional (isoelectroenfoque combinado SDS-PAGE) tras di-
gestién enzimdiica controlada de las protefnas permite advertir sus anoma-
fas estructurales, y ha resultado !l para la evaluacién de los defectos
de la espectrina { wla y HS (335p-4.1 en el caso de la EH) 13,118,119;
también se ha aplicado a las alteraciones de la banda 3 84131 con resul-
tades, pur el momenio, preilminares; sin embargo no ha ofrecido datos po-
sitivos en el estudio de la ankitina 138, La microscopfa electrdnica 104,106
petmite apreciar la reducida densidad del esqueleto de la membrana en la



49

4.1
+ Espectrina | Ankiri
“JMg{\J?\A N e

Normal

J\/\{}{\J\J\ Espesirina | Ankirina Banda 3
e KA hN

Esferocitosis Hereditaria

Tigura A7.- Densitometrias de SPS-FAGE de Ja membrans eritrociteria, Centrel y [R. Los
traraces ubicedas 2 Yo izguleroa comprenden le lengitud total de la electreforesis,
K 1z derecha se ha limitado 1e lectura 3 ta espectrina, ankirina y bendz 3, cueden-

¢o amplificada la anchura de los plcos {fensitémetro Helena Zh-Process Ry,



EH, observindose en la mayotia de los casos de déficit de espectrina leve_
a2 moderado unas redes esqueléticas, sin otras apormalidades que una
reduccién del nimero de tetrdmeros de espectrina, que se unen a cada
complejo de unidn en correlacion con la gravedad del déficit de dicha pro-
teina 104, £l estudic de la longitud de los fragmentos de restriccidn de
los polimorfismos (RFPLs} del DNA ha permitido la vinculacién de la
herencia de la EH con un determinado polimorfismo del gen de la ankiri-
na 36 en formas dominantes, con délicit de espectrina y ankirina; otros
awmtores han evaluado los niveles de mRNA y la sintesis y unién a la

membrana de espectrina y ankirina en reticulecitos 7.

Esta investigacién del defecto molecular bdsico de la EH puede
ser tremendamente complicada, ya que los factores determinantes del
déficit de espectrina, y su correspondiente expresién clinica, pueden ser
al menas tan complejos como en los sfndromes 1alasémicos 138,

1.6. Tratamiento y prendstico

La esplenectomfa es el dnico tratamiento de la EH 612,112,139,
154,163.183 por su efecto "curativo" sobre la anemia y la hiperbilirrubine-
mia debido & que permite que los esferocitos permanezcan mds tiempo en
el torrente cireulatorio, aunque su supetvivencia pueda mantenerse discre-
tamente acortada en un estado hemolfiico compensade en general leve,
con consiguiente reduccidn o desaparicién de la hiperplasia 1o0ja; en aque-
lles pacientes mds gravemente afectos con hemdlisis c¢rénica sintomética
{sindrome anémice, retraso ponderoestatural) la  esplenectomfa produce
una drdstica mejorfa clinica con correccién parcial de la hemdlisis 4,6,30,

38 reduciendo o incluso suprimiendo en su caso el requerimiento transfu-

sional 163,

Evidentemente, la esplenectomia no revierte el defecte molecular
primario causal de la enfermedad. Hemoperiféricamente, persiste la presen-
cia de esferocitos y aparecen los cldsicos camblos postesplenectomia, con
leucocitosis, trombocitesis, cuetpos de Howell-Jelly y acantocitosis pronun-
ciada sunque inofensiva, que puede llegar a afectar a un 10-20% de los
hematies de Jos enfermos aesplénicos 83, Asimismo se mantiene la carac-
teristica de mayor fragilidad osmdtica de los eritrocitos 38:139,154.183,
pero desaparece la cola de la curva correspondiente a las células condicio-
nadas por el bazo 38-139
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La esplenectomfa no estd exenta de riesgos, aunque son Menores
en la EM que en otras enfermedades hematolégicas 83'139*181. con morbis
martalidad postoperatoria inmediata de 0 y B,9%, versus 4 y 13,5%, respec-
tvamente, en series recientes 1BY v sin olvidar la sepsls postesplenectomia,
con una incidencia de 0,2 casos por 100 personas y afio (siendo la inciden-
cia de una infeccién grave, en general, de 7,2 casos por 100 enfermes y
afig) 131 ¥ 2.2% de moralidad, susceptibles de reduccién con la profilaxis
adecuada (vacuna amtineumocédcica polivalente y adminimtracién de penieili-
na““"lm. viesgo que perdura muchos afios después de la cirugia 49, Por
todo ello, no se justifica la esplenectomia indiscriminada, e incluso la ten-
dencia actual se dirige a evitarla 163,

Los propédsitos principales de la esplenectomia son suprimir el me-
noscabo de !a capacidad ffsica y vitalidad de los pacientes, evitar la cole-
litlasis par la hemdlisis crénica y prevenir crisis anémicas graves que
precisen transfusién 38, Asi pues, la espleneciomia estd indicada en
todos los enfermos de EH con hemélisis sintomdtica o retraso del creci-
miento {sintomag que se dan principalmente en las formas moderadas y
graves) 112,137,139 siendo aconsejable en este caso no realizarta antes
de los 3-5 afios de edad por el riesgo aumentado de infeccidén postesple-
nectomfa de los niflos peguefios aesplénicos 38,112,139,1B3 |3 jndicacidn
as cuestjonable en las EHM leves o asintomdticas con colelitiasis o historia
familiar de ella, deda la reducida probabilidad de que t1al complicacidn
produzca manifestaciones clinicas 71 los resultados de la comparacidn de
los riesgos de la esplenectomia electiva versus la actitud expectante en
caso de colelitiasis asintomética favorecen esta Gitima conducta 117:18%,
En los pacienies mayores de 60 afios no se tecomienda, en general la
cirugia por la mayor morbimortalidad quinirgica y anestésica de los indi-
viduos de edad avanzada y que con f{recuencia presentan enferm edades
asocladas que aumentan el riesgo operatorio 183 prefiriéndose en este
grupe de enfermos la actitud conservadora 38,134 14 decisién final de la
esplenectomfa se basa en el criterfo clinlco y radica en la edad, sintoma-
tologia vy quizd en la probabilidad de una profilaxis adecuada de las infec-
ciones pcstesplenectomfalM; algunos autores reclaman el rol em este
sentido del grade de déficit de espectrina 44 como pardmetro predictive
de la respuesta a la esplenectomia 4,163, ya que aguellos enfermos con
contenidos de espectrina superiores al 80% de los niveles normales no

suelen precisar esplenectomia en la infancia o adolescencia 44,



§i la esplenectomia estd indicada y existe colelitiasis, debe reali-
zarse la colecistectomia en el mismo acto operatoric 33'154'163=153, en el
cual también deben buscarse v retirarse bazos accesorios en caso de exis-
tif.

Clésicamente se afirma gque los enfermos afectos de verdadera EH
siempre responden a la esplenectomfa 112, cuyos fracasos obedecen a la
coexistencia de la EH con otras anemias hemoliticas, o bien a la existen-
cia de bazos accesorios (hasta en un 39% de los pacientes) y esplenosis 35
139, estas dos dlrimas posibilidades pueden sospecharse por la ausencia de
cambles hemoperiféricos postesplenectomfa, aunque su diagnésiico requiere
procedimientos de diagnéstico por la imagen, particularmente métodos iso-
tépicos 36:139,

Por otra parte, todos los enfetmos con procesos hemoliticos tlenen
resge de déficit de dcido Iélico, por lo que resulta recomendable preseri-
bir suplementos del mismo.

Ante todo lo expuesio, queda patente que el prondstico de la EH
es muy variable de un paciente a otro, dependiendo de la magnitud del
defecra. su curso chinico, complicaciones v necesidades terapéuticas de ca-
da caso.
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La EH es el trastorno hemolftico hereditario més prevalente en la
poblacién, con herencia en general autosémico dominante, una emplia ex-
presividad clnica y tespuesta favorable a la esplenectomfa cuando es nece-
saria. Se caracteriza por hemdlisis, presencla de esferacitos en sangre pe-
tiférica, elevacién de la CHCM, aproximadamente en la mitad de los ca~
sos, y el tiplco aumento de la fragilidad osmética de los hematfes que ha
continuade siendo el test de confirmacién diagndstica desde las observa-
ciones de Chauffard (1907)38, vy que refleja la reduccién de la relacién
superficie/volumen inherente al defecto intrinseco del eritrocite 612,112,
139,163 g, la mayorfa de los casos este defecto se ha relacionado con
un déficit parcial de especirina en la membrana erltrocitaria proporcional
a la gravedad del curso clinico de la enfermedad 2:3.4,121 ¥ que podrfa

ser secundario a un déficlt parcial de ankirina asoclade recientemente des-
crito 30,36,82

Sin embargo, no todos los enfermos siguen este perffl cldsico en
que el diagnéstico es incuestionable. Aproximadamente un 25% de las
EH2:112,063 carecen de histotia familiar evidente con los métodos diagnés~
ticos convenclonales y clinicamente suelen cursar con mayor afectacién
del cutse clinico 3.4,6,8,12,112.137.139,163, aunque rara vez con anemia he-
molica dependiente de transfusidn 2 y Tespuesias parciales a una esplenec-
tomia precuz2=4=6112130=113=137»’39. Estos pacientes constltuyen un grupo
heterogéneo que inclubtfa casos esporddicos por nuevas mutaciones, formas
de herencia recesiva y ejemplos de herencia dominante con penetiancia
genética reducida 112, A ggte tespecto Agre (1989) % sostiene que Ja EH
dominante y recesiva son enfermedades distintas y no la mera expresién
homocigota o heterocigota de un defecto; por su parte, Delaunay vy cols.
(1990) 4! considetan que el fenotipo de la EH es el resultado de un gen
mutade modulado por la actividad de sy correspondiente alelo y/o la acti-
vidad de otros genes no alélicos, Jo que explicaria la amplitud del espec-
tro clinico de la entidad Si los progenitores de estos enfermos sin histo-
ria familiar estdn afectos ha de ser muy levemente al pasar desapercibidos
a los métodos diagndsticos convencionales.

Este problema enlaza con la dificultad diagnédstica que a menudo
plantean los casos leves o asimtomdticos a la metodologiz tradicional 6%



112,140,163 geros son un 20-30% de las gH 112,163, aparecen frecuente-
mente en los estudios famlliares de casos mds evidentes Y planiean unz

serle de problemas:

- presentan una pequefia cantidad de esferocitos em sangre periférica,
cuys identificacién morfoldgica es subjetiva y dificit 140 y sy CHCM es
anoding

- el grado de hemdlisis es ligeto

- ta fragllidad osmética no Incubada es normal ¥ lz. incubada acase no
estd noiablemente aumentada.

Disponer de otras técnicas que tedricamente fuesen capaces de cu-
brit el vacio de los métodos convencionales eliminarfa la dificultad diag-
néstica de ja EH leves o ssintom&ticas, permitiendo discernir si los proge-
nitores de casos sin historla familiar del defecto estdn o mo afectos, lo
que quizd sportase atguna solucién sobre la herencla de tales enfermos.
Hemos evaluado en este sentido la citometrfa de difraccidn de luz ldser v
fa SDS-PAGE de los estromas eritrocitarios alslados con estimacién de los
contenidos protelcos de la membrana, ambas son técnicas conocidas, senci~

llas v fdcilmente disponibles.

La citometria de difraccién de luz ldser, segin los sistemas H de
Technicon VM (figura 15), mide de manera exacta, directa y simultdnea la
intensidad de la luz difractada por cada hematfe {previamente esferificado

isovalumétricamente y ligeramente fijado con giutaraldehido) en dos interva-
los angu]awleG—l?l. La tecnologla ofrece medidas exactas de  VCM

entre 30 fL y 120 fL y de CHCM entre 27 g/dL y 45 g/dlL 128y propor-
clona rédpldamente Informacién cuantitativa de la presencia do hematies
con el aumento de la concentracién de hemoglobina caracierfstico de los
esferocitos, al ser células deshidratadas 12:112,128,139 Egia es una ventaja
fundamental {rente a los citémetros convencionales (figura 14}, que no son
capaces de estimar correctamente CHCM supericres a 35 gfdi por su
medida inexacta del volumen de las células deshidratadas 128; ademds la
sigidez, esfericidad nativa y elevada concentracién de hemoglobina del
esferocita impiden Ja medida correcta de su volumen y de su CHCM, por
ser un patdmetro calculado a partir de VM 125,128,171,073 ) jnconvenientes
gue dificultan la detecclén de casos leves o asintomitices de EH 64,140,

En camblo, la citometrfa de difraccién de luz !dser resulta dplima
para e estudio de la EH por su facultad de medida directn, simultfnea y
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exacta del volumen y la concentracidn de hemoglobina de los hematfes,

56

con informacién sobre la presencia de esferocitos en la curva de distribu-,

cién de los hematfes, segin concentracién de hemoglobina (figura 18) y
sus pardmetros derivados HC (concentracién de hemoglobina corpuscular
‘media estimada directamente) HDW (desviacién standard de la distribucién)
y particularmente % Hiper o porcentaje de hematfes de concentracién de
hemoglohina mayor de 41 g/dL. Dichas variables son verdaderos indicadores
de esferocitosis, entendida como la existencia de esferocitos en una mues-
tra dada, hecho no exclusivo ni patognoménico de la EH,

E! rol diagndstico de la citometrfa de dilraccién de luz ldser en
la EH sélo se ha evaluado en dos estudios 54140, payy y cols. (1989) 140
han considerado bédsicamente su aspecte cualitativo y hapn encontrado
muy especlfico del problema el perffl de las curvas de distribucién de los
hematfes, Gilsanz y cols. {1989) 54 han demostrade en un trabajo prelimi-
nar del actual la utilidad de HC, HDW y % Hiper en la deteccidn de esfe-
rocitosis en la EH. Pero el nimero de pactentes no esplenectomizados in-
cluidos ha sido pequefio en ambos estudios (12 y 22 casos, respectivamen-
te), Por otra parte, nadie ha evaluado la eficacia estadistica del métado
como prueba diagnéstica de esferocitosis aplicada a la EH, que en caso
afirmativo resolverfa dos problemas:

- sustituirfa la subjetividad y diftcultad de la identificacién de esferociios
en una muestra por pardmetros cuantitativos indicadores de esferocitosis
ohtenidos de mode rdpida y sencillo,

representarfa una alternativa real al cldsico estudio de fragilidad osméti-
ca y vatiantes, que con frecuencia no son lo sulicientemente sensibles
en el dlagndstico de la entidad y gue en definitiva son también indica-
dores de esferocitosis, al estar basades en la pérdida de la relacién su-
perficie/volemen del esferocito.

Estos argumentos tienen especial trascendencia sobre todo en el
diagndstico de las formas clinicas leves y asintom4ticas. Ademds, el proce-
dimiento permitirfa cuantificar el grado de esferocitosis Inherente a la
gravedad de la EH, hecho ya demosirado en un pequeiic ndmejo de enfer-
mos 64.

La SDS-PAGE de la membrana eritrocitaria es conocida desde los
trabajos de Fairbanks y cols. {(1971) %0, Sy aplicacién al esiudio de la EH

ha permitide apreciar en la mayorfa de los enfermos un délicil parcial de



espectzina ditectamente proporcional al grade de afectacién clinica )3+
l2-"“'139, al que posterlormente se han asociade déficits parciales de
ankirina (tanto en EH dominantes 36:82 como Ttecesivas 300116y de pro-
tefne 4.2 ocastonalmente 81138139148 (re)acionads en clertos casos com
un defecto del dominic citoplésmico de la banda 3 84:138) y recientemente
de la bandd 3 '15:12122,31 (apla 1). Se ha descrito en progenitotes de
EH sin historia familiar que el contenido de espectrine menor del 97% de
la normalidad se asocia & un aumenio de la fragilidad osmética . A
pesar de que el contenido de la membrana eritrocitaria en ankirina se ha
explorado en varias ocasiones, slempre ha sido en series muy cortas 30,36,
82 » ¥ s& ha sugerido que el déficit combinado de espesctrina y ankirina
(HS Sp*Ank*) es el mds prevalente en la EH 3,436,82,116,139 aupque no
existen estudios confirmatorios en grupos mayores de enfermos. Si la tée-
nica se incorporase a la rutina diagndstica de la EH, se aminocraria la di-
ficuitad diagnéstica de las formas leves y asintométicas 163, y por ende
de los progenitores de las EH sin afectacién familiar aparente, probable-
mente proporcionanda datos que contribuyan a esclarecer la heréncta del
defecto en estos pacientes.

Ante el estado de! pioblema decidimos estudiar un colectiva de
62 casos de EH y 12 progenitores de enfermos sin historia familiar con
los siguientes objetlvos: ‘

1.~ idenctficar subgrupos homogéneos segtin edad, herencia, gravedad del
curso clinlce y antecedentes de esplenectomfa, y analizer sus caracte-
rfsticas.

2.~ Respuesta a la esplenectomfa.

3.- Valorar la contribucién de la citometria de difraccién de luz ldser al
diagnéstico de la EH merced a sus indicadores de esferocitesis, discu-
tiendo varios aspectos:

. su eficacia estadfstica en e! diagnédstico de la EH

. si traduce Ja intensidad de la esferocitosis inherente a la afecta-
clén del curso cilnico, considerando el problema de los casos
leves o asintométicos y el cambio tras la esplenectomia

. su telacién con otras pardmetros de hemélisis

si puede reemplazar en la metodologfa dlagnéstica de la EH a

las técnicas de fragilidad osmd&tica y variantes, que resultan
laboriosas ¥ no lo suficlentemente sensibles.

4.- Evaluar la contribucién a! diagnéstico de la EH de la SDS-PAGE de
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las membranas eritrocitarias aistadas y el cdlculo de sus contenidog
ptateicos, analizando:

. su eficacia estadfstica
. la frecuencia de los déficits proteicos, su variabilidad con la gra-
vedad de la EH y su relacidn con ctros pardmetros de hemélisis,

Estudiar a los progenitores de EH con las dos técnicas anteriores en
busca de signos objetivos de esferocitosis y de defectos proteicos de
la membrana etitrocitaria, reflexionando sobre la informacidn obtenida
v su posible repercusién en la herencia en los enlermos sin afectacign
{amiliar aparente.

Clasificar 1a EH segin su grado de expresién clinicobioldgica, integran-
do los indicadores de esferocitosis oftecides por la citometria de
difraccién de luz ldser y los indicadores de déficit proteica de Ja
membrana eritrocitaria.



i. MATERIALES Y METODOS



3.1, Enlermos y controles

El presente estudio se ha llevado a cabo en los Hospitales "17 de
Qctubre" y “Principe de Asturias" sobre 62 pacientes previamente diagnos-
ticades de EH. Cincuenta y tres casos presentaban clara historia familiar
¥ procedian de 21 familias. En 2 pacientes no fue posible o) estudio fami-
liar. Siete casos carecian de historia {amiliar y el estudio de padres vy
bermanos, si los habfa, no permitié en ellos &l diagndsiico de EH; decidi-
mos inclufr en el presente estudio a sus progenitores, de los cuales fue
posible acceder a 6 parejas.

Cuarenta y dos enfermos proceden del Hospital "12 de Ocrubse” ¥y
veinte (2, 8, 29, 30, 35, 36, 48, 49, 59-69, vy 74) del Hospital "Principe
de Asturias". E! diagndstico previo de EH se habfa realizado en base al
hallazgo de esferocitos en la extensién de sangre periférica, test de Coombs
directo negativo, elevacién de la concentiacidn de hemoglabina corpuscular
med.ia (CHCM), aumento de la cifra de reticulocitos y LDH sérica con
descenso de haptoglobing, y aumenta de la [ragilidad osmética de los he-
matfes incubada (tras 24 h a 378C en condiciones esrérilas) 12,38,83.112,
137,139 Diecinueve pacientes habfan sido esplenectomizados.

La valoracidn de la historia familiar ¥ personal de los pacientes,
de edades comprendidas entre 4 meses v 66 afios, se realizé mediante con-
sulta retrospectiva de las historias clfnicas y entievista personal con todos
ellos en el momemo del comienzs del estudio, de octubre de 1989 a
marzo de 1990. Se evaluaron los stguientes aspectos: sexo, pedigiee, edad
actual v al diagnéstico, motivo del diagndstico {habiendo contemplado den-
tro de este apartado posibilidades como anemia crénica, ictericia neonatal
© no neonatal, esplenomegalin, crisls anémicas v estudio {amiliar por exis-
tencla de parientes afectos; en el caso mimero 33 el diagndstico de EH
fue casual y debido a estudio por trombocitopenia), antecedentes de crisis
anémicas, documentacién de colelitlasis y edad en el momento de la
esplenectomia en caso de haberla sufrido. Tales datos permitieron agrupar

a los pacientes en categorfas segin el curso clinice del defecto 12,38
44,83,112,137,139.

A continuacién de la entrevista, se obtuvo muesira de sangre de
los pacientes por venopuncidn limpla, destindndose wna parte a determina-
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ciones bioquimicas sérices como bilirrubina total LDH, sideremia, ferritina,
haptoglebina y eritropoyetina {EPQ), La segunda parte de la muestra obte-.
nida se anticocaguld con EDTA tripotdsico y se sometid al exdmen hemato-
16gico consistente en la realizacidn de hemograma con estudio de la morfo-
logfa de la serie roja, recuente de reticulocitos, resistencla globular osmé-
tica (RGO) inmediata y postincubacién de la sangre duramte 24 h a 37¢eC
en condiclones estériles, y estudio de la membrana eritrocitaria mediante
SDS-PAGE e inmunoblot antiespectrina de las estromas aislados. El estudio
ha incluido también una ecografia abdominal en todos los pacientes de al

menos 4 afios de edad, dirigida a valorar esplenomegalia no palpable y/o
colelitiasis.

Se evaluaron asimismo 12 progenitores de & pacientes que carecian
de historia familiar; sus muestras de sangre fueron estudladas exactamente
de la misma forma que en el caso de los enfermos.

Como teferencia para el estudio, se obtuve muestra de sangre de
140 controles adultos sanos (6 de ellos esplenectomizados por rotura trau-
mética del bazo) y se anticoaguld con EDTA tripotdsico. Sus hemogramas
tuvieron por objeto el cotelo de los pardmetios hemocitoméiricos con pa-
clentes y progenitotes. Veinticuatro controles no esplenectomizados fueron
procesados simulténeamente con los casos para el estudio de la membrana
erltrocitaria mediante SDS-PAGE e Inmuncblot antiespectrina desde la pre-
paracién de los estromas.

3.2. Citometrfa de difraccién de luz ldser

Se eligi6 la citometria por difraccidn de luz ldser como método
de realizacidn de 1odos los hemogramas, utilizande pata ello el autcanali-
2ador H-1 Technicon T M,

En el sistema de apertura-impedancia (figura 14), la magnitud del
impulse generado por una célula no sélo depende de su yolumen, sino tam-
bién de su forma, que estd determinada por su deformabilidad cuande
atraviesa lo apertura !l Gste factor depende de la viscosidad citopldsmica,
a su vez Influldo per la concentracién de hemoglobina. Esto significa que
en este sistema la medida del volumen estd afectada por la concentracidn
de hemoglobina 128173, En 1a EH 1a rigidez de la célula supone un factor
superficie relativamente elevade en este sistema, determinando, en conse-
cuencia, sobreestima del volumen e infraestima de la concentraclén de he-

moglobina 171
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Los citémetros convencionales por difraceién de luz miden el
volmen de los hematfes en la luz difractads a un determinado inervalo
angular 173, En este sistema la orlentacién de las células en el haz de
luz es un factor ptimordial en la valoracién de sy tamafe, como tambidn
lo es la concentracidén de hemoglobina Intracelular, que determina la
densidad r'Sptlca e indice de refraccién del hematie, y en consecuencia la
cantidad y direccién de la luz dilractada 1714173, por ello, para una sefial
de difraccién dada, la desconocida concentracién de hemoglobina falsea ei
volumen asociado a dicha sefial 128,

El métado elegido evita el prablema de la interferencla de la con-
centracién de hemogloblna en la medida del volumen de los hematies,
debido a su capacidad para determinar directa, simultdnea e Independien-
temente volumen y concentracién de hemoglobina en cada cdlula mediante
medida de la luz monocromdtica difractada en dos diferentes intervalos
angulares 128, g dependencia de la difraccién de los camblos de forma ¥
orientacién de la célula queda abolida por esferificacidn isovolumétrica de
los hematfes por un método similar al descrito por Ponder 2 phace apro-
simadamente medo siglo. La preparacién citoquimica requiere un solo
reactive tamponado (que incluye 1 mg/dL. de SDS y 0,1% de glutaraldehfdo
en PBS 290 mosm/Kg, pH 7,4), segin métado de Kim y Omstein 71, que
répidamente encoge la membrana hasta la formacién de una esfera sin
alteracién del volumen total de la célula, esfera que queda lgeramente
fijada para ser presentada al detector 128171 eyirando as{ los cambios
en la forma inducidos por fuerzas generadas en el flufdo durante el flujo
celuelar 128, Asl los hematfes esféricos se comportan como simples esferas
dieléctricas homogéneas 173, objetos en que es muy sencille medir la luz
difractada porque es uno de los pocos casos en que las ecuaclones de
Maxwell para tos fendémenos electromagnéticas pueden resolverse completa-
mente, y la teoria de Mie 0describe de forma precisa su difraccidn, Para
ello, el sistema de deteccidn Sptlea mide la Intensidad de la luz difracta-
da en dos intervalos angulares {figura 15), uno de ellos bajo, entre 2% vy
3%, v oo intervalo angular mds alto, entre 59 y 159, y partiendo de
este par de Intensidades, un procesador electrénico de datos basade en la
teorfa de difraccién de Mle deriva el correspondiente par de valores para
el volumen y el fndice de refraceién {verdadera funcién lineal de la con-
d0128'171'173. De esta forma, se determinan de mado directo, simultdneo,
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independiente, presiso y exacto volumen y concentracién de hemoglebina
para cada hematie en una muestra de sangre, construyéndose los correspon-
dientes histogramas segldn volumen y seglin concentracién de hemoglobina,
y a partir de los histogramas se computan volumen corpuscular medie
{VGM), concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM), coefi-
ciente de' variacién de la distribucién por volumen (RDW) y desviacién
standard del histogiama segin concentracién de hemoglobina (HDW)uS'
171,173,

Se ha comprobade que este método cubre con exactitud un amplio range
de medidas de VCM (30-120 L) y de CHCM (27-45 p/dl.}) en contiaste
con los citémetros convencionales, en los cuales un CHCM superior 2
35 gf/dL no puede ser estimado correctamente 125 por su medicién Inexac-

1a del volumen de las células deshidratadas 128, como son los esferoci-
tos 12,38,83,112,137,139,

La tigidez, esfericidad nativa y caracterfstico incremento en la
concentracién de hemoglobina de los hematies de la EH no permiten en
citémetros convencionales obtener medidas exactas de volumen por interfe-
rencia de la concentracién de hemoglobina, entre otros factores, ni de
CHCM, valor computade a partir del VCM 125,128,171,173 con lo que
pueden pasar desapercibidas formas leves o moderadas de dicho defecto 64,
140, wyestro métode por tanto, resulta méds adecuado para el estudio de
la EH, pot su capacidad de medida directa y libre de ‘intetferencias,
independiente, simultdnea y exacta de volumen y concentracién de hemeo-
globina (HC) 64:140,

Utilizando el autcanalizader H-1 Technicon T™ ge evalus la setie
toja de pacientes, progenitores y contioles mediante los siguientes pardme-
tros: namero de hematfes, hemoglobina, VCM, hemoglobina corpuscular me-
dia {HCM), concentracién de hemoglobina corpuscular media calculada
{CHCM) y medida directamente {HC), tanto por ciente de hipercromia o
porcentaje de hematfes con concentracién de hemoglobina superior a
41 g/dL (% Hiper) y RDW.

En un intento de evalvar la posibilidad de una mejor sensibilidad
diapnéstica del método seleccionando como umbral para la deteccidn de
esferocites concentrachones de hemoglobina inferiores a 41 g/dL  (valer
por encima del cual el autcanalizador define el pardmeiro ¥ Hiper), se
calculé la proporeién de estos hematfes directamente de las curvas de dis-
tribucién sepdn concentracién de hemoglobina, dada la impesibilidad de ac-
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ceso a la computadora. La superficie bajo dicha curva se dividié en 3

dreas (ligura 18) en casos y controles: .
- Area I eritrocitos con concentraciones de hemoglobina entre 35 y
37.5 gidL,

- Area  lir hematies con concentraciones de hemoglobina de 37,5 a
40 gfdi,

- Area ‘Hli: hematies cuya concentracién de hemoglobina supera
40 g/di.

La superficie de estas dreas se midid en un Mop Videoplan Kontion R y

se expresé como porcentaje del drea total bajo la curva.
1.3. Morfologia de la serie roja

Se examinaron mediante microscopfa dptica extensiones de sangre
periférica (anticoagulada en EDTA tripotdsico) de cada uno de los pacien-
tes y progenitores teiidas en tincidn pandptica de Wright 184, Se buscé la
existencia de esferocitos, policromasfa y poikilocitosis, en particular formas
con superlicie espiculada o acantocitos en ausencia de esplenectomia,
cuya presencia ha side detectada en pacientes con EH por defecto gené-
tico en fa unién de la protefna 4.1 con la KS espectrina (HS [38p-4.1) 186,
vy marcadas irregularidades del comtorno celular, apreciadas en enfermos
con déficit combinado de espectrina y ankirina (HS SptAnK*) 30,

3.4. Retjculocitos

En tedos los pacientes y progenitores se practicd recuento de reti-
culocitos, partiendo de sangre total anticoagulada en EDTA tripotdsico.
Se utilizd como colorante supravital el nuevo azul de metileno 37 por su
superioridad sobre otros agentes tintoriales 4B, La uneldn se realizd en
los treinta minutos siguientes a la extraccién de sangre, procediendo
segdn la téenica habitual y con recuento de 1000 hematfes 37198,

3.5, Resitencia glebular osmética

Se realizd el test de la resistencla globular osmética (RGO) en

muestras de sangre de pacientes y progenitores coma métoda de evalua-
clén de la relacién superficie/volumen de los hematfes 16 tanto de forma
inmediata en muestras recientes anticoaguladas con EDTA tripotdsico
como postincubacidn a 372C durame 24 h en condiciones estériles; las de-
terminaciones inmediatas se llevaton a cabo dentro de las dos primeras
horas de la exttaccién de las muestras de sangre.
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Concentracion de
hemoglobina
{0-50 g/oL}

Concentracion de
hemaglobina
(0-50g/L)

a1 .
Esferocitosis Hereditaria

Figura 18.~ Distribuciones de los hemetfes segin concentracifn de hemoglebina por cite-
mevrig de luz léser, Control y TH. Se especifican las Areas definidas baje la cur-
ve. En Ya [M la distribucide ce amplia y desplaza con mayores vslores de hreas Ty

11 y con zsaricibn de c€lulas de concentracién de hemoplobina superlor 2 &1 glel
{% Hiper).
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Se procedié siempre de forma habitual 1639 Muy brevemente, se
preparé una baterfa de soluciones salinas hipotdnicas a2 pH 7.4 en yn
range de concentraciones de 1 a 10 g/l CINa (para el estudio de las
muestras incubadas se Incluyd adicionalmente la concentracién de 12 g/l
de CINa); tras su distribucidn en sendas alicuoias se afiadidé sangie total
a cada una de ellas en proporcién 1 a 100 y una vez agitado todo suave-
mente por inversién se incubd a temperatura ambiente duranie 60 minutos.
Posteriormente se centrifugaron los tubos a 1200-1500 g durante 5 minutos
v se separaron los sobrenadantes. El grade de hemdlisis producida se
midié espectrofotométricamente a 540 nm en cada sobrenadante, utilizan-
do para ello un aparato Spectronic 70 {(de Bausch and Lomb R). Se con-
siderd como 100% de hemdlisis la producida en la alicuota con 1 g/l de
CINa y 0% de hemélisis la correspondiente a 9 p/L de ClNa, utllizando
ésta como blanco (en caso de hemélisls en ella sé considerd como blanco
¢l sobrenadante de la fraccién con 12 g/l. de ClNa). Se cuidé que la ab-
sorbancia de la alicuota 100% de hemdlisis no excediese 0,5 unidades, dilu-
yendo con CINa | g/l en caso de ser necesario. El porcentaje de hemé-
lisis en cada 1ubo e calculd segin la siguiente ecuacién:

Ob rmuestra
% hemdlisiss ————r———. x 100,
m OD tubo 1g/LCINa

con los resultados se confeccionaron las curvas de fragilidad ozmética, re-
presentando cadz concentracién de ClNa versus el porcentaje de hemdlisis
producida por ella; en condiciones normales se obtiene una curva sigmoide
casi simétrica.

En nuestro 1rabajo, hemos expresado la RGO definiéndota por tres
puntos: Hsls inicial o concentracién de CINa a la cual comienza a producir-
ce hemélisis, lisis completa a concentracidén de CINa en la que se ha pro-
ducide la mdxima hemélisis y fragilidad media o caoncentracién de CINa
causante del 50% de hemdlisis, En todos los estudios se construyd la

curva completa y se examind su trazade nermal, diagonal o caudade (fi-
pura 16) 38,39.137,139.

3.6, Estudio de la membrana eritrocitaria

Se realizé en 1odos los pacientes, progeniteres v 24 controles. A
continuacién describiremos los procedimientos empleados para la preparacidén
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de Jos estromas eritrocitarios, estimacién del comienido proteico sotal de
los mismos, estimacidn del contenido de espectrina y ankirina de la mem--
brana del hematfe e inmunoblot antiespectirina,

3.6.1. Preparacién de los estiromas eritrocitarios

Pattiendo de sangre venosa de cascs y controles tecogida en EDTA
tripotdsica, como mdximo a las 48 horas de su obtencidn y conservando
siempre las muesttas a 49C hasta e} momento de procesarlas, se prepara-
1on membranas erittocitarias segdn se ha descrito previamente 3,29,43,50,
51, Para ello, se desleucotizé la sangre venosa medlante una columna de
celulosa microcristalina en suero salino fisioldgico (8SF), y tras lavar los
hematles 6 veces en 5SF fueron sometidos a lisis hipatdnica a 42C en
20-40 volimenes de PO4Nay 5 mM, EDTA T m M a pHSE, con feniimetil-
sulfonilfluoride (PMSF) 0,3 mM como Iphibidor de las proteasas con el
fin de minimizar las protealisis, centrifigundo a continuacién a 0-42C &
300.000 g durame 15-20 minutos en cemrffuga tefrigerada Sorvall R, con
posteriores 2-3 lavados mds en la misma solucidn de lisado hasta que los
estromas erftrocitarios aparezcan blancos o de aspecto cremoso,

l.as membranas obtenidas se repartieron en alicuotas de 0,1 ml ¥
se conservarcn congéladas entre -40 y -708C hasta su utilizacién (en los
casos y controles en qua ésta no fue inmediala a su pieparacién) como
mdximo al cabo de 1 semana, o

1.6.2. Determinacién del contenide proteico total

Se determint la cantidad de proteina total contenida en las mem-
branas eritrocitarias obtenidas mediante Bio-Rad 1 Proteln Assay R segiin
su procedimiento standard, sobre muestras no diluidas y con albimina séri-
ca bovina (BSA) como standard proteico. Al cabo de 5 a 60 minuos de
la adicidn de! reactivo colorante (contlene dcido fosfdrica y metancl) en
proporeidn 50 a 1 voldmenes, se midid en especirofordmetro Gilfosd 260
la densidad épiica a 595 nm (OD. 595) de standard y pioblemas, una vez
construida la curva standard (representando grdficamente ODggs versus
concentiacidn de los standards) se extrapolaron a partir de ella las con-

centraciones proteicas de los problemas.

£ste método esid basado en que la absorbancia méxima de unpa so-
lucidn dcida de az2ul de Coomasie G-250 vira de 465 nm a 595 nm cuando



tiene lugar su unién a las proteinas 155 de forma que permite la aplica-
cién de la ley de Beer para cuantiflcar protefnas con exactitud, mante-
niendo la adecuada proporcién entre reactivo colorante y muestra, y ha si-
do utilizado por otros autores para estimar el contenido proteico de los

estromas eritrocitarios 29,97,

3.6.3. Estimacién del contenido de espectrina y ankirina

Para ello las membranas eritrocitarias obtenidas se sometieron a
electroforests desmaturalizante con 1% de dodecil sulfato sédico (SDS) en
ge! de pollacrilamida (SDS-PAGE) homogénec al 5,6%, en placas de 1 mm
de espesor y B x 8 cm, segin el sistema continuo de Falrbanks y cols,
(1971150 y yuliando material de Blometra R. Brevemente, la solucidn
formadora de gel se elabord con $,6% de poliacrilamida {partiendo de una
solucién acuosa de acrilamida al 40% y bisacrilamida 1,5%, utilizando
tesina Amberlite MB-§ R para su purificacién y desionizacién), $DS 1%,
y acetato sddico  0,02M, EDTA 0,002 M, tris 0,04 M a pH 7.4, con persul~
fate amdnico 0,15% y N, N, N', N' tetrametiletilendiamina (TEMED)
0,025% como catalizadores de la polimerizacién; 10 ml de esta solucidn
permite obtener una placa de gel en el materfal wtllizado. Una vez vertida
la solucién formadora de gel emre sus sopoties de vidrio, se permitié
polimetizar a temperatura amblente durante al menos 12 a 24 hores en
posicidn vertical antes de su utilizacién; este precedimiento va dirigido a
que. la polimerizacién sea completa tras una primera fase rdpida de gelifi-
cacién 31 por tanto, de forma habitval, los geles en plaza fueron prepara-
dos el dia anterior al de la correspondiente electroforesis.

De cara a la electroforests, las muestras de estromas eritrecita-
rios {ueron suspendidas en un volumen de "sample bulfer" (5DS 1%, sucro-
sa 10%, tris 0,00 M, EDTA 0,001 M, dithiothreitol 0,04M, a pH8 con CIH
¥ con azvl de bromofenol 1% come colorante trazadar) 50, Incubando a
continuacién a 372C durante 2025 minutos; con ello se consigue disrup-
cién de la membrana y unién del SDS g las protefnas 91, con reduccidn
de los puentes disulfuro mediante el dithiothreiiol (DTT) 30,

Una vez preparadas las muestras de membranas eritrocitarias de
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pacientes y controles para SDS-PAGE se realizaron las electioforesis en |

una cubeta vertical Minigel-Electrophoresis de Biometra R con una fuente
EC 600 {4.000 Volts. Constant Power Supply) de E-C Appatatus Corporation.
Se utilizé un tampén con SDS 1%, tris 0,04 M, acetato sédico 0,02 M,
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EDTA 0,002M a pH 7,4 como buffer de electroforesis 50, y se trabajé a
temperatura amblente. Cada gel en placa preparado segin el método ¥
matertal descrito contenfa 10 pocillos para aplicacién de muesttas, de
forma que en cada ensayo se incluyd un control v nueve problemas (pacien-
tes y progenitores) distintos. La aplicacidn de las muestras se realizd me-
diante una pipeta Hamilton Microliter R Syringe 705 dispensando aproxima-
damente 25 Mg de protefna 3 en cada pocille, con rapides, sin producir
tubulencias v evitando la mezcla de la muestra con el buffer de electrofo-
resls para no perder una buena delimitacién de las bandas, lo que sucede-
1ia si se aumentase la altura de la columna de muestra aplicada“. Tras
una electroforesis Inleial de 5-10 minutos de duracién a 70 V y 20 mA,
destinada 2 que la muestra aplicada penetre en el interior del gel, se lle-
v6 & cabo la SDS-PAGE a 40 mA y 170 V como condiciones (siendo slem-
pre la intensidad la funcién dominante). Las electroforesis se dieron por
concluldas cuando el colorante trazador alcanzaba el borde inferior del
pel en placa, transcurriendo hasta ello 80-100. minutos. No se realizd
reftigerado del gel porque no es necesaric, incluso si se aprecia cierto
calentamiento al 1tacto cuando la electroforesis  tiene lupar atemperada
pot el aire ambiente, ya que se ha constatade que el calor generado en
los geles raramente es fuent‘e de artefactos significativos en SDS-PAGE 51,

Después de desmoldar los geles, se tifieron y destifieton por difu-
sidn a temperatura ambiente ep bandejas de acero inoxidable bajo agita-
cién continua aproximadamente a 30 sacudidas por minuto 31, urilizando
para allo un agitador rotateric Inmunetics R Rocking Platform (de Relia-
ble Scientific R), manteniendo como regla la proporcién de 20 volimenes
de solucién de tinclén o destincidn por cada volumen de gel 3. La tincién
se realizéd por inmetsidn del gel duranie 45 minutos en una solucidn con
azu! de Coomasie R 250 0,1%, SO4Cu 0,1% {mejora la calidad de la tin-
cién) con metanol 30% y dcido acéiico 10%; para su elaboracién, previa-
mente se displvieron los solutos en agua destilada, afadlendo inmediatamen-
1e antes de tefir los geles los volimenes correspondlentes de metanel ¥
dcido acético. La destincién se llevé a cabo en una solucién de metanol
25% v dcido acética 10%, que {ba slendo tenovada aproximadamemie ca-
da 15-20 minutos hasta consegulr una decoloracién del fondo del gel,
transcurriendo aproximadamente 120-160 minutos en total. El azul de Coo-
masie utilizado en e! sistema presumiblemente se une a las protefnas por
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medio de Interacciones, tanio idnicas come hidrofébicas, pere no tifie los
complejos SDS-protefna eficlentemente por competicién con el SDS para-
la unién a las protefnas; por ello los pasos de la tincién y destncidn
requieren un ajustado equilibrio, en el gue el alcohol ha de tener al menos
cuatro {unciones, la primera por producir una precipltacién directa de las
protefnzs desnatutalizadas por el SDS, la segunda por extraccién del SDS
de los complejos proteicos Inmobillzados 5%, la tercera por deshidrataclén
y encogido del gel, contribuyendo, por tanto, o su fijade al reducir el ta-
mafio efectivo de poro disponible para la difusién, y una cuarta funcidn
consistente en mantener el colorante en forma monomérica para facilftar
su penetracidn en el gel encogldo. En este esquema no estd claro si el
dcido acético tene una funcién especial; se considera como razén de su
uso que promueve la fijacidn y estabiliza la unidn del colorante (anidnlco)
8 las proteinas por mantener en éstas una carga positiva 51,

Los geles tratados segin este procedimiente exhibfan un patrén de
bandes tefildas por azul de Coomasie similar a) descrito cldsicamente 5O
166 {figura 19). Se esumd el contenido proteico de las mismas mediante
densitometrfa 29:30,51,106,166 , 549 y 570 nm en un aparato Helens
Frocess - 24 (figura 17}, con integracién del drea bajo los picos de la
espectring (bandas 1 y 2), de la ankirina (banda 2.1}, de la banda 4 (no
consegulmos una neta definlcidn de las bandas 4.1 y 4.2, por lo que con-
sideramos globalmente banda 4} y de la banda 3, y se expresaron los
contenidos de los estromas eritrocitarios en especttina, ankirlna y banda
4 como el coclente entre el drea de cada una de -ellas y el drea calcula-
da para la banda 3 {por ejemplo, coclente espectrina/banda 3} 3,430 (1.
gura 17}. Se realizaron cuatto determinaciones para cada ceso {pacientes

Y ptogenitores) y control, considetando como velor definitivo su media
aritmética,

Todos los ensayos de determinacién del contenido de especttina,
ankirina y banda 4 de los estiomas eritrocitarios se realizaron por dupli-
cado, en dos dfas distintos,

Los geles tefildos se conservaron mediante secado entre dos hojas
de celofdn '?7 wiilzande un Gel-Drying Frame R de JKA-Biotech Aps
{distribuido en Espafin por Menarini), Este sencillo aparato consta de un
Malco con cuatro patas y cuatro pinzas. con cuatro listones de pldstico
que encajan perfectamente en las muescas que para ello presenta el mar-
co; se completa con una placa cuadrada de 22 x 22 em que se dispone - -
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en el interior del marco destinada a sujetar el gel en placa mientras se
estd momando entre las hojas de celofdn (de JKA-Biotech Aps). Este
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aparato permite el secado simple y rdpido de los geles en placa, habien-

do sido preconizado por Kyhse-Andersen per ser ¢l métode de secado
de mejores resultados en sus manos 94, g plocedimiento es sumamente
sencillo: en primer lugar se equillbraron los geles de poliacrilamida duran-
te 1oda la noche en pliceral al 3% (como altermatlva se ha propuesto in-
cluftto en el agua del dltimo lavado); este paso previene la rotura del
gel durante el secado. A continuacién se ablandan dos hojas de celofdn
en agua destilada, y una vez colocado el Gel-Drying Frame R en una su-
perficie lisa, con las patas hacla atriba y la placa cuadrada en su inte-
rior, se dispone encima una hoja de celofin cubriendo las cuatro muescas
que presenta el marco, Seguidamente se coloca el gel sobre la hoja de
celofdn, en el centto de la placa cuadrada y sobre &l la segunda hoja de
celofdn. En este momento es convenlente frotar suavemente, con los de-
dos protegidos por guantes hasta eliminar todas las burbujas de aire
entre el gel y el celofdn. El sigulente paso supone tensar y sellarla pila
de celofdn y gel mediante encajado de los listones de pldstico en las
muescas del mareo y su posterior fljado con las pinzas. Una vez separado
el Gel-Drying Frame R ge 1a placa cuadrada, se coloca sobre sus patas,
de forma que puede ser secado por aire a través de sus dos caras. El
tiempo de secado de los geles es de una noche a la temperatura ambiente
de! laboratorio, pero puede reduclrse a ! hora si el aparato se sitda
frente a una fuente de calor, Los geles secos no se doblan y presentan
una superficie lisa que ofrece resultados Sptlmos en la densitometrfa 94,
17, pudiendo conservarse sin deterloro indeflinidamente.

3.6.4. Inmuncblat antlespectrina

Para evaluar la existencia de productos de degradacién de la es-
pectrina en la membrana eritrocitaria, los estromas de paclentes, proge-
nitores y controles fueron sometidos a andlisis Inmunoguimico mediante
jnmuncblot, también conocide como Western-blotting 23, Es un método
sensible para deteciar fragmentos de degradacién derivades de una pro-
tefna mayor 5, Para llevar a cabo este estudio en pacientes con EH se
ha utilizado un mérodo 2129430 derivado del descrito por Towbin et al 172,

en nuestro caso se ha aplicado un método similar, modificado 136 del
descrito por Elkon 46,
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Partiendo de unas SDS-PAGE recien realizadas, se equilibraron los
peles desmoldados en fosfato buffer salino {PBS) pH 7,2-7,4 durante no,
més de 1-2 minutos, disponiende a continuacién la uansferencia de las
protefnas, separadas por pesos moleculares en el gel, a una hoja de
nitrocelulosa come medio de soporte, segin el siguleme procedimiento y
en el sigulente ordem: sobre la superficie de una bandeja metdlica se co-
locé el ge! equilibrado, y aplicada directamente sobre &1 una hoja de ni-
troceluiosa (Blometra R, tamafio de poro de 0,2 jam. recortada exacta-
mente al temafio del ge! y previamente mojada en PES por flotacién. A
continuacién se colocaron 3 capas de papel de filtro para blotting (Biome-
tra R B3/B51) mojadas en PBS y un paquete de hojas secas de papel ab-
sarbente cortiente, todo ello recortado slempre a la dimensién exacta
del gel, dispeniendo seguidamente encima una placa de cristal y sobre
ella 0,5 Kg de pesoj el grosor total de estz unided de transferencia des-
crita fue de 2 cm aproximadamente. Se culdé escrupulosamente en cada
uno de los pasos evitar y eliminar burbujas de aire, y se trabajé con
guantes para no dafiar especlaimente geles y hojas de nitrocelulosa. De
esta forma, siempre a temperatura ambiente, la transferencla se completd
en 3 haras, al cabo de las cuales se levamé cuidadosamente la membrana
de la superficie del gel y se procesé para deteccién inmunolégica de la
espectrina transferida. Los geles residuales de la wransferencia fueron te-
fidos con azul de Coomasie y conservados segin se ha descrito en la es-
timacién del contenido de espectrina y ankirina, aunque sin valorarlos
densitométricamente por razones obvias.

Una vez inmovilizadas las protelnas esqueléticas en la membrana
de nitrocelulosa, se procedié a la inmunodeteccién de espectrina, segin
¢l sistema ProtoBlot ® Western Blot AP Regular System, Rabbit (Prome-
ga 1), vtlllzando como anticuerpo primaric un antisuero policlenal de co-
nejo, antiespectrina eritrocitaria de ratén (Chemicon R}, En todo momento
se trabajd a temperatura ambiente, realizando todas las incubaciones ¥y
lavados en un conmenedor de vidrlo ligeramente mayor que la membrana y
con agltacién suave, evitando siempre que guedaran secas las hojas de ni-
trocelulosa. Para las Incubaciones con el anticuerpo y la reaccién de co-
lor, se utilizé 1a cantidad de solucién justamente suficlente para sumergis
1a membrana con la supetficie de la transferencia hacia arriba, volumen
habitualmente de 0,1-0,15 mL/cm2 de 4rea de la membrana y que &n
nuestro caso se mantuvo en 0,15-0,25 mLfcm? para asegurar la adecuada
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inmersién de la hoja de nitrocelulosa en la solucién. En el caso de Ia ela-
pa de blogueo (explicada posteriormente) y lavados, se realizaron con al
menos el doble del volumen referido & nuestro supuesto.

Para levat a cabo este proceso, el primer paso consiste ep e
bloqueo del exceso de los lugares de unién de las proteinas en el cual 14
membrana de nitrocelulosa recien separada del gel tras finalizar la trans-
ferencla, se equilibra y aclara en TBST (Tris 10 mM, CINa 150 mm
Tween 20 0,05%, y pH8 con CIH), siends incubada a continuacién en So-
lucién Blogueamte (TBST con albmina sérica bovina, BSA, 1%} durante
30 minutos, con lo que se consigue saturar los lugares de unién inespecifi-
cos de proieinas. No resulta conveniente reurilizar la Solucién Bloqueante
usada, puesto que plerde esta capacidad.

La segunda etapa fue la unién del anucuerpo primatio adecuada-
mente diluido en TBST (segin la dilucién de trabajo para Western-blotting
recomendada por el fabricante para cada lote de antisuero), reemplaza'ndo
la Solucién Blogueante por dicha dilucién e incubando 30 minutos; {inali-
zado este tiempo se realizaron 3 lavados de la hoja de nitrocelulosa en
TBST de 5-10 minutes de duracién cada uno, con el fin de retirar el an-
ticuerpo no unide, quedando lista para el siguiente paso.

La tercera elapa‘ consistié en la unidn del segundo anticusrpo, en
nuestto caso anii 1gG (Fc) de cabra anticonejo conjugado con fosfatasa al-
calina {Proto Blot R) a 1:7500 como dilucién recomendada en TRST, con
incubacién aqui de la. membrana de microcetulosa 30 minutos, y wna vez
transcurridos, se lavd de nueve la membrzna 3 veces durante 5-10 minutos
cada vez en TBST para retirar el anticuerpo no unido. Llegade este punto,
se secd la hoja de nitrocelulosa mojada en papel de filtro para dar co-
mienzo a la reaccidn reveladora de color.

La cuarta etapa fue la reacclén de color, transfiriendo la membra-
na a la Solucién Reveladora de Color, preparada sobre una base de buffer
pata fosfatasa alcalina (AP - buffer constituido por Tiis 100 mM, CiNa
160 mM, CloMg 5 mM, pH 9,5 con CIH) sobre la que se afiadid por cada
10 mL de AP buffer, 66 Jr Ll de sustrato nitroazu] de tetrazalio (NBT, 50
mg/mL en dimetlt formamida, Promega R) y uma vez mezclado, 33 Al
de sustrato S-bremo-4-cloro-3 indolil fosfato (BCIP, 50 mg/ml. en dimei
formamida, Premega R}. mezclande también a continuacidn; esta solucidn
se protegid de la luz fuerte y se utilizé en e plazo de 1 h de haber sido



elaborada. En esta solucidn las dreas reactivas de la membrana de nitroce-

lulosa tomaton color pdrpura en 1 a 15 minutos, conslderdndose el resul-

7%

tado dptimo al cabo de 50 minutos de reacclidn, que permitié la mejor in-

tensidad de color de las bandas de espectrina sin aumento de la coloracidn
de fondo {el desarrollo de color ain podfa haber tenido lugar durante al
menes 4 h, pero a expensas de wna coloracién de fondo progresivamente
mayor). En este punto se interrumpid el desarrollo de colot, aclarando la
hoja de nitrocelulosa en agua desionizada duramte al menos 15 minutos,
con cambio del agua al menos 2 veces,

Para su conservacién, la membrana de nitrocelulosa se dejd secar
al aite sobre papel de filtro. Una vez seca, se mantuve almacenada prote-
gida de la luz.

3.7. Bioquimica Sérica

Se esiudié la bioquimica sérica general en muestras frescas de
suero de pacientes v progenitores mediante los autoanalizadores Technlcon
sMAC R e Hitachi 717 Automatic Ana]yzerR {Boehringer Mannheim en
los 20 casos correspondientes al Hospital "Principe de Asturias” de Alcald
de Henares, numeros 2, 8, 30, 31, 36, 37, 49, 50, 62-72 y 77}, Se compu-
taron los pardmetros slguientes: lactato deshidrogenasa (LDH, UI/L),
bilirrubina total {BT mg/dL} y sidetemia ( /ug/dL), con LDH 230-380
Ui/L, bilirrubina total 0«1 mgfdL y slderemia 37-138 )\g/dL como valores
de refetencia. La evaluacién de las cifras de haptoglobina, ferritina y
EPO se realizé segin se describe a continuacidn:

- la haptoglobina se cuantificé mediante nefelometrfa, utilizando el
ArrayTM Protein System, de Beckman B (42 casos procedentes del
Hospital "12 de Octubre"} y el sistema de antisuero N y nefeldmetto
de Behring R (20 casos correspondientes al Hospital "Principe de Astu-
rias"). Con este procedimiento, tras una reacclén inmunoquimica con
antlcuerpos especfficos, la haptoglobina forma inmunocomplejos, de for-
ma que las concentraciones existentes pueden ser determinadas cuanti-
tativamente mediante la medicién de la difusién luminosa 145, La eva-
luaclén se reallzd mediante una curva standard trazada con la ayuda
de diluciones standard, con 13 -163 mg/dL como rango de valores de
referencia, expresando siempre los resultados en mg/dL,

. Ja ferritina se determind, en los 42 casos perteneciemtes al Hospnal
112 de Octubre" mediante un ensayo en fase sélida pot IRMA en el
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gue ‘a radioactividad unida a dicha fase s6lida fue registrada por un
contadot gamma, y los resultados se refirferon a los COfIESpondlenlef
ctandards de calibracién recomendados por el fabricante del Kit TAN-
DEM-R-FER R (Hybritech Europe S.A.). En los 20 casos procedentes
del Hospita) "Principe de Astutias”, el valor de ferritina sérica se de-
termind con un ensaye IMxFerritina de Abbott R consistente en un in-
munoensavo enzimdtico de micropartfculas (MEIA)” utilizande como
sustrato t:osrato de 4 -metfl-umbeliferona, En todos los casos, los resul-
tados se expresaton en ng/mb, con los siguientes valotes de rteferencia:
varenes 17-230 ng/mL, mujeres 14-150 ng/mL con método IRMA, y
27-300 ng/mL y 15-130 ng/mL, respectivamente, con mérodo MEIA;

- la EPD se midié en todos los casos en muestras frescas de suero
mediantie un radiolnmunoensayo competitivo 63 que utiliza eritropoyeti-
na humana recombinante como trazador y standard, segin precedimien-
de aplicacién del Kit EPO-TracT™ 125/RIA (INCSTAR Corporation).
Los resultados se expresaron en mU/ml., con los siguientes valores de
relerencia varones 17,2 £ 5,5 mU/ml y mujeres 18,8 £ 6,2 mu/mi.

La tabla Il compendia estos valores normales.
3.8, Tratamiento estadistico

_ Serd desglosado en los apartados correspondlentes a control de ca-
lidad, estudio de la curva de distribucién de les hematfes, segiin concen-
tracién de hemoglobina, andlisis estadfstico general eplicado a casos ¥y

comtroles, v evaluscidn de la eficacia estadistica de las pruebas diagndsti-
cas aplicadas.

3.8.1. Control de calidad

La citometrfa de difraccién de luz ldser se sometié a los habitva-
les controles de calidad internos y externos segtn el Programa de Control
de Calidad Externo en Hematolegfa (PCCEH, Comité de Estandarizacién en
Hematologfa, Asociacién Espaiicla de Wemaiologfa y Hemoterapia), culdén-
dose asimismo la calibracién del haz de luz |4ser con OTM (Optical Test
Materlal). El contro) interno fue la dnfca posibilidad de contrel de calidad
splicatle & ios pardmetros derivados de la curva de distribucidn segin con-
centrscidn de hemoglobina, cuya precisién o reproductibilidad (grade de
concordancia entre una setie de resultados obtenidos con el mismo método

por repeticidn sobre una misma muestra) se calculd, siendo expresada co-
mo coeficiente de variacién (CV) 47,



También se realizd control de calidad del sistema wutilizado para

SD5.PAGE mediante el cdlculo de precisién del método, La precisién o

reproductibilidad intraensayo se obtuvo repitiendo utia determinacién sobre
la misma muestra en el mismo ensayo, en el caso de Jos estromas eritro-
citarios, llevanda a cabo la electroforesis de una misma muestra aplicada
varias veces en &l msmo gel en placa. La precisién o reproductibilidad in-
terensayo se calculd repitiende el estudio de una misma muestra en va-
tias ensayos suceslvos y con varias muestias; en nuestro supueslo S€ rea-
lizo SDS-PAGE de unas muesiras determinadas en dfas y geles en placa
distintos, Asl la precisidn intraensayo se evalué sometiendo a un mismo
control 10 veces a SDS-PAGE en el mismo dia y ensayo, aprovechando los
10 pocillos para aplicacién de la muestra de los geles en placa de traba-
jo, taleulande a continuacién los cocientes Sp/B3, AnK/B3 y B4/B3 co-
rrespondientes a cada una de las 10 carreras obtenidas; estos valeres {ue-
ton analizados estadisticamente, y se obtuvo su media arltmética (), des-
viacién standard {SD), CV e intervalo de confianza del 95% {(1C 95%). La
varfabilidad interensayo se estudié sobre 15 controles, cada uno de los
cuales fue sujeto de SDS-PAGE en dos dias y ensayos distintos; una vez
calculados los cocientes Sp/B3, Ank/B3 y B4/B3 se analizaron estadistica-
mente sus resultados con comparaclones emparejadas entre medias 67
mediante el test de Student-Newman-Keuls de comparacién multiple de
medias v el contraste ¢ de Student, precedides por el andlisis de la va-
rianza {ANOVA) F de Spedecor.

3.8,2. Estudic de la curva de distribucldn de los hematies segin concentra-
cién de hemoglobina

Se ha reallzado en enfermos v progenitores de EH sin afectaclén
familiar aparente, versus 140 controles con los pardmetros % Hiper y wvalo-
tes de las dreas |, I} y 1 bajo la curva de distribucién de los hematies
seglin concentracién de hemoglobina obtenida por ciiometsfa de difraceién
de fuz [dser. Comprobada la existencia de diferencias estadfsticamente
significativas entre casos y controles aplicando contrasies no paraméisicos
{U de Mann-Whitney previa ANOVA H de Kruskal- Wallis), se estudid la
eficacia diagndstica de! método definiendo su sensibilidad y especificidad
respecto de los pardmetros HC, % Hiper y Area 11 de la curva (elegida en
funcidn de su distribucidn de {recuencias, que apuntd una capacidad discri-
minativa superior al Area 1), Se prescindié de} Area I para este andlisls
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por ser prdcticamente equivalente por su definicidn al % Hiper, pardmetro
éste obtenide directamente del citémetso con exasctitud y precisién g
diferencia del Area I bajo la curva de distribucidén referida, cuya medida
con frecuencia resulté errénea por lo reducido de su superficie y por lo
indirecto de su estimacién.

3.8.3. Andlisis estadistico general de casos y contrales

Los dates fueron procesados por € Departamento de Bloestadistica
de 'a™Clinica Puerta de Hlerro"(Madrid), con un ordenader MICROVAX i
{digita)) mediante un paquete Informético BMDP standard 42,

Los pardmetros discretos ¢ cualitativos se presentan en forma de
distribuciones de fiecuencias y las variables continuas se han tabulade
ofreciendo la media aritmética, desviacién tfpica y rango de valores de
los datos de cada muestra,

A partit de estas cifras se ha realizado un contraste de Kolmogorov
{muestras grandes) para verificar la normalidad de las poblaciones en
cuento a la distribucidn de sus variables, prueba que calcula la diferencia
entre los porcentajes acumulados correspondientes a los valores de la
muestsa'y los respectives al mismo valor en el supuesto de que la pobla-
cién fuera de distribucién normal, La diferencia serd tanto mayor cuanto
mds se aleje la distribucidn obtenida de la curva normal, Esta comproba-
tién de normalidad tiene el objeto de disminuir el erior asociade a las
pruebas de comparacién de medias y varianzas, que presuponen una distri-
bucién normal y de varianzas homogéneas (verificable mediante el ANOVA
F de Snedecor) del pardmetro estudiado. La aceptacién de ambas hipétesis
de normalidad y de homogeneidad de varanzas ha determinado la aplica-
cidn de contrastes paramétricos; el jechaze de la primera hipéiesis o de

la segunda {en cdso de ser mceptada la primera) ha supuesto la realizacién
de contrastes no paramétricos,

Ej estudio de los pacientes se ha realizado en dos partes: en pri-
met logar, los andlisis inragrupo y en segundo los estudios intergrupo.

Los andlisis intragrupo han consistido en la aplicacién a 1todos los
pardmeiss de la correlacién lineal de Pearson y regresién minimo cuadrd-
tica entre dos variables, con el cdlculo de sus rectas de regresidn lineal,
segin la ecuacidn y=ax+h (donde b es la pendiente de la recta y a el
valor de y para beo, punto en que la recta corta el eje y) y de sus co-
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rrespondientes coeficientes de correlacidn r, cuya significacién viene dada
en funcién del error p que se pretenda v de los grades de libertad corres-
pondientes a n-M, siendo n el nimero de casos y M el nimero de varia-
bles. Se habla de relacién de dependencia o tendencia si 1 supera 0,5,
telacién cuya intensidad se acerca a la verdadera correlacién cuanto més
se aproxime ¢l valor absoluto de r a 1, ya que r mide la intensidad de la
telacién sl ésta es significativa y al menos una de las distribuciones liga-

das es normal, condiciones no necesarias si la muestra es grande 152,

Los andlisis intergrupo se han realizado preferentemente mediante
tets no paramétricos 162, practicando comparaciones de medias segin las
pruebas U de Mann-Whitney para muestras con datos independientes ¥ T
de Wilcoxon para series con datos relacionados o apareados, previo ANO-
VA H de Kruskal-Wallis; estos contrastes se han aplicado cuando las dis-
tribuciones de las variables en las poblaciones no satisfacfan la hipétesis
de normzlidad o, en caso de cumplirla, rechazaban la hipdtesis de homoge-
neidad de varianzas, En los supuestos con aceptacion de ambas hipdtesis
la compatacién de medias se realizé mediante la prueba t de Student,
precedida por el ANOVA F de Snedecor y el test de comparaciones mdlti-
ples de Student-Newman-Keuls 46,132,

Todes los tests se valoraron con dos colas y se consideraron esta-
disticamente significativos los resultados con niveles de significacidn p In-
feriotes a 0,05.

3.8.4. Evaluacién de la eficacia estadfstica de las pruebas diagnésticas

Se estudlé la eficaciz en la deteccién de esferocitosis de los pard-
matros derivados de 1a curva de distribucién de los hematfes seglin concen-
uraclén de hemoglobina obtenida por citometrfa de difraccidn de luz ldser
aplicada at grupo de EH no esplenectamizadas por su expresién sin maodifi-
car de la enfermedad. Asimismo se evalud la eficacia diagndstica de los
déficits parciales de espectrina y ankirina en la membrana eritrocitaria
por medio de la SDS-PAGE aplicada a la EH.

La eficacia estadistica se define como la capacidad de la prueba
diagnéstica para indlcar la presencia o ausencia de un determinado proble-
ma 144, Se expresa estadisticamente en los sigulentes cuatro indices
68, 143 cuyo valor méximo es 1 {4 100%):

- la sensibilidad o probabilldad de que la prueba sea positiva en un sujeto

enfermo,

%

62,



- la especificidad, probabilidad de que el test sea negativo sl el individuo
no presenta tal problema,

- el valor predictivo del test positivo, o exactitud de la prediccidn positi-

va, que hace referencla a la probabilidad de estar afecto pot la enfer-

medad si el 1est es positivo,

el valor'predictivo del test negativo o exactitud de la prediccidén nepati-

va, como probabilidad de estar libre del problema si el test es negativo.

Los dos dltimos indices no sélo dependen de los primeros sino tambien de

Ya prevaiencia de la entidad 52:68,144,

Los valores de estos Indices pueden estar distorsionados por el
lipe de pacientes inclufdos en el estudio y por los sesgos inheremtes a la
evaluacidn del resultado del test y de la siwuacidn de los sujetos respecto
de la enfermedad 1%, Para descartarla es preciso que la prueba sea muy
sensible, sensibilidad que ha de explorarse en un amplic rango de enfermos
afectos por la entidad. De forma zndloga, su diagndstico requiere de un
test de elevada especificidad probada en un extenso espectiro de paclentes
libres del prablema 144, .

Por otra parte, cuando la prevalenciza o probabilidad de tener una
determinada enfermedad se desconoce, resulta adecuado completar el estu-
dio de la semsibilidad y especificidad de las pruebas diagnésticas aplicadas
con el estudio de se precisidn o reproductibllidad y la descripeién de los
rangos de normalidad 68, ya que la evaluacién de sus valores predictivos
es imposible sin dicha prevalencia 62:68.144 poi0 o el caso de la EH,

cura prevalencia descrita de 1:5000 6,12,65,112,139,163,19 muy prebable-

mente subestima la realidad ante la frecuencia desconocida de casos leves
o asintomdtices no detectados por los métodos diagnésticos convenciona~

4,
les 64:140, poy opiq el estudio de la eficacia estadistica de Jos patdmetros

indicadores de esferaciiosis y de los déficiis parciales de espectrina y

ankirina como medios diagnéstices de la EH ha incluido el andlisis de la
sensibilidad, especificidad, precisién y rango de normalidad exploradas en
un amplio espectro clinico de la enfermedad, sobre todo respecto de su
exttemo ieve. con un Efupo conirol de sujetos sanos,

-
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4. RESULTADOS



-

Las abreviaturas de los pardmetros analizados, las unidades y los va-
lores de teferencia se describen en la tabla 1. Los datos de los 43 pacien-
tes no esplenectomizados constan en la tabla 1V (caracteristicas clinicas
y paraméiros bioquimicos y de membrana) y tabla V (patdmetros hemato-
légicos);andloga informacidn de las 19 paclentes esplenectomizados se
especifica en las tablas VI y Vil, y en las tablas VIl y 1X se encuentran
recopilados los correspondientes datos de los 12 progenltotes de enfermos
sin historia famillar de EH.

Los puntos bdsicos del andlisis estadfstice (media arltmética, desvia-
clén standard, intervalos de confianza y rangos de valores) se muestran en
forma de tablas de medias. Asi pues, la tabla X refleja tal andlisis de
los datos hemocitométricos y del estudio de la membrana eritrocitarla en
los controles, Las tablas XM y X| exhiben, respectivamente, los estudios
estadisticos bdsicos de los pardmetros hematoldgicos y de los datos biogui-
micos y estudio de la membrana erittocltaria de los casos, incluyends ba-
jo esta denominacién genérica tanto pacientes no esplenectomizados y
esplenectomizados coma progenitores de EH sin afectacidn familiar aparen-
te.

4.1. Estudio de los conmtroles. Control de calidad

El anilisis de los datos hematoldgicos de los casos (a excepcidn de
la prueba de f[ragilidad osmética) se reallzé versus 140 controles, mientras
que el estudio de los datos de la membrana eritrocitario se llevd a cabo
tespecte de 24 controles. Tales controles siempre fueron sujetos adultos
de ambos sexos, sin antecedentes patolégicos significativos, cuya analitica
formaba parte del estudio preoperatoric de una clrugfa menor; 6 de los
140 controles habjan sido esplenectomizados afios antes por rotura traumi-

tica del bazo. Los detos de este colectivo control se hallan descritos en
la tabla X.

Los pardmetros hemocitométricos fueron objete del control de
calidad habitual tanto imerno como externo (Programa de Comrol de Call-
dad Exiemnc de Hematolagia, PCCEH, Comité de Estandarizacién en Hema-
tologfa, Asociacién Espaficla de Hematologfa y Hemoterapla), siendo aquél
el dnico factible en el caso de los pardmetros derivados de la curva de
distribucién de los hematfes segin conceniracién de hemoglobina, cuya
precisién o reproductibilidad ha respondido a los valores considerados tipi-
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cos en la serie roja descritos previamente 4173 con CV por debajo de 2%

para HC y CHCM. Por otra parte, la medida y cuantificacién del Atea 0l

fue muy imprecisa debido al escaso mimero de hematfes con concentracio- ‘
nes de hemogiobina superiores a 40 gfdl v a la estimacién indirecta del

parémetto, por lo que se decidid su exclusién del andlisis {véase Mareria-

les y Métodos).

Desde el punto de vista de los pardmetros de la membrana eritro-
citarla, se definieron Inicialmente como objeto del anglisis los cocientes
Sp/B3, Ank/B3 y B4/B3 (considerando globalmente la tanda 4, dado que
nuestro sistema nunca fue capaz de resolver netamente las bandas 4.1 y
4.2). El control de calidad de la técnica de SDS-PAGE aplicada demostté
que es un procedimiento preciso y reproducible respecto de los coclantes
Sp/B3 y Ank/B3. La varlabilidad intraensaye fue muy pequeiia, ‘con CV de
7.6, 0,5 y 3,3% para Sp/B3, Ank/B3 ¥y B4/B3, respectivamente. Ep cuanto
a la rteproductibilidad interensayo, las compataciones emparejadas de
medias mediante el contrastet de Student yandlisis de la varianza {ANOVA)
F de Snedecor no mostraron diferencias estadfsticamente significativas
pata Sp/B3 {1 0,73; 14 g.l.) ¥ Ank/B3 (t 1,64; 14 gh), con sendos CV in-
feriores a 6 y 4%; sin embargo, en el caso de B4/B3 exisuid diferencia es-
tadisticamente significativa entre las determinaciones del pardmetro {1
3,73; 14 gl) para p=0,002, por lo que consideramos que B4/B3 catecfa de
precisidn o reproductibilidad Interensayo y se prescindid de este dato en
&l analisis de enfermos y progenitatesde EH sin alectaclén familiar aparen-
te.

4,2, Estudio de los enfermos

El rango de EDAD de los paclentes afectos de EM fue amplio,
Incluyendo desde los 4 meses a los 66 afios, con una media aritmética de
231,03 afies globalmente. Veinte enfermos na esplenectomizados eran meno-
tes de 15 afios y 23 superaban esta edad; respecto de las 19 EH esplenec-
tomizadas, 6 casos fueron menores y 13 mayores de 15 afos (grafica 1)

La representacién de ambos SEXOS fue equilibrada en ambos grupos
de pacientes, con una relaclén varén/mujer de 1 (grdflca 2)

Considerando 1a forma de herencla del defecto (grafica 3}, 53
casos eran de herencla dominante {36 EH no esplenectomizadas y 17 EH
esplenectomizadas) y procedfan de 21 famillas; 7 enfermos carecfan de
histotia familiar y el estudio familiar de sus ascendientes con metodologfa



convencional fue negativo, clasificdndose como formas no dominantes
(incluyendo 6 EH no esplenectomizadas y 1 EH esplenectomizada). En 2
enfermos, uno de ellos esplenectomizado, no fue posible llevar a cabo up

estudio familiar,

Segin ¢) CURSO CLINICO de la EH se clasificaron los paclentes en
tres categorias (grdlica 4). Se definid la categoria leve-asimcmidtica
como Ja integrada por aquellos 23 casos que nunca presentaron anemia ni
reticuiocitosis por encima de 200 x 1G9/L. ninguno de ellos habla sufrido
esplenectomfa. De curso clinlco moderado se consideraron las 31 EH, 15
de ellas esplenectomizadas, que padecieron anemia ocasional que no preciss
transfusién y con reticulocitosis igual o superior a 200 x 10%/L. Como
formas graves se incluyeron aguellos 8 casos de EH con anemia hemolitica
crénica, 4 de los cuales habfan sido esplenectomizados.

Se eligié la ESPLENECTOMIA como cualidad dellnitoria y divisoria
de dos grandes grupos de enfermos en nuestro estudlo por el radical cam-
bio que determina en la evolucién de la EH al minimizar la hemdlisis. Asf
pues, se han evaluado 43 enfermos ne esplenectomizados y 19 pacientes
esplenectomizados.

El andlisis realizado se expondid desglosdndole en los siguientes
tres bloques: estudios Intragrupe de los enfermos no esplenectomizados v
esplenectomizades, y comparaciones intetgrupo de ambos blogques de pacien-
tes y entre ellos v el grupe conteol.

4.0.), Enfermos no espleneciomizados, Estudio intragrupo

En esta poblacidn de 43 sujetos (N=43), el rest de Kolmogarov re-
chazé la hipétesis de normalidad (p < 0,05) de las variables continuag
ferritina, hapioglobina, EPO ¥y RGO incubada inlclal, aceptdndola en todas
las demds, La aplicacién de la cotrelacidn lineal de Pearson y rtegresién
minimo-cuadrdtica entre dos variables cuamiitativas ha demostrade tenden-

cias y cortelaciones enire diversos pardmetros, que se comentardn breve-
mente.

La edad se hallaba légicamente relacionada con los valores hemoci-~
tométrices, como la cifra de hemoglobina (coeficlente de correlacién ¢
0,346 p £ 0,001}, hematocrito (r 0,590; p < 0,001} y VCM (r 0,536
p < 0,001),
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l.os pardmettos hemocitoméiricos exhibieron 1endencias y correla-

ciones entre sf, en general esperadas dada su intetrelacién e interdepen-

dencia, que se describen a continuacién:

el nimero de hematfes mostraba correlacidn con las cifras de hemoglo-
bina, hematocrito y RDW {con r de 0,842; 0,834 y -0,729, respectiva-
mente, slempre con p < 0,001),

la cifra de hemoglobina presentd correlacidn con el hematoerito y HC
(con sendos 1 de 0,961 y 0,63G; p < 0,001),

el hematocrite con VCM (1 0,574; p < 0,001),

Ja CHCM con HC y Area Il (con r de 0,725 y 0,608; p < 0,001, grafi-
cas 5y 6),

la HC con el % Hiper y con el Area 1l (sendas r de 0,829 y 0,826;
p < 0,001 siempre, grdlicas 7 y 8), tratdndose de verdaderas correla-
ciones signilicativas por ser pardmetros definidos a partir de la curva
de distribucién de los hematfes segim concentracidn de hemoglobina,

¢! % Hiper exhibfa una relacién de tendencia con la cifra de reticuloci-
tos v el Area I {r de 0,508 y 0,567; p < 0,001},

el RDW con la cifra de reticulocitos {1 0,358 p <. 0,001, grdfica 9).

Es un detalle importante a sefialar que el % Hiper muestra correlacién

estadisticamente significativa con el pardmetro HC y na con CHCM (grd-

fica 10), explicable por ser el CHCM un valor caleslado a diferencia de

HC, cuva medida es directa.

Los datos del estudio de RGO exhibieron las siguientes relaciones

de tendencia entte sf y con datos hematolégicos y bloguimicos:

la RGO inmediata inicial con RDW {grifica 11) haploglobina y Atea |
(con r de 0,537; 0,515 y -0,525, respectivamente, con p < 0,001},

la RGO inmediata media con la RGO incubada inicial (r 0,644
p < 0,001},

la RGO incubada inicial con RDW, reticulocitos, ¥ RGO inmediata me-
dia (con sendos ¢ de 0,518, 0,526 vy 0,505, siempre con p < 0,001},

Ja RGO incubada media con % Hiper (grdfica 12) RDW (grdfica 13) re-
ticulocitos (gidfica 14), haptoglobina, RGO inmediata inicial y media
y RGO incubada Inicial {con 1 correspondientes de 0,531, 0,603, 0,593,
-0,529, 0,590, 0,547 y 0,797. con p £ 0,001 en todas ellas),

la RGO incubada total con la RGO inmediala total  {r 0,525
p £ 0,001).



Estas relaciones descritas reflejan un vineulo entre la distribucidn de log
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hematfes segin volumen y la prueba de fragilidad osmética, que indica"

que las EH no esplenectomizadas poseen una poblacién de hematfes hetero-
génea integrada por reticulocitos y células maduras de fragilidad osmética
variable, segin sy pgrado de condicionamiento esplénico. A  este hecho
puede a(riimirsa que la correlacidn esperada entre pardmetros de esferoci-
tosis (que solamente traducen la presencia de esferocitos en una muestra,
sin apottar informacidn sobre su causa) como HC y % Hiper y datos del
estudio de fragilidad osmética se limite a la relacidén de tendencia entre
% Hiper y RGO incubada media, aunque de acuerdo con la observacién de
que las células hipercrémicas son susceptibles a la hemélisis osmética !4
137 La relacién de la fragilidad osmética con la haptoglobina resulta
obvia al tratarse de un pardmetro indirecta de hemélisis,

El andlisis de los datos bioquimicos ha ofrecido relaciones de ten-
dencia entre las siguientes variables:

- la cifra de bilirrubina total con RDW (r 0,513; p < 0,001),

- ¢l valor de ferritina sérica con VCM y HCM (con sendos t de 0,513 y
0,536, con p < 0,001 en ambos casos),

- la haptoglobina con el nimero de hematfes (grdfica 15), RDW, RGO
inmediata Inicial y RGO Incubada media (r de 0,688, -0,517, 0,515 vy
-0,529, slempre con p < 0,001),

- la EPO con el ndmero de hematles, hemoglobina hematocrito y RDW
{con r de -0,675, -0,694, -0,672 y 0,759, respectivamente, y p < 0,001,
grificas 16, 17, 18 y 19).

Ellc traduce la relaclén entre pardmetros de hemdlisis y la consecuente
eritiopoyesls compensadora.

Los datos del estudio de la membrana erltrocitaria mediante $DS-
PAGE no han mostrado asociaciones con otros valores segin la correlacidn
lineal de Pearson y regresién minimeo cuadrdtica entre variables,

Descrito el andlisls de los datos cuantltativos, es esencial realizar
mencidn especial al estudio de la variable GRAVEDAD, que siendo un pa-

rdmetro discrete o cualitativo podrfa considerarse como una varlable semij-

cuantitativa, La correlacién lineal de Pearson y regresién minimo-cuadriti-
ca entre dos variables mostré relaciones de tendencia y correlacién con
-los pardmetros nimero de hemaifes, hemoglobina, hematocrito, RDW, reti-



culotitos, bilitrubina total, EPO y RGO incubada media (con sendos r de
-0.598, -0,530, -0,540, 0,761, 0,530, 0,595, 0,651 y 0,536, siempre con

p« 0001, grdficas 20 a 27} indicando la asociacién entre el estado hemo-

litlco v eritropoyesis compensadera, [ragilidad osmética y gravedad de
curso clinico de la enfermedad,

Con el ffn de estudiar el comportamiento de los pardmetros asocia-
dos a esferocitosis respecto de la gravedad, se aplicd un contraste no pa-
ramétrico (U de Mann-Whitney pata datos no emparejados, previo ANOVA
H de Kruskal-Wallis) comparapds las EH leves-asintemdticas versus las
EH moderadas y graves pglobalmente. puesto que son solameme 4 los
enfermos graves no esplenectomizados incluldos, nimero insuficiente para
ser analizado de forma independiente. De este modo s¢ constataton dife-
rencias estadisticamente significativas respecte de las variables % Hiper,
RDW, RGO inmediata inicial y EPD, con p < 0,001, y Area ll, RGO inme-
diata media y Sp/B3, con p < 0,05, demostrando que estas pardmetros se
modifican de acuerde con la gravedad de la EH (tabla XIil), cuya magnl-
ted traducen,

E} motivo de pormencrizar tan exhaustivamente este andlisis Intra-
grupo radica en el hecho de que es en los enfermas na esplenectomizados
en auien la EH se manifiesta flsiopatoldgicamente con plenitud. Ante el
conjunto de dales comentado, hemos elaborado una clasificacién de la
entidad segin su expresividad bloldgica {tabla XIV), en la que relacionamos
los valores de los pardmetros hematoldgicos, bioquimicos v del estudio de
la membrana eritrocitaria pot SDS-PAGE con la evolucién clinica mis co-
muin de cada una de las cateporias de enfermos no esplenectomizados de-
finidas por su gravedad.

4.2.2. Enfermos esplenectomizados, Estudio intragrupo

En este colectiva de 19 pacientes (N=19}, 15 de curso clinico
moderade y 4 graves, se aplicdé la correlacidn lineal de Pearson y regre-
sién minimo~cuadrdtica entre dos variables cuantitativas para analfzat pa-
témeiros asociados a esferociiosls y daros de los estudios de fragilidad os-
mética v de membrana eritrocitaria, abservindose las siguientes relaciones
de tendencia y correlacidm

- la HC con RDW, % Hiper, Artea I y RGO inmediata iniclal {con 1
0,536, 0,904, 0,598 y 0,662 respeciivamente, con p £0,01 en todas eflas
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excepto p < 0,001 para la refacidn con ¥ Hiper, gidficas 28, 29, 30 y
i),

- el % Hiper can RDW (r 0,710 p «< 0,001, grdlica 32} v RGO inmediara "
inicial {r 0,680 y p< 0,01, grifica 33),

- el Area It con la RGO inmediata total (r 0,616; p < 0,05).

En este gtupe de enfermos se pone de manifiesto la relacidn entre pard-
metros indicadores de esferocitosis, hemélisis y fragilidad osmética, refle-
jando que las células mds hipercrémicas son las mds frdgiles osméticamen-
10?4137, pe forma andloga & las EH esplencctomizadas, los contenidos
de la membrana eritrocitaria en espectrina y ankirina tampoco han presen-
tado asociaciones estadfsticas con otros pardmetros.

Basdndose en los estudios intragrupo de ambos blogues de enfermos,
resulta imporiante sefialar la naturaleza de las interacciones de la variable
RDW, asociada en las EH no esplenectomizadas con la reticulocitosis y la
RGO inmediata inicial e incubada medla (ésta a su ver relacionada con el
% Hiper), mlenttas que en las EM esplenectomizadas la asociacidn se pro-
duce con ¢l % Hiper y Ja RGO Inmedinta Inicial, Esto se debe n que en
los enfermos no esplenectomizados la amplitud de la curva de distribucidn
de los hematles sepdn volumen obedece & una poblacién etitroide heterogé-
nea a expensas de teticulocitosis y de células mds o menos hipercromas,
segin su grado de condicionamiento esplénico, cuyn hemélisis csmética
puede [acilitarse con un tratamiento de Incubacidn que aproxime su volu-
men hemelftico critico, En camblo, en los enfermos esplenectomizados, la
amplitud de dicha disttibucidn corresponde a una poblacién de hematfes
més homogénea por predominic de células hipercromas osméticamente
Trdgiles, como se ha desetlto previamente H1%136039 141 efecto so
produce, sin duda, en e grupo de EH no esplenectomizados, pero la reti-
culocitosis enmascara su repercusién en el estudio estadfstico.

4.2.3. Respuesta a la esplensctomfa

De loz 19 enfermos integrantes del grupo EH esplenectomizados,
se dispuso en 11 casos {8 de curso ¢linico moderado y 3 graves) de parte
de sus datos hemocitométricos previos a la esplenectomfa, principalmente
nimero de hematfles, hemoglobina, hematocrita, VCM, HCM, CHCM y cl-
fra de reticulocitos (tabla XV). Con el {fn de evaluar la respuesta tera-
Péutica hablda en estos 11 paclentes se aplicé un contraste no paramétri-
co T de Wilcoxon pata datos emparejados (procedentes de un mismo gru-
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po}, que demostrd diferencias estadisticamente significativas con p < 0,001
entre los valores pre y post esplenectomia dnicamente de las variables
némero de hematfes, hemoglobina y hematocrito (tabla XVI1), hecho consis~
rente con la afitmacién de que la esplenectomia produce correccién de la
anemia crénica o episédica. Cabe menclonar otros efectos, como la reduc-
cién de la retlculocitosis (sin diferencias estadfsticamente significativas
entre sus valores previos v postetiores a la esplenectomia) y del RDW (no
analizado por disponer de sus ciftas pre esplenectomia solamente en 3
casos).

4.3, Enfermos y conttoles. Estudios intergrupos

La compatacitn de los pacientes no esplenectomizados y esplenec-
tomizados entre sf v versus el grupo control se realizd mediante pruebas
no pammélricm;m2 aplicando el contraste U de Mann Whitney, datos no
emparejados {precedida por el ANOVA 1 de Kruskai-Wallis) a los pard-
mertos hemocitoméiricos v del estudio de la membrana eritrocitaria, dni-
cas variables comunes con los controles; en lo tabla XVl se detallan las
diferencias halladas y su significacidn estadfstica. Estos resultados denctan
varies hechos:

- los pardmetros hemocitométricos ¥ del estudio de la membrana eritro-
citaria presentan diferencins estndisticamente significativas al cotejar
los enfermos no esplenectomizados versus el grupo control,

- la esplenectomfn produce tesolucidn de la anemia crénica o episddica
con reduccidn de la reticulocitosis y la normalizacidn del RDW; la
comparacidn entre pacientes no esplenectomizados ¥ esplenectomizados
de la misma gravedad (formas moderadas y graves) exhlbe descensos
del % iiper, RDW, RGO incubada media y Area U (p < 0,05 en todos
los casos)como efcclos de la espleneclomia al desaparecer el condicie-
namienta esplénico y reduciise la hemdlisis,

- a pesar de la esplenecromin pessisien las diferencias estadisticamente
significativas entre las EH y el grupo control tespecto de aguellas va-
riables derivadas de la curva de distribucién de los hematies, segin
concentiacidn de hemoglobina medida directamente: HC, % Hiper, Area
y Atea 11, pardmatros, por tanta, realmente indicadores de la existen-
cls de esferocitosis en sangre periférica, ‘

- los datos del estudio de la membrana etitrocitatia conservan sus dife-
tencias estadfsticamente significalivas respecio de) grupo conirol, inde-
pendientemente de la esplenectomfa, compariamiento )épico por el ca-

rdcter de defecto estructural y genéiico de la EH.



Los pardmetros hemocitométricos definidos a partir de la curva de
disuribucién de los hematies segin concentracidn de hemoglobina estimada

directamente mediante citometria de difraccidn de luz ldser varfan, depen-

diende del curso clinlco de la enfermedad o gravedad, y mantienen dife-
rencias estadisticamente significativas con el grupo control en el caso de
los enfermos esplenectomizades, por lo que apatentemente permiten diseri-
minar la existencia de esferocitosis, calidad morfoldgica en modo alguno
patognoménica o exclusiva de la EH. La evalvacién de la eficacia diagnds-
tica de estos pardmetros y de esta tecnologla en la EH se ha tealizado
en el grupo de enfermos no esplenectomizados, en quienes el defecto
ofrece al completo su genuina fisiopatologfa (tabla XVIH),

La distribucién de {recuencias de la variable HC (gréfica 34)
muestra que en el 93% de los conmtroles (133 de 140) es inferior a 35
g/dl., miemras que en un 72% de las EH (31 de 43) excede esta cifra,
existiendo superposicién de ambas distribuciones, La definicidn de 35 g/dL
como el umbral de HC por encima del cual se sospecha esferocltosis,
gupone una especificidad de la prueba aceptable que se pierde sin mejorfa
sustancial de la sensibilidad si dicho punto de corte ge desplaza a valores
de HC menores de 35 g/dL. La medida de este pardmetro resulta precisa
o teptoducible, con CV por debajo del 2%; su varlabilidad dentro del grupo
contral fue discreta, con €V de 2,64%, algo mayor en el colectivo de EH
no esplenectomizados, cuve CV fue de 4,785 HC constituye la media
artiiméuica de las concentraciones corpuscutares de un nimero de hematfes
dade v proporciona una orientacién global sobre la distribucién de Jos
hematfes segin concentracién de hemoglobina, curva de la que derivan los
patdmetros comentadas a continuactén,

La distribucién de frecuencias del pardmetro % Hiper {grdfica 35)
ha demostrado que aunque en das EH leves y asintomdticas puede set
inferior a 2%, en los controles es excepcional que supere esta cifra y
nunca sobrepasa 3%. Considerande como nivel para la detecclén de esfero-
citosis valores de % Hiper mayores de 1,5, 2 y 3%, la sensibilidad diagnés-
tica de la prueba fue de 90,7, 79 y 62,8%, respectivamente, con sendas es-
pecificidades de 94,3, 98,6 v 1008, La precisién de la medida del % Hiper
tesponde a un CV méximo de 30% (mayor cuanta mids alta es la cantidad
de hematies con concentracién de hemoglobina superior a 41 g/dl. en la
muestra estudiada) y sy variabiligad denttc de los grupos control y EH no
esplenectomizados ha obedecido a sendos CV de 67,4 y 100,4%.
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Respecto de las dreas definidas en la curva de distribucién de los
hematfes segin concentracidn de hemoglobina (grdficas 36 y 37), con el
fin de mejorar a utilidad diagndstica del método, sobre todo en las EH le-
ves ¥ asintomdticas, In capacidad discriminativa del Area Il es superior a
in del Area 1, segin sus distribuclones de frecuencias, aunque con mayor
solspamiento de enfermos y controles que con el pardmetro % Miper, sien-
da, por tanta, @l Area Il menos eficaz que €l en la deteccidn de esfefoci-
tosis. Al situar los puntos de corte para ello en Areas 1l superioresa 9 v
10%, la sensibilidad diagndstica de la téenica fue de 8B4 y 81,4%, con es-
pecilicidad correspondiente de 91,4 y 90,7%. El estudio de la reproductibi-
iidad o precisién del cdiculo del Area If ofrece un CV medio del 11%, y
la modificacion del pardmetro dentto de los grupos coattol y de enfermos
no esplenectomizados ha tenide lugar segin CV de 71,3 y 45,4%, respectiva-
mente,

La combinacién de % Hiper+Atea 1l en la definicidn de la esferoci-
1osis se lraduce en una discreta rteduccién de la sensibfiidad sin mejorfa
teal de la especificidad; 5§ esta combinaciin diagnéstica se considera
como % Hiper v/o Area 1l se produce un aumento de semsibilidad con lige-
ta disminucién de especificidad.

E! estudio de la membtana del hematfe en los enfermos mediante
SDS-PAGE arroja un descenso de ambas variables Sp/B3 (% 0,990,
S D.17) v Ank/B3 (% 0,195, SD 0,003} estadisticameme significativo res-
peclo del control normal {1abla XVIl) demostrativos de un déficit parcial
de especttina y ankirina de !a membrana erltrocitaria en la EH,

La eclicacia diagndstica de diches pardmetros del estudio de la
membrana erlirocitaria se describe también en la tabla Vil Las distri-
huciones de [recuencias de los enfermos {considerados globalmente enfer-
mos no esplencctomizados y esplenectomizados, ya que no se han aprecia-
do dilerencias estadfsticamente sighificativas entre ambos grupes respecto
de estas varlables) y conteles respecta de los coclentes Sp/B3 (gréfica
38} v Ank/B3 (grdfica 39} eshibe notahle superposicién aungue resulia de-
fipitiva el hecho de que minpdn control presenta Sp/B3 inferfor a 1,04 6
Ank/B3 par debajo de 0,197, La medida de estas variables en nuestro sis-
tema es precisa o reproducible, como se ha expuesto previamente (vénse
estudio de los contioles y cantrol de calidad), con una variabilidad en los
grupos contrel v EM consideradas globaimente segin CV de 47 y 11,85%,
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respectivamente, para Sp/B3, y de 0,5 y 11,84%, a su vez, en el caso de
Ank/B3. En cuamo a eficacia diagndstica del mérodo, la combinacién de
ambos pardmetros en el sentido de detectar al menos un cociente defecti~
vo supone una mejorfa de la sensibilidad sin detrimento de la especificidad.
El contenido proteico total de los estromas eritrocitarios estudiados obte-

nidos tante de casos como de controles oscild entre 1 y 2 mg/mi.

Como dato adicional, el inmunoblet antiespectrina fue normal en
todos los casos, descartando !a fragmentacién de esta protefna como

causa de su déficit.

4.4, Estudic de los progenitares de EH sin historia familiar

Este conjunto incluye seis parejas progenitoras de szendos casos de
EH sin antecedentes familiares de! defecie {enfermos con ndimero de
orden t, 7, 8, 31, 41 y 58). El contraste de este grupo frente a las EH
no espleneciomizadas mediante pruebas no paramétricas (U de Mann Whit-
ney precedido por el ANOVA H de Kruskal-Wallls) arroja diferencias esta-
disticamente significativas en todas las variable cuantitativas (bemoglobi-
nz, CHCM y Area | con p < 0,05; nimero de hematies, hematocrito, RDW,
bilirrubina total, LDH, EPO, RGO inmediata inicia) y media, Sp/B3 vy
Ank/B3 con p < 0,00, y HC, % Hiper, reticulocitos, Area Il haptoglobina v
‘los rres pardmetros de la RGO incubada con p < 0,001) excepto VCM,
HCM, sideremia. ferritina v RGO inmediata total. Si esta comparacidn se
tealiza solamente versus las EH no esplenectomizadas de gravedad leve-
asintomdtica, con quien el grupo de progenitores ofrece mayor similitud
ante la escasa expresividad del defecto, contindan existlendo las diferencias
estadisticamente significativas respecto de las variables nimero de hema-
ties, hematoctite, CHCM, LDH y Ank/B3 com p < 0,05; HC, reticulocites,
haptoglobina, RGO incubada inicial y total y Sp/B3 con p € 0,01 v %
Hiper, Atea Il y RGO incubada medla con p < 0,001,

El andlisis o pzramétrico de los progenttores frente al Rfupo con-
trol {1abla XVII) no pone de manifiesto diferencias estadisticamente signi-
ficativas al valorar los pardmetros hemocitométricos; en cambio, si las
presenla respecie de las variables del esiudio de la membrana eritrocita-
fia mediante SDS-PAGE, con p < 0,01 para ambas Sp/B3 y Ank/B3 a
pesar de le superposicién de sus distribuciones de frecuencias (grificas 38
¥ 39) en progenitores y controles. Este hecho demuestra que en el grupo
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de progenitores de EH sin afectacién familiar aparente existe un pequefio

grado de defecto no detectable por otros medios diferentesal SDS-PAGE

de la membrana eritrocitaria, sugitiendo que al menos uno de los miembros
de cada pareja presenta una forma de EH asintomdtica e imperceptible
por métodos diagndsticos convencionales e Inciuso por citometrfa de Iuz
fdser. Este’hecho apuma la rareza de las verdaderas formas clfnicas rece-~
sjvas de la EH,

El perfil bioldgico de este colectivo se indica en la tabla XIV
junto eon andloges datos de las EH no esplenectomizadas clasificadas se-
gién la gravedad del curso ciinico de la entidad.
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TABLA I

DEFECTOS MOLECULARES PRIMARIOS EN LA EM

Herencia

Autosomico dominanie

Autosbmico recesiva

Defecto
DEficit
Sp y Ank
Sp ﬁSIV
B&ficit severo
Sp y Ank
Sp & I1
péficit 4.2

Banda 3

Nombre

HS Sp+ Anks+

HS (35p-4.1

HS Sp+ Ank+

Sp eIl a

HS 4.2+/4.2°

Prevalencia

Com(n

+ 10 % EH

Raro

Raro
Raro (Occidente)

Raro

Observaciones

Asgciado al gen de la ankirina

Corregido "in vitro" por ags. reduciores

Poikilocitosis

Sp: Espectrina.
Ank: Ankirina.
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ABREVIATURAS, UNIDADLS Y VALORES DE REFERENCIA DE LOS PARAMETROS'

TABLA

CUANTITATIVOS

F 4
"

O N th B W N

[
- O}

12
13

NOMBRE

Namero de hematfes
Hemnglobina
Hematocrite
Vvolumen corpuscular medio
Hemogiobina corpuscular media
Concentracion Hb corpuscular media
CHEM medido directamente
% dr hematfes con IiL > 41 g/dL
[V de la distribuci6n segin volumen
kReticulocitos
Resistencia globular osmética
lisis inicial
lisis media (50% de lisis)
lisis total
% hematfes con 35 < HC £ 37,5 yfdL
% hematfes con 37,6 < HC £ 40 g/dL

ABREVIATURA

Hefes
Ho
HECL
VCM
HCM
CHEM
1
% Hiper
RDW
Relic
RGO
RGOy
RGUSU
RGOT
Area 1
Area [l

UNIDADES

1t
g/dL
%
fL
Pg
q/dL
g/dL

109/
% ClNa

VALORES DE REFERENCIA

Vi 5.5+ 1 M: 4,8 £ 1
¥: 15,5 + 2.5 M: 14+ 2.5
v: a7 o+ 7 M. 42 +5
86 + 10
29,5 + 2,5
32,5+ 2.5
iqual que CHCM
0.7 + 0
i3 9+ 15
100
inmediata incubada
0,53 + 0,02 0,75 + 0,05
0,43 £ 0,02 0,46 + 0,03
0,17 + 0,03 0,23 + 0.07
18,76 + 1,7
4,65+ 0,73

Los valores de referencia descrilos son para sujetos adultos, para nifos ecn referencia 110.
Los valores de referencia de I Hiper, Arca I y Arca Il corresponden a los intervales de confianza del 991 del grupo

control.
CV: coeficiente de variacitn.
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TABLA 1

1 {continuacifn]

ASREVIATURAS. UNIDADES Y VALORES DE REFERENCIA DE LOS PARAMETROS CUANTITATIVOS

Ne HOMBRE

14 Bilirrubina total

15 Lactato deshidrogenasa
16 Sideremia
17 Ferritina

18 Haptoglobina
19 Eritropoyetina

20 Contenido de la membrana eri-
trocitaria en espectring
21 Contenido de ia membrana eri-

trocitaria en ankirina

ABREVIATURA

BT
LDH
Fe
Ferrit
Hp
EPQ

Sp/B3

Ank /B3

UNIDADES © VALORES DE REFERENCIA

mg/dL 0,2 - 1
ufL 230 - 380
g/fdL 37 - 158
ng/ml | y: 7 - 300 M: 14 - 150
mg/dL 13 - 163
U /mb v:17,2+¢ 5.5 M: 18,8+ 6,2
- 1,128 + 0,031

- 0,200 + 0,003

Los valores de referencia de Sp/B3 y Ank/B3 corresponden

a los intervales de confianza del 99% del grupo control.
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TABLA 11

ABREVIATURAS Y CODIGOS DE LOS PARAMETROS CUALITATIVOS ESTUDIADOS

o N W

NOMBRE

Sexo

Herencia

Gravedad clinica de 1a EHY

Familia

Acantocitos en sangre periférica
Esplenomegalia

Coleiitiasis

Inmunoblot antiespectrina

ABREVIATURA

H

Ac

Em
Clit
Iblot

con1se

V: varén
M: mujer
D: dominante
ND: no dominante
NS: desconocida
L: leve o asintomitico
M: gravedad moderada
G: grave
una letra del alfabeto maylscula
0 minfscula para cada familia
S1 o NO
S1 o NO
S o ND
N: normal
AN: anormal

* Yéase texto.
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TABLA
ENFERMOS NO ESPLENECTOMIZADOS. DATOS CLINICDS, BIOQUIMICOS Y DE MEMBRANA

v

e

(YO I - L T A L)

pij

11

r”
%
5
%
ks
18
W
21
2
24
5
7

fdad

13
n
5
8.4
4
k
3
&
10
4
5
Y
1%
13
35
3
5
%
33
5t
15
2

Sexo

L}
¥
¥
v
L]
¥
M
v
M
¥
v
H
¥
¥
¥
¥
M
L]
M
H
v
]

a

- - % o~~~ X ® F ~ ~ R - X @ A ~ M~ E X

F R T B S

T T I - T R U R

im

51
s1
HO
#l
s1
HO
51
51
st
Bl
SI
51
111
h¥
50
LUl
L1
K0
st
NG
KD

Eyit

Ho
st
Lb]

L]
Ho
L)
HO
L1
N0
14
b
i
Ho
{4
L}
N0
Ho
ND

81

1,6
6
3.7
0,2
9,5
1,4
z
0.6
1.9
2,7
1.8
i
5,6
3,2
1.9
0,3
1.5
1%
0,
0.7
0,5
0,5

LoH

305
213
z38
272
10
20k
1067
245
282
B
161
305
20
328

324
160
255
108
Th6

11
131

fe

97
33
83
56
126
78
W
88
85
156
223
79
1h
87
114
94
9t
85
1t
7
97
89

Ferril

166,2
4139
76
194
66,6
166,1
50
135.9
63
963,5
1251,4
24,7
99,4
84,1
~ 43,9
10,8
178
98,3
25,8
59,4
b1z
30,7

Hp

<5
<3
<35
31,2
11
<3
84
<5
<5
43
<3
<3
<3
<5

<5
£5
<5
4
<s
95
51

PR

99,99
22,07
47,09
15,71
7,49
7.2
204,49
33,49
21,38
68,89
31,47
37,54
$2,91
096,72
Sh. b1
13,5
33.83
72,60
224,77
55,58
' 9,58
7,04

spfe3

0,954
0,94
1,115
0,979
0,952
4,975
¢,97¢
0,97
0,994
1,132
0,998
1,604
1,013
1,124
1,602
0,986
0,988
0,968

0,953
0,996
0,997

1,000

Ank /83

0,193
0,195
0,91
0,155
6,192
0,195
0,%95
0,193
0,198
0,199
0,191
0,197
6,205
0,203
6,194
0,195
0,193
0,151
6,189
0,794
0,174
0,111

Iblot
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Casos mos. 11y 12 afectos de hepatapalia crinica.
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ENFERMOS MO ESPLENECTOMIZADOS.

TABLA

Iy

[continuacién)
DATGS CLINICOS, BIOQUIMICOS ¥ DE MEMBRANA

e

3
32
35
36
37
38
3
48
49
58
59
60
61
62
63
65
4]
69
70
Tt
7

Ldad

65
20
L3

29
28
5.6
54
16
21

12

7
16
22
54
43

Sexo

“ 2 X & < X < T L T € X KT = X X X & ¥ E =

o

- 2 X M~ X &~ ~ P M~ -~ @ ™~ ™~ X & X X2 - Mo

-

I - I - T R o B - T o T T A R T

im

sl
KO
kg
il
51
L1
st
o
HO
3t
ko
51
LU
Ko
L1
Ko
5i
HO
St

Clit
11}
st
Ho
3|
N0

L]
Ko
HG
HO
L]
LU
Lii)
L1}
X0
LY
HD
L1
H0

&1

5.5
0.4
0.6
1,9
6,7
0,5
2.3
4.5
0.4
3,2
0,5
1,3
0,9
0,6
6,9
0,3
5.3
Z,8
3,2
1,3
p.6

106l

125
125
340
356
226
k59
372
277
334
456
132
112
236
562
391
618
493
384
7
170
2

fo
g
61
136
166
1]
8z
5
154
88
gt
15
127
178
e
7
1M1
128
7%
121

"102

7

ferril

k6,2
53,7
L1
124
45,8
12
23,5
127
63
88,8
187
18,1
k2.h
20
35
18
12
104
78,3
79,5
K

Hp
<5
w7
13
20
13,1
<5
<5
131
163
<5
70
73
87
15
23
50
<5
26
25
66
108

£ro

78,94
17.80
.96
41,01
32
58,31
79,58
5§42
B,45
42,03
31,97
19,7
23,25
6,19
7,23
6,41
32,01
38,81
74,17
48,48
5,31

sp/83

0,871
1,012
1,130
0,581
1,020
0,978
0,93%
1,033
1,019
2,995
1,049
1,049
1,081
1,152
1,19%
1,090
1,003
4,00%
1,034
1,031
1,069

Ank /B3

0,185

. 9,786

0,99
1,197
0,19
0,195
0,192
0,198
8,195
6,194
0,19
0,200
0,158
0,195
6,195
0,136
0,197
0,194
6,198
0,193
0,19

Iblot
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ENFERMOS NO ESPLEMECTOMIZADOS. DATOS HEMATOLOGICOS

TABLA

v

RGO;  RGlsy  REDp  RGO;  RGGg,  RGDg

| 1] Hties [ Ret YCH  NEM CHCH  WC WIPER TN Relic (INMEDIAT L) CINCUEADA)D ic 1 11

1 6,% 1,1 336 Ba8 26,8 33,1 37,9 23,94 W, 258 9,65 0.5 6,36 0,90 0,59 0,50 WO 15,26 27,28
5 4,32 9 6 959 34 %6 358 3.9 T 39 0,5 0,42 6,35 0,80 0,68 - 0,5 N0 26,85 18,77
4 5,24 9,9 27,6 85,2 30,5 35.8 375 9.7 17,6 50%,4 0,50 0,42 4,30 9,80 0,75 9,60 HY ¥1,54 32,58
5 5,99 15,2 32,5 83 28,2 4.6 3,10 1,1 12,5 71,8 0,40 8,40 0,50 0,80 0,66 9,40 K0 25,38 9,43
§ 5.2 13,8 k05 7RG Z64 FhE 355 1,1 12,9 1094 6,55 8,57 9,48 9,90 0,67 0,55 M 15,827 6,71
7 3,73 m.9 3.2 88,3 29,2 33,8 38,7 239 21,1 55%, 7 0,60 @,58 .45 3,90 0,817 8,50 LO] 26,19 21,91
8 4,25 .9 296 89,7 57 ¥4 39 v6,8 25,8 11845 0,50 0,35 49,3 4,99 0,75 6,55 K0 19,96 Z1.%%
] 3,91 @2 4,7 88,8 31,2 55,17 37 b6 15,2 I0h9 865 8,53 0,40 8,50 0,75 0,45 KB 25,09 11,8%
0 2% 0,5 34,8 82,2 3Lt 38,3 39,0 2.4 1,8 587,7 0,50 a,43 4,35 0.7 0,6% 2,50 L 12,58 27,08
11 4,30 15,5 3.6 Wk 36 35,5 3,6 &6 15,8 23,7 0,55 D47 ok a9 8,73 2,50 ¥ 36,95 26,12
12 L07 15,8 %2 M52 39,5 W3 38 26 15,2 2856 0,70 5,5 8,35 0,86 0,6k 8,50 Ny 26,09 7,98
1k 4,77 3.5 36,5 82,6 32,3 36,9 32,7 15 1,2 497 0,65 0,49 2,35 0,50 0,72 0,55 P 31,717 23.0%
15 L60 16,2 47,4 103, 35,3 k2 3.6 7,6 16,5 B87.E 0,60 D48 £30 0,00 9,72 0,30 HD 32,76 22,26
16 3,72 11,9 34,9 53,9 32 T 33,% 5,9 19,9 561,7 0,65 a.50 6,30 0,90 9,72 1,30 Hp 22,01 15,80
7 4,86 14,7 38,9 80,1 30,3 37.8 38,7 20,9 16,5 305:8 0,70 0,44 6,30 0,9 0,75 6,56 KO 26,4k 27,76
28 4,91 12,1 33,2 mA6 294 36,5 37,8 8,8 15,4 73,9  0,k5 9,42 0,3¢ 0,80 Q.65 0,h K0 32,65 38,67
19 5,08 1h,1 38,2 95,5 b B8 38 0,6 5 3WE 050 0,43 0,35 1,00 9,67 0,55 N0 29,58 37.k2
2 3 1,7 33,7 0M,5 26,9 34T 362 89 17 %32 0,5 9,51 5,20 0,9 9,73 6,45 N0 25,89 20,67
22 Ry 15,2 35,3 86,5 32,2 33 3.8 1% 12,3 95,3 0,45 0,43 6,30 0,80 i,62 2,40 L.11] 35,71 25,68
il 371 1.8 38,9 wWys MB 295 325 0,5 16,k kh 2 0,80 0,43 8,35 0,90 0,64 0,45 KD 6,98 0,92
2 5% 15,7 4.2 95,7 30,5 32,5 5.6 2,h 0 2 91 0,50 0,57 0,20 0,80 0,60 0,35 W0 32,2 11,62
27 ﬁjy 12,6 31 Bg,6 29,6 33.% 33,9 0,8 W2 93,7 0,5% 0,ha 0,20 t,70 0,62 0,35 m‘ 18,84 7,57
Casos ;nns. 41 y 12 afectos de hepatopatia crdnica. §



TABLA

¥ (continuacitn)

ENFERMOS NO ESPLENECTOMIZADOS. DATOS HEMATOLOGICOS

1]
32
35
36
37
38
39
58
49
58
59
60
61
62
63
65

69
70
2l
e

Rties

2,72
3,03
5.56
4,33
4,08
k38
& 19
5,42

Z,1%
4,52
k.32
5,02
4,32
4,72
4,68
R,23
5, Th
3,76
4,45
5.kz

6,5
2
18,6
M,6
11.8
11,9
12,1
13.7
1%,7

5.6
15,2
"9
16,8
12,5
",z
13,3
.3
13,7
1,6
.1
16,5

19,9
41,2
50,5
2z

37.5
32,3
35,4
A6 .8
£3.1
18,1
43,5
k2,3
48,2
34,8
§1,4
38,2
38,2
37,4
34,9
4z

46,9

YCH

73,3
81,9
90,8
97

91,7
73,8
84,5
86,k
86,1
84,4
96,2
9

80,6
B7.7
81,7
91,2
90,4
92,3
5t,2
85,6

HEn

23,8
27,9
29.8
33.8
28,68
27,2
29,8
29
29,4
6,2
33.6
38,8
333
28,8
30,0
28,%
33,7
35,1
30,9
31,7
3,4

HEn

32,5
54,1
32,8
3%.8
3.4
36,9
34,1
33,6
34,1
31,0
34,9
35,3
54,9
35,7
34,2
3,7
3.3
36,6
33,2
33,b
35,1

#C

32,8
33,4
34,7
36,2
33,9
38,1
37,2
3.3
36,2
33,7
35.5
35,8
35,7
36,2
35,1
3,6
37,9
36,8
36,4
35,7
35,2

RIPLR

5.%
1,6
1,6
8,7
4.4
23,5
15.%
1,7
2,4
3.9
Z2,8
2,9
2,5
Lk
1.9
1.6
25,5
13,5
7.8
5,1
2,1

21,7
*%,3
13,7
15,7
19,%
18,9
18,8
12,3
11,3
27

3

2,7
12,5
12,3
1,7
12,3
19,7
16,5
16

4,6
11,7

Retic

625,86
316.9
83,4
1621,9
652,8
490,2
590,8
34,1
110
13,3
99,4
2,5
00,4
90,7
75,5
79,56
501,5
14,9
338,4
151,6
85

¥Wop RO,
{1AmMEBI
0,70 0,55
a,5% 8,54
a,45 0,43
9,50 0.kb
0,50 0,49
0,60 0,48
2,70 0,53
0,45 0,4k
0,45 8,39
0,55 0,4
0,45 8,43
0,45 0,43
0,45 0,h2
0,40 0,38
0,45 0,42
0,45 0,48
9,65 0,49
2,55 0,45
0,50 0,47
0,55 6,4
0,45 0,k2

£6O,
AT A4)

9,30
0,46
e,3%
0,40
0,38
8,35
8,35
0,k0
0,20
0,30
0,35
0,35
0,35
9,30
0,35
0,30
0,48
8,35
0,40
0,40
¢,30

RGOy

RE05,

e50;

(INcuBABA)

0,%
0,90
0,70
0,90
0,90
0,90
1,00
0,7¢
0,70
0,80
8,70
8,70
0,70
9,65
0,65
0,70
0,90
0,90
0,80
a,90
0,70

6,73
8,75
0,59
0,68
0,49
0,81
0,85
0,60
0,57
0,56
0,58
0,57
4,58
0,50
0,56
0,53
0,65
0,6%
0,70
0,68
0,55

0,45
e,45

. 0,50

&,5%
8,35
&,60
0,68
0,50
0,45
0,45
o,50
4,50
0,50
0,45
0,45
0,40
0,50
0,50
¢,50
0,55
0,40

Ao

L1
H
g
NO
Ho
SI
Ko
KRG
L1
Ko
L]
LU
1]
L1
®0
Ly
L]
NO
.4}
L1}
L]

15,77
14,86
28,12
33,33
16,89
26,56
21,75
31,21
46,95
20,90
27,21
33.63
35.56
31,60
33,52
23,43
8,31
23,04
27,98
25,63
26,60

i1

7.60
g,kB
15,32
1,354
20,31
23,99
10,62
13,5
15,00
13,63
18,06
16,57
22,60
12,56
13,47
18,83
20,11
3,09
16,%1
3,33

01



TABLA

Yi

ENFERMOS ESPLENECTOMIZADOS. DATOS CLINICOS, BTOQUIMICOS Y DE MEMBRANA

L]
20
3
i3
28
29
30
33
h
40
LY
LH
43
b
5
64
66
&7

fdad
7.9
39
ki
22
45
37

9,1
34
66
3
30
12
36

12
12
b1
27
18

Sexo

<=I==2¢<33<¢<:3=<<<

= e
w

E e e oa o @ e

IR T — T — B — L

n

z:xmzzzxm:::::m:::m

P . - T % I

[

a s a n

- o, oW

m

L1it

¥0
51
1]
SI
ND
L1]
L]
L1
L&)
Ho
1]
11
i
ND
HO
111
sl
L 1]

11

0,6
0,5
0.8
0,5
11
1,1
1,3
3.2
0,7
0,6
0,5
0.5
0,7
0,7
4,6
0,6
0,6

03

1,9

LDH

479

84
220
53
107
149
7
951
"
204
304
136
152
208
192
211
302
334
319

fe

2
115

150
151
228

81
1t
173

79
76
80
07
119
117
83
9%
435

ferrit

83
556,9
384,3

5.7
613,7
341

87
704
o4k, 2

94,8

97,3

70,5

1920,9

51,7

37.2

42,4

Kb
76

g

64
40
33,8
186
74,2
60
<5
<5
86,8
51,8
81
87,6
67,5
26,2
2.4
3
166
7
68

tPo

10,3
9,87
20,81
28,49
28,08
21,60
16,27
25,14
19,87
22,91
21,83
20,49
H,379
9,69
8,80
11,85
21,21
22,88
22,88

Sp/f83

0,37

0,973

1,013
©,935
1,023
0,941
1,029
1,064
0,935
8,910
0,879
0,942
0,987
0,999
0,965
2,879
1,072
1,247
1,062

knk f33

0,195
0,202
0,195
0,193
0,193
0,195
0,192
0,193
0,193
0,19
8,190
0,188
0,200
0,200
0,157
8,791

0,195
0,195

0,194

iblot
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ENFERMOS ESPLENECTOMTZADOS. DATOS HEMATOLOGICOS

TABLA

Il

3
20
73
26
28
29
30
33
3
40
Y
k2
3
b
45
b4
66

67

Hties

4,98
5,03
4,95
4,87
4,22
h,78
4,67
4,62
5,13
4,50
kb8
5.00
5,79
5,53
5,23
5,00
5,85
4,70
5,98

b

13
19,4
1.9
15,1
15
13,9
15,1
16,2
1%
16,2
1
15,1
15,2
15,9
15,2
1,3
1,5
14,9
17,3

Het

35,5
2
51,4
41,3
k3.3
45,5
4,1
W3

47

43,1
40,2
h2.2
46,3
4,9
5,6
42,1
42,5
40,6
48,7

YN

71,4
47,9
103,8
84,9
102,7
93,2
85,9
93,1
91,7
00,3
85,8
Bl 4
96,6
84,8
87,2
84,1
87,7
85,5
81,5

RCM

26,2
31

34,1
3

35.5
33,2
32,3
35,1
3
3

30

30,2
31,7
28,8
29,1
29,5
29,9
31,6
28,9

CHEM

36,6
35,2
3z.8
36,6
34,5
34,9
37,9
3.7
3,1
2,9
35
35.8
32,9
33,9
33,3
35,1
34,1
36,6
35,5

HC

373
36

32,1
36,8
33,9
36,1
39,5
39,6
34

32,9
35,2
3.6
33,h
34,3
33,9
35,8
35,4
37,4
BT

HiPER

75,1
2,8
0,2
5,7
?
3.5

23,3

25,1
0,6
0,3
2,%
1,8
0,5
0,6
0,4
3.2
3,9

19
9,3

RDW

1,5
11,2
3.4
12,5
12

12,2
12,5
14,4
16,9
11,6
12,9
12,3
12.6
11,6
12,5
11,8
13,2
15,3
13

Retic

224,
145, &
267,3
41,7
80,2
28,5
1004
974,8
287,3
98,9
8h,2
290
148,5
94,01
16,4
B0
60,1
19,4
2571

RGO;  RGOgg
(TmKepog
0,55 0,47
0,55 0,48
0,5% 0,45
0,50 0,54
6,80 0,49
0,86 0,45
6,50 0,43
0,45 0,42
8,55 0,49
0,50 0,42
0,65 6,09
0,65 0,49
0,45 0,40
0,50 0,47
0,55 0,48
0,60 0,48
6,50 0,47

RGOy
ATA)

%60y

IGUSG

#60;

{INLURADA)

0,90
0,90
0,90
0,90
1,00
1,00
1,80
0,90
0,90
0,90
6,90
0,80
0,80
0,50
0,60
0,90
0,90
0,80

0,80
¢,80
0,75
0,81
8,95
,80
£,86
1,30
0,80
¢,81
0,7%
0,67
0,67
0,75
@,50
0,78
0,72
0,67

0,55

T 0,45

0,55
0,60
0,45
0,45
8,70
2,50
2,55
0,35
0,55
0,45
0,45
6,50
0,40
2,55
0,55
0,50

st
St
Ko
51
st
tH
Lh]
H0
b33

L1i]
H0
NG
L1
K0
E]1]
51
SI
SI

20,85
33.79
6,50

36,01
37,18
36,13
31,18
31,66
21,84
3

28,31
27,45
18,53
27,65
18,36
28,78
28,12
24,86
30,04

11

30,39
18,79
2,26
26.28
13,90
17,21
8,55
8,76
5,67
Z,65
13,37
%99
7.1
B, 1%
6,77
18,48
18,50
21,43
27,09

+Ot



TABLA

vyill1

PROGENTTORES E!Y. DATOS BIOQUIMICOS ¥ DE MEMBRANA

ko

47

51
52
53
54
55
56
57
72

(§

SEXD

31

0,3
0.3
0,5
0,4
0,5
0,6
1,1
1.4
D,6
0,4
0,3

0,6

133
w5
313
302
6h
74
71

114

56
T3

195

Fe

123

53

87
142
13

1hS

67

69

Territ

195,2
1

345

02,4

70,6

Hp

139
125
286
134
103
43
10
65
82,7
11h
40

106

[R41)

5pfe3

1,087
1,028
1,037
1,054
1,145
1,076
1,096
1,066
1,015
1,043
1,052

1,199

Ank /B3

0,196
0,197
o197
5,198
0,200
0,205
0,199
0,198
0,135
0,197
0,198

0,197

Inlat
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PROGENITORES EH. DATOS HEMATOLOGICOS

TABLA

I X

L1

&7

51
52
93
Sk

55

57
72

FE]

15,6

Hct

46,1

YiM

7
83,7

90,8

88,7
LY
98,3

01,6

HCN

26,7

27,2

31,1
28,5
30

30,2

CieM

35,8
32,4
343

3"‘1

e

34,6
32.9
34,9
34,3
AN
35,1
33.2
b33

34,3
30,6
31,9

3.4

HIPER

1,k
0.4
0.9
a,5
0,4
1

0,3
0,2
0,5
8,1
0,3

0,2

ReW

13,6

15,2

12,1

.7

Retic

34,9

14 b

87.%

41,7
B,k

L9

61

RGOy

RGlgq

RED;

(IKMEDIATAY

0,45
8,50
0,46
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TABLA

X

CONTROLES (N = 140). DATOS HEMOC1TOMETRICOS. TABLA DE MEDIAS

Paramelro X S IC95 1 1€ 99 % i€ 99,9 % Rango
Hties 4 845 0,442 4,845 + 0,074 4.845 + 0,096 4,845 4 0,120 5,98 - 3,77
Hb 14,445 1,259 14,445 + 0,212 14,445 + 0,275 14,445 + 0,345 18,30 - 11,90
Het 43,768 3,752 43,768 + 0,634 43,768 + 0,824 43,768 + 1,033 53,76 - 35,00
YCM 90,476 4,075 90,476 + 0,688 90,476 + 0,894 90,476 + 1,121 102,80 - 81,50
HCM 29,796 1,835 29,796 + 0,254 29,796 + 0,330 29,796 + 0,414 33,30 - 17.i0
CHCM 33,017 0.800 33,07 + 0,136 33,017 =+ 0,177 33,017 + 0,222 35,30 - 30,70
HC 3,514 0,885 33,514 + 0,150 33,514 + 0,195 33,514 + 0,244 35,80 - 30,50
Hiper 0,699 0.4M 0,699 + 0,080 0,699 + 0,104 0,699 + 0,130 2,60 - 0,10
ROW 12,591 0,825 12,591 + 0,106 12,591 + 0,138 12,591 + 0,173 15,80 - 11,30
Retic 53,141 39,836 53,141 + 18,278 53,141 + 23,761 53,141 + 29,793 138,88 - 4.54
Area 1 18,766 7,758 18,766 + 1,312 18,766 + 1,705 18,766 + 2,138 42,14 - 3,39
Area 11 4,653 3,318 4,653 + 0,560 4,653 + 0,728 4,653 + 0,913 19,59 - O

CONTROLES (N = 24). ESTUDIO DE LA MEMBRANA ERITROCITARIA. TABLA DE MEDIAS
5;))’['53dh 1,128 0,054 1,128 + 0,023 1,128 + 0,031 1,128 + 0,041 1,242 - 1,043
Ank /83" 0,200 0,001 0,200 + 0,002 0,200 + 0,003 0,200 + 0,003 0,197 - 0,202

* IC 95%, 991 y 99,91 corregidos con tablas de la distribucifn

t de Student para 23 g-1L.
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TABLA
CASDS. DATQS BIOQUIMICOS ¥ ESTUDIO DE LA MEMBRANA ERTTROCITARIA. TABLA DE MEDIAS

X1

Parjeetro
BT

LDH

fe

Ferrit

Hp

EPD

Spf83

Ank /83

[H mo esplencctomizadas (A = 43) EH esplenectomizadas (4 = 19) rr{ge-itnres R (m = 12)

Media + 5B Range Nedia + 59 Range Media + 50 [£1.7 T

1,702 + 1,565 6,00 - 0,20 0,937 » 0,662 3.2 - 0,59 0,583 o 0,338 T,80 - 0,30
28k, 186 + 175,666 107,06 - 6B,NQ 277,368 + 119,404 951,00 - 84,00 148,182 - 90,427 313,00 - 56,00
103,791 + 37,773 221,00 - 10,00 125,882 + 41,495 228,00 - 76,00 103,625 « 38,711 145,00 - 53,00
178,440 + 281,747 1231,40 - 10,80 330,032 » 472,594 1920,96 - 9,00 99,175 + 102,448 345,00 - 1,70
39,376 » 43,132 163,00 -~ 5,00 64,489 - 47,379 186,00 - 5,00 118,975 + 66,85% 286,00 - 40,00
67.728 + 119,717 678,94 - 4,31 18,874 « 6,338 28,49 - 8,88 15,349 . 12,548 b1,00 - 2,33

1,415 » 0,06% 1,198 - 0,871 0,985 .+ 0,089 1,247- 0,871 1,082 &+ 0,049 1,199 - 1,815

0,195 + 0,004 0,205 - 0,185 0,192 . 0,004 0,202~ 0,190 0,198 + 0,001 0,196 - 0,205




TABLA

i

CAS0S. DATOS HEMATOLOGICOS. TABLA DL MEDTAS

EH an csplencctomizadas (W = 43) EH espleacctomizadas (N = 19) Progenilores EH (N = 12)

Parimetrs Media + 5B Rango Media + 5B Raange Hedia 3 SO Range

fities h,300 » 4.858 5,56 - 2,14 4,91 s 0,397 5.98 - k,22 9.013 + 0,543 5,8% - &,04
b 15,205 + 2,38k 16,80 - 5,600 15,263 + 0,996 17,30 - 13,00 15,083 » 1.7h2 17,50 - 31,50
11 5B,00% + 6,868 50,50 - 18,10 k3,658 « 3,608 51,40 - 35,50 4,775 ¢ 5,547 53,10 « 35,950
ViH 84,363 + 9,089 115,20 - 69,70 89,237 » 7,929 105,80 - 71,40 BG,742 + 16,622 101,060 ~ 38,00
Hem 30,637 + 0,479 39,50 - 23,80 31,174+ 2,352 35,50 - 26,10 29,958 + 3,572 32,30 - 26,70
CHLM 34,707 - 1,867 38,30 - 29,50 35,000 + .52k 37,76 - 32,80 33,033 + 1,853 35,50 ~ 29,80
HE 35,995 « 1,723 39,14 - 32,50 33,779 » 2,193 39,60 - 32,10 33,358 + 1,453 3%,10 ~ 390,60
% Hiper 8,295 + 3,328 29,38 - 0,50 6,826 «+ 8,998 25,10 - 0,29 0,517 « 0,388 1,49 - 0,18
RDW 15,760+ 3,794 27,70 - 11,30 12,679 - %112 15,36 - 0,90 12,960 + 1,205 15,20 ~ 11,20
Retig 372,888 271,831  1144,50 - 44,z% 253,584 » 271,153 004,05 - 41,67 58,568 » 39,557 137,76 - 8,40
RGO " 0,542 « 0,096 0,80 - 0,40 6,569 + 0,105 0,80 - 0,45 0,458 + 0,051 0,55 ~ 0,49
Reeg,” 0,467 » 0,848 9,58 - 0,38 0,464 + 0,038 D,54 - 0,4 8,419 « 0,02¢ ¢,%5 -~ 6,38
a607" 0,333 « 0,059 0,45 - 8,20 2,330 « 8,045 0,46 - 0,30 0,292 + 0,073 0,35 « 0,10
RGO 6,833 -+ 0,096 1,00 -~ 0,65 4,888 - 0,093 1,00 - 0,60 0,671 s 0,026 9,70 ~ 0,65
REOg, ™" 0,668 » 0,078 0,85 - 0,50 0,766 + 0,095 9,95 - 0,50 0,538 » 9,029 0,57 « 0,49
R60;"" 0,473 =+ 0,873 9,60 - 0,30 0,509 - D,081 0.70 - 8,35 0,356 + 0,104 0,45 ~ 0,10
Area 1 25,992 + 7,642 46,95 - 6,98 z6,276 » 8,208 37.18 - 6,50 18,563 s+ 10,880 34,31 - 3,08
Area II 18,040 + 8,185 38,67 ~ 0,92 13,969 + 8,374 30,39 - 2,26 3.976 3,271 3,58 « 0

* kGG iamediata.

** 6D imcwbada.
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TABLA

X111

ENFERMQS N0 USPLENECTOMEZADOS. ANALISIS RESPECTO DL LA VARIABLE GRAVEDAD

Leves - asintomiticos (N = 23) Moderados y graves {N = 20)
Significacibn
Parimetra X+ 50 Rango X + 5D Rango estadistica
HC 35,570 : 1,689 39,10 - 32,50 36,485 + 1,670 39,00 - 32,80 NS
% Hiper 5,478 + 6,628 23,60 - 0,50 11,535 + 9,045 29,30 - 2,60 p = (,001%
ROW 13,735 + 2,216 18.50 - 11,30 18,045 + 3,958 27,70 - 12,30 p < 0,001
RGOy inmediata 0.502 + 0,090 0,80 - 0.40 0,587 + 0,083 0,70 - 0.45 p = 0,001
RGOgq 0,453 + 0,048 8,57 - 0,38 0.483 + 0,044 0,58 - 0,42 p < 0,05
RGOT " 0.324 + 0,058 0,40 - 0,20 0,343 + 0,050 0.45 - 0,20 NS
RGOy incubada 0,796 + 0,110 1,00 - 0.65 0.875 + 0,055 1,00 - 0,80 p < 0,05
RGOgp " 0,627 + 0,073 0,81 - 0,50 0,715 + 0,056 0,85 - 0,62 p < 0,001
RGOT " 0,465 + Q0,068 0,60 - 0,35 2,483 1 0,080 0,60 - 0,30 NS
Area 11 16,034 + 9,175 38,67 - 0,92 20,347 + 6,335 32,58 - 7,98 p < 0,05
Sp/B3 1,030 + 0,060 $.19 - 0,95 0,996 + 0,067 1,13 - 0,87 p<0,05
Ank /B3 0,195 + 0,005 0,200- 0,189 0,194 + 0,005 0,205~ 0,185 NS

or1



TABLA

Ly

CLASIFICACION DE LA EM SEGUN 5U EXPRESIVIDAD BIOLOGICA

Pardmetro

Hb

HC

%

RDW
Reticulocitos
Area 11

BY

LbH

Hp
£PO

RGO; inmediata
RGOgg incubada
Sp/a3*
Ank /B3*
£splenectomia

EH no esplienectomizadas

Progenitores EH
sin afectaci6n familiar Leves - asintomiticas

Normal segln edad Normal segin edad

31,5 - 34,5 34,5 - 36.5
0.1 - 1,5 1,5 - 9,5
11,8 - 14,0 {2,5 - 15,0
< 10 100,06 -300,0
1,0 - 7.0 10.0 - 20,0
£1.0 £1.2
Normal Normal a
ligero aumenta
Normal Normal 3
ligera disminucifn
Normal a Normal a
ligero aumento ligero aumento
0,41 - 0,50 0,45 - 0.55
0,5t - 0,56 0,58 - 0,67
91,5 -97 87 - 94
99 -100 98
Innecesaria [nnecesaria

Moderadas
15,0 - 11,9
36,0 - 37,5
5,0 - 15,5
15,0 - 18,0
200,0 -600,0
16,5 - 26
1,4 - 4,0
Normal a
moderado aumento
Normal a
notable disminucibn
Ligero a
moderado aumento
0,52 - 0,65
0,67 - 0,78
84,5 -93
97,5
15% necesaria en edad
pedidtrica

Graves
5,6 - 10,9
33,0 - 39.0
>15.5
> 20,0
>600.0
9.0 - 22,0
1,4 - 5,5
Normal a
notable aumento
Normal a
notable disminuci6n
Notable aumento

>{0,58
>0.74
<B4
£.97.5
100% necesaria en
edad pedidtrica

* Expresadas en I respecto de]l control.

it



TABLA
ENFERMOS ESPLENECTOMIZADOS, DATOS PRE Y POSTESPLENECTOMIA (N = 1)

XV

n

i3
20
26
29
33
34
Lk}
43
L]
[

EBAD

12

27

318

4,35

12,2
9,4

2

PUsT

5,1

PRE

339

Het

POST

35,5
2
51,4

43,3

40,6

YiM

PRE
77,3
50

07,2
87
85

01,3
93,5
81,2
85,4

76,6

POST

71,4
87,9

03,8

%

PRE

29,2
31,4
34,1

32,6

rOST

34,10

35,5

CHeM

PRE  POST
37,86 36.6
3,3 39,2
31,8 32,8
2,6 34,35
b,z 375
3,1 3,1
30,6 32,9
4D 35,8
36 35,9
37,9 35,1

- 3b,h

PRE

36,6

HE

POST

3.3
36
32,1
35,9
39,5
34

32,9

% liiper

PRE

th 7

FO5T

25,1
2.8
0,2
z

23,3
0.6
9.3
1,8
0,6
3.2

19

PRE

17,4

14,9

Retic

PRE

PO3T

22,6 224,41

478,5

45,9

42,9 267,3

20%
239

321

499
309
437

80,2
04,1
287,3
98,9
290
94,01
60

192,4

11



TABLA XV¥I

ENFERMOS ESPLENECTOMIZADOS. RESPUESTA A LA ESPLLNECTOMIA {N=11)

£l preesplencctomia EH postesplencctomia Significacién
Parametro Media + 50 Rango Media & SD Rango - estadistica
Hties 3,715 + 0,462 4,35 - 2,83 4,865 + 0,374 5,53 - 4,22 p < 0,001
Hb 11,685 + 1,714 13,50 - 8,80 15,136 + 1,014 16,80 - 13.00 p < 0,001
Hct 32,882 + 6,051 42,50 - 24.60 43,309 + 4,173 51,40 - 35,50 p < 0,001
VCM 88,450 + 9,918 107.20 - 76,60 82,409 + 9,641 103,80 - 71,40 NS
HCM 3,710+ 2,244 34,60 - 28.70 31,218 + 2,593 35,50 - 26,10 NS
CHCM 35,530 + 3,385 4,20 - 30,60 35,000 + 1,535 37,50 - 32.80 NS
RDW 15,233 + 3,247 17,40 - 11,50 12,509 + 1,351 15,30 - 16,90 -
Retic 349,220 + 111,007 499,00 - 204,00 249,.917 + 264,247 1004,05 - 60,00 RS

g1l




TABLA

XVI11

CAS0S ¥ CONTROLES. ESTUDIDS INTERGRUPD

Pardmetro
Htfes
Hb
Hct
VCM
HCM
CHCM
HE
% Hiper
RDW
Retic

Area 1
Area 11
Sp/B3
Ank /B3

EHNE vs.
Control
p<0,001
p< 0,01
p o< 0,001
p < {,05
NS
p< 0,001
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001t
p< 0,001
p<0,01

ENE vs.
Control
NS
p< 0,01
NS
NS
p< 0,05
p < 0,001
p< 0,001
p <~ 0,001
NS
p< 0,05
p = 0,001
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001

EHNE wvs.
alia
p < 0,001
p < 0,001
p < 0,001
NS
NS
NS
NS
NS
p = 0,001
NS
NS
H)
NS

NS

EHNE vs. EHE
{gravedad similar)

NS
p < 0,05
p < 0,05

p< 0,05
NS
NS

Progenitores vs.
Control
N5
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
NS
p< 0,0t
p < 0,001

EHNE: EM no esplenectomizados.
.EHE : EH esplenectomizados.




TABLA XVI1I

CITOMCTRIA POR DIFRACCION DE LASER. [FICACIA DIAGNOSTICA

HEC {g/fdt) 1 liper Area 11 (%) Area 1l 9%
>35 >34,5 >M >3 »2  »1.5 >0 >9 % Hiper > 2 % Hiper > 1.5
+ ylo + ylo
sensibilidad (%) 72 B1,4 83,7 62,86 /9 90,/ 81,4 £8,4 74.4 90,7 83,7 93
Especificidad (%) 97.8 871 72,1 100 98,6 94,3 90,7 91,4 98,6 90,7 95,7 90

£STUDI0 DE LA MEMBRANA ERITROCITARIA. EFICACIA DIAGNOSTICA

Sp/B3 Ank/B3 Sp/B3 < 1,09
<1,09 <1.04 £0,198 0,197 y/o

Ank/B3 £ 0,197
Sensibilidad (%) B8.7 77.4 79 72,5 95,1
Especificidad (%) B7.5 100 92 100 87.5

§1t



TABLA

X

I

X

DEFICITS PARCIALES OE ESPECTRINA Y ANKERINA EN LA EH

Autor

Agre y cols. (1986)%
Coetzer y cols. (1988)30
Costa y cols. (1990)36
Iolascon y cols. (1991)82

Nosotros

N
43
2 (12)
19
3
62

5p/83 Ank /B3
D (%) ND (%) P (%) D {%} ND (%) P (D)
63 - 8t 30 -74 97 pequefia reduccidn -
(83) 50 - 60 - (92} 51 - 6t -
82 - 96 - - 87 - 98 - -
80 70 - 80 95 - 100 57 53 - 60 85 - 100
87.7 84.5 95.9 97 96,5 99

D: herencia dominante.

ND: herencia no dominante o sin historia familiar.

P: progenitores de EH sin histeria familiar.
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ARBOLES GENEALOGICOS



CODIGOS

VarGn, normal

O

Hujer, normal

NE| Varén, no estudiado

Mejer, no estudiada

®

Varén, EH

Mujer, ER

verdn, EH y esplenectamizado

Mujer, EH y esplaneciomizada

Progenitor, déficit parcial de espectring + aznkirina

O N ® N

Progenitora, déficit narcial de espectrina + ankirina

Les cifras corresponden al nimero de orden de c¢ada caso.
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5. DISCUSION
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Hemos estructutado este capftulo desglosdndolo en tres bloques, para
discutir en el primero las téenicas de citometria de difraccidn de luz 1gger
y de SDS-PAGE de la membrana eritrocitaria que han constituido la merodg-
togfa base de nuestro estudio, con una breve referencia al tratamiento esta~
distico; realizar en el segundo un sucinto comentatio de los controles, y des.
arrollar en el tercero el andlisis de nuesira serie de EH segin los objetivas
planteados Inicialmente, para lo cual hemos agrupado los datos bajo los indi=-

cadores siguientes:

- les indicadores clinicos, incluyendo la edad, sexo herencia, gravedad del

curso clfnico y antecedentes de esplenectomfa, que definen subgrupos

homogéneos que facilitan el estudio de sus caracterfsticas,

los Indicadores de hemélists y eritropoyesis compensadora, en el caso de

la hemocimetrfa, motfologfa de la serie roja y bloguimica sérlca.l

los indicadotes de esfetocitosis, o aquelles pardmetros derivados de la cur-

va de distribucién de los hematfes, segin concentracidn de hemoglobina

obtenida por citometria de difraccién de luz ldser que demuestran la exis-

tencia de esferocitos en una muestra de sangre,

- los indicadores de la natvraleza de la hemédlisis que dirimen del estudio
de fragilidad osmética y reflejan la reduccién de la relacién superficie/vo-

lumen celular,

- los indicadores de déficit parcial de espectting y ankirina en la membrana
eritrocitaria, o contenidos de estas ptoteinas estimadas mediante SDS-PA-
GE de los estromas aistados.

5.1. Método
5.1.1. Cltometria de difraccién de Juz ldser

El Sistema H-1 Tecnicon ™ (figura 15) ha permitido obtener indicado-
1es de esferocitosis citométricos. Este método es capaz de medir de forms
exacla, directa y simultdnea la intensidad de la Juz difractada por cada c¢é-
lula (previamente esferificada isovelumétricamente y ligeramente fijada con
glutaraldehido) en dos intervalos angulares, generdndose un par de valores
qué se transforman por proceso electrénico basado en Ja teorfa de difraccidn
de Mie 99 en yp par de cifras respectivas de volumen y concentracidn de he-
moglobina para cada hematfe estudiado, elaborando sendos histogramas segin
volumen y segiin concentracidn de hemoglobina, de donde se computan VCM,
HC {coneentracién de hemoglobina corpuscular media estimada directamente},
RDW, HDW (desviaciép standard de la distribucidn segin concentracién de
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hemoglobina) y % Hiper, entre otras variables de dichos histogramas agrupa-
das ordenadamente en la pantalla de investigacidn n? 1, que es posible
seleccionar en el software de los Sistemas H de Technicon®M,

Este procedimiento mide con exactitud un amplio rango de valores de
VCM (30 - 120 L) y de CHCM (27 - 45 g/dL), permitendo cbtener una in-
formacién-tdpida y cuantitativa de la presencia de hematfes con e caracle-
ristico incremento de concentracién de hemoglobina del esfetocito 12,3883,
112,137 ventaja Imponante respecto de los citdmetros convencionaies (fi-
gura 14}, que, en cambio, no son capaces de estimat correctamenta CHCM
por encima de 35 mp/dl. al medir de forma {nexacta el volumen de las cé-
lulas deshidratadas 128, y ademds, la rigidez, esfericidad y elevads concentra-
cién de hemoglobina del esferocito impiden la valoracién adecvada de su
volumen, por interferencia de la concentracién de hemoglobina {entte otros
factores), y de su CHCM por tratarse de un valor computado a partit del
vCa 123.328,171.173; \ales inconvenientes supanen no descubrsir formas leves
o moderadas de EHS®%140, 55 embargo, el método selecciomado resulta
éptimo para el estudio de da EH per su capacidad de medida directa, simol-
tdnea, exacta y sin interferencias del volumen y de la concentracién de
hemaglabina de los hematfes, ofreciendo informacidn cuantitativa del parcen-
taje de células con concentracién de hemoglobina superior a 41 g/dL en el
pardmetro % Hiper, que junto con HC y HDW alerta sobre fa existencia de
esferocitosis en una muestra dada (figura 18) 64240,

La citometrfa de Juz ldser ha mostrade una buena precisién o repraduc-
tibitidad. gue ha sido contrastada mediante los oportuncs controles de calidad
internos y exteinos (Programa de Control de Calidad Externo en Hematolo-
gfa, PCCEH). En efecto, el pardmetto HC ha ofrecido CV inferiores al 2%,
a) igual que CHCM, encontrdndose dentro de los mdrgenes considerados ti-
pices de los pardmetros de serie rojaﬁ. Ademis, e) método disfruia de ex-
celentes sensibilidad y especificidad en el dizgnéstica de esferocitosts, ptoba-
blemente superiores al test de fragilidad osmdtica, y con la vemiaja de le
rapidez, fdcil disponibiiidad y resultado cusntitativo de calidad cantrolable

inherente a las técnicas citoméiricas.

Pero rtesulta de capital importancia Insistir y ‘enfatizar que el método
detecta ESFEROQCITOSIS, entendida como la presencia de esferocitos en una
determinada muesira, hecho no exclusive nl patognemdnico de la EH, sz
blen en este trabaje se ha aplicado tal tecnologfa y se ha evaluado su elica-
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cia diagnéstica en dicha enfermedad. Existe esferocitosis también en la
anemia hemolftica autoinmune, hemdlisis con cuerpos de Heinz, h[perespl_e_
nismo, enfermedad hemalitica del recién nacido y quemaduras extensas, gue,
como la elevacidn de HC y % Hiper no es especifica de la EH, puesto que
en estas entidades aparecen hematfes con concentracién de hemoglobina su-
perior a 41 g/dL. Se debe saber que el pardmetro % Hiper no es monopolio
de la Ei—l, enfermedad que sdlo puede diagnosticarse con seguridad si la eva-
luacién de esta tecnologfa forma parte de un conjunto de datos clinicos
hematolégicos y bioquimicos compatibles con EH.

5.1.2. Estudio de la membrana eritrochtaria

Los indicadores de déficit parcial de la membrana eritrocitaria en es-
pecirina y ankirina proceden de la SDS-PAGE de los estromas aislados de
casos y controles por cdlculo de sus contenidos en dichas proteinas o cocien-
tes Sp/B3 y Ank/B3,

Para la obtencién de buenos resultados es esencial evitar la proteolisis
‘de las muestras, no sélo retirando la capa leucoplaquetaria de la sangre pe-
riférica sino también inhiblendo la actividad proteolitica enddgena de las
propias membranas eritrocltarias aisladas preducida por proteasas originadas
en ellas y que ejercen su papel durante el proceso de hemdlisis in vitro v
subsiguientes pasos, incluso cuando las células contaminantes se han elimina-
do concienzadamente, siendo la ankirina vy la banda 4.9 particularmente sus-
ceptibles a esia ‘acciénlf’o. cuyos efectos estriban desde desplazamientes
méds ¢ menos graves de las bandas hacia zonas de menor peso molecular
hasta ligeras degradaciones solamente dereciables por inmunoblotting. Ademds
se ha descrito un mayor grado de proteclisis de la espectrina y menor de
la banda 3 por dicho proceso de aulodlgestléndo, ante el cual los estromas
eritrocltarios de la EH son mds estables que los procedentes de controles 91,
La estrategia general es minimizar los tiempos de exposicidén a las proteasas
endégenas y controlar su actividad mediante inhibidores tales como el PMSF
(fenilmetilsullonillluoride, que reacciona rdpidamente con los residuos de
serina de los centros activos de los serin-proteasas), del que se ha demos-
trade que suptime la degradacion progresiva de la ankirina 161 & se adiciona
al buffer de hemdlisis, al cual se afiaden también agentes quelantes para
evitar la activaclén de las proteasas calclo-dependientes de las membranas
aisladas 160, En este trabajo se han satisfecho todos estos requerimientes
con el ffn de asegurar la imegridad de las protefnas de la membrana eritro-
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ciharia que permitiera su andlisis posterior; en lo que respecta 4 la espec-
trina, los inmunoblot antiespectrina normales en los controles excluyen sy
degradacién proteclitica en el transcurso de la técnica.

Para la SD3-PAGE de fos estromas eritrocitarios aislados de casos y
controles se eligid el sistema de Fairbanks y cols. 50,51 pot ser. ampliamente
utilizade y' de fiabilidad probada, que resulta ideal para el anglisis rutinario
de las membranas por su rapidez y sencillez, siempre y cuando no se necesi-
te [a mejor resolucién en pesos moleculares de 30,000 a 90.000 dalions (fi-
gura 19) 3L, Una ventaja de este sistema continuo es su capacidad de resol-
ver fa banda 2.1 o ankirina de la banda 2 o cadena (* de la espectrina,
componentes que tienden a superponerse en los sistemas discontinuos 1,95,
12y a estimacién del contenido proteico de los geles tefidos puede reali-
zatse por densitometria 29.30,50,82,106,166 por elucién del colorante en
piridina 3:4:36.44,53  ambas de wso difundide. Se ha sugerido el dltimo
procedimiento como mds adecuado, pueste que para el azul de Coomasie la
intensidad de tincién determinada por densitometrla se desvla de la ley de
Beer cuande el contenido proteico de una determinada banda excede de 10
FE: Mientras que la elucidn del colorante en piridina mantiena su linearidad
hasta 100/»«351'53. En el presente estudio se ha wiilizade la densitometsia
(figura 17) por su tapidez y porque la cantided total de protefna aplicada
scbre los geles para la SDS-PAGE nunca fue supevior a 15 g, quedando,
por tanto, asegurada la fiabilidad del méiode.

Los cocientes Sp/B3 vy Ank/B3 expresan los contenidos proteicos de la

membrana eritrocitaria en espectrina y anklrina 3»4,30,36,106

respectivamen~
te, denominados densidades proteicas por algunos autores que teservan el
vacablo “contenida” para la cuantificactdn real de la espectrina por radio~
inmunoensayo 4179 e ha criticado que la SDS-PAGE subestima el verda-
dero déficit corpuscufat de espectrina comparado con el radioinmunoensa~
)'03!4 por considerar que el contenido de banda 3 se encuentra discretamen-
te reducide antes de la esplenectomfa, por la eiiminacién de porclones de
membrana eritrocitaria en virtud del condiclonamiento espiénico, de farma
que existen contenidos mayores de banda 3 en los individuos espienectomi-
zados; por tanto, antes de la esplenectomia, la reduccién del contenide de
espectrina respecto de lz banda 3 infraestima su déficit feal, mientras que’
después de la espletectomfa sucederfa a la Inversa, ddndose contenidos de
espectrina menores atribufbles a cierto aumenta de banda 334, También
se ha definido como densidad de espectrina la concentracién de mmoles de
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4

esta protefna por mmoles de fésforo lipfdico“, suprimiendo la posible

inexactitud relativa a la banda 3.

En nuestras manos, el procedimienio considerado globalmente, ha de-
mostrado ser rdpido, sencillo, reproducible para estimar los contenidos de
la membrana eritrocitaria en espectrina y ankirina, eficaz y fdcilmente

disponibie.‘
5.1.3. Andlisis estadistico y eficacia de las pruebas diagndsticas

La justificacidn de la aplicacién preferente de pruebas no paramétricas
radica en que la hipdtesis de normalidad y en su caso la hipdtesis de
homogeneidad de varianzas no fueron aceptadas slempre para las distriby-
ciones de todas las variables y muestras estudiadas. Ciertamente, las pruebas
no paramétricas tienen la ventaja de no hacer hipdtesis sobre las distribu-
ciones, conservando en la mayor parte de los casos una potencia comparable
a ia de las pruebas cldsicas 132,

Es preciso subrayar que la eficacia estadistica predictiva de las téeni-
cas diagnésticas depende de la prevalencia de la enfermedad 62/68;144 gue
aunque estimada en 1:500012=38'65183'137=139’163, no se conoce realmente
por la ignorada frecuencia de casos leves y asintomdticos de la entidad
desapercibidos por los métodos diagnésticos tradicionales 641140, Esta preva-
lencia real desconocida de la EH ha motivado que el andlisis de la capaci-
dad diagnéstica de los mésodos discutides se circunscriba al eswudio de su
sensibilidad y especificidad (indices independientes de 1a prevalencia 68)
cemplementado con la evaluacién de la precisién y la descripcién del rango
de normalidad, dado que dicha prevalencia ignota impide el andlisis de los

valores predictives y la eficiencia matemdtica de las pruebas diagnésti-
cas62,68,144

Los valores de los Indices de la eficacia estadfstica de los tests diag-
nésticos puede varlar segin el tipo de paclemtes inclufdos en el estudio, la
interpretacidén de los resultados y el estado de los sujetos respecto de la
entidad & estudiar 1*%, Lo eficacia del método para descartaria depende de
su sensibilidad, que para ser real ha de explorarse en un amplic espectro
clfnico del problema; de la especificidad dirime la eficacia del test en
decidir un diagndstico, por lo que su estudio ha de incluir pacientes cor
enfermedades que lormen parte del mismo diagnéstico diferencial 68:144,

Creemos que nuestro estudio reine las mejores condiciones para la
evaluacién de la sensibilidad de las técnicas, puesio que inciuve un amplio
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rango clfnico de la EH con un buen mimero de formas leves o asintom4ticas.
Sin embargo, el grupo conirol comparativo estd constliuide exclusivamente
por individuos sanos y sin problemas afines a la EH, hecho que incide
sobre la especificidad. Pero la citometrfa de difraccién de luz liser si esg
especifica de esferocitosis, aunque no sea exclusiva de la EH, cuyo diagnés-
tico necegita de otros datos cifnicos y de laboratorio compatibles con
dicha entidad; de forma andloga sucede con ta SDS-PAGE de las membranas
eritrocitarias alsladas. Su contribucién al diagnéstico de ja BM ha de enten-
derse en un contexto clinico y bioldgico propio de ella, y asf se ha conside-
rado en nuestro estudlo,

5.2. Controles

El estudio de los datos hemocitométricos se realizé sobre 140 indivi-
duos de ambos sexos adulios y sanes. Los valores obtenides, en especial
para los indicadores de esferocitosis, resultan similares a los descritos
previamente §4; cabe resaliar la escasa dispersién de la variable HC {grdfica
34), de CV 2,98% {(muy parecido a la CHCM, cuyo CV fue de 2,42%), que
contrasta con la amplitud de las distribuctones del Asea 11 (gréfica 37) y
% Hiper (grdfica 35) con CV de 71,31 y 67,38%, respectivamente. La mayor
parte de los controles no exceden de 33,76 g/dl, 5,56 y 0,83% para las
variables HC, Area 1l y ¥ Hiper, cor una probabilidad de error del 0;1%.

En lo concernlente a los pardmetros del estudic de la membrzna
etltrocitatia mediante SDS-PAGE, evaluados sobre 24 contioles sanos, los
valores hallados son superponibles a los observados por otros autores 30,36,82,
nuestras cifras de Sp/B3 son ligeramente méds elevadas. Las distribuciones
de frecuencias, tanto de Sp/B3, y sobre todo de Ank/B3 exhiben dispersiones
reducidas (gréficas 38 y 39), con sendos CV de 4,75 y 0,1%, de forma que
el grupo control no suele presentar valores de Sp/B3 por debajo de 1,09
{con probabilidad de etror de 0,1%) y nunca inferlores a 1,04, sin registrarse
cifras de Ank/B3 menores de 0,197,

5.3. Esferocitosis hereditaria

5.3.1, Datos clinicos

Cabe distribuir nuestra serle de EH en subgrupos definidos por la
edad, sexo, herencia, gravedad del curse clfpjco y antecedentes de esplenec-
tomfa, datos clinicos respecto de los cuales exhibe una serie de caracterfs-
ticas que discutiremos a continuacidn.
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La EDAD media global de los pacientes fue de 23,03 afios, consideranda
solamente los enfermos no esplenectomizados, dicha edad media fue de
20,69 afios,y de 28,31 para los esplenectomizados. Segin la gravedad del cur-
so clinico de las EH no esplenectomizadas, las edades medias han sido dife-
rentes en cada categorfa definida, con 20,84 afios para las formas leves o
asintomdticas, 24,62 para los cases moderados y 4,15 afios para los enfermos
graves. De hecho, todas nuestras EH graves han llegado a la edad adulta es-
plenect'omizadas y 'a mitad de ellas lo fueron en edad pedidirica (grdfica
1). Estas observaciones refrendan la conocida necesidad de ia esplenectomia
durante Ja infancia en los casos graves y muestran que con la edad aumen-
tan las indicaclones de esplenectomia entre las formas de curso clinico
moderado por complicaclones como crisis anémicas y colelitiasls sintom4ti-
ca 0:137,138,139 o ge aprecié afectacidn predominante de uno de los dos
SEXOS (grdfica 2).

La HERENCIA del defecto (grafica 3) se ajusté a un patrén autosémi-
ca dominante en 21 familias {53 casos) de las 28 (60 casos) en que fue po-
sible acceder a un estudio familiar; los 7 ‘enfermos restantes fueron clasifi-
cades hipotéticamente como no dominantes al carecer de afectacion familiar
evidente a los métodos diagndstiicos convencionales. Estas cifras suponen un
741 v 25,9%, respectivamente, de familias de herencia dominante v o domi-
nanie} valores de acuerdo con los referidos por Lux (1987) 112, Sin embargo,
otros autores indican porcentajes equivalentes de enfermos y no de familias
con uno u otro Upo de herencla #:6:7:83,163; o <o consideran de este modo
nuestros pacientes, el 88% fueron casos de herencia tlplca autosémice domi-
nanie y el 12% formas sin historia familiar. Estas cifras exhiben un neto
predominio de las ptimeros, con representacién propoicionalmente menor de
los casos "no dominantes"; podrfa ser posible en este sentido un clerlo ses-
go motivade por el caricter de reclutamiento de nuestro estudio (gué pa-
cientes deciden colaborar).

Es preciso matizar dos hechos: en primer lugar, el hallazge de una fa-
milia de cinco miembros (famiiia D) todos ellos con EH leve o asintomética
evidente, excepto el propdsitus {case ndmero 2), cuya farma clinica grave
tespondid completamente a la esplenectomfa realizada en edad escolar, dato
conslsiente con el comportamiento de un trastorno de herencia mendeliana
dominante en la mayoria de las EH y cuya penetrancia puede ser varia-
ble 24139 st as comin que el grado de expresién patobioldgica de la EH
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dominante sea relativamente uniforme dentro de una familla dada 38,137,138
aunque también puede varliar ampiiamente”’l”vua, de manera que algunos
paclentes de casos de EH tfpica solamente presemtan formas leves del defec-
10137'133. y hemos constatado ambos supuestos. Dicho caso nﬁmelb 2 puede
ser clasificado como homocigoto o bien doble heterocigota de la alteracién
o alteraciones genéticas causales de Ja EH en su familia, al igual que otros
casos descrites con amelioridad2'43137'1391363, cuyos padies presentaban pe-
quefias anomalias rteveladoras de su condicién de heterccigotos minimamente
afectos y que en la familia D fueron evidentes con explotaciones rutinarias.
Serfa plausible que la penetrancia variable y las interacclones penéticas en
la transmisidn verticel y dominante de la EH 41 expliquen la existencia de
enfermos homocigotos o doblemente heterocigotos en que el delecto, lejos
de ser Incompatible con la vida 112, exhibe un ecurso clinico andlogo a otros
casos de herencia dominante cldsica. El segundo hecho a enfatizar se refiere
a que de los 7 enfermos con EH sin afectacién famillar aparente, 4 casos
cursaren gravemente y 3 de forma clinica moderada, de acuerdo con observa-
clones previas 2+4:6,12,112,137,139,363 o que se subraya el predominio de
EH de cursos clinicos desfavorables entre los casos tedricamente no dominan-
tes del defecio.

La GRAVEDAD del curso clinico de la enfermedad fue leve o asintomd-
tica en 23 pacientes y moderada en 31, con 8 enfermos graves, cifras que
tepresentan porcentajes de 37, 50 y 13% para cada categorfa, respectivamente
{gtifica 4). Tales valores s¢ ajustan a estudios que recomocen un 20-40% de
formas leves, un 60-65% de formas modetadas y un pequefic ndmero, proba-
blemente no supetiar al 3%, de pacientes graves 1244112 4 axcepclén de
una mayor representacién de este dltimo grupo en nuestra casufsilca. Esta
circunstancia probablemente obedece a que la existencia de anemia hemoll-
tica ha sidoe el dnico criterio definitorio de la categorfa grave; ciertamente
en algunos casos se trata de una anemia discreta no dependiemte de transfu-
sidn, que ha podide causar un ligero tetrase ponderal v quizd otros autores
los hubiesen clasificado como de curso clfnico moderado, aunque dentro de
su rango fueran claramente los enfermos mds afectos,

Se han descrito formas casi letales de EH 2:3:12) gue no hemos tenl- -
do !a oportunidad de observar. carsclerizadas segin la lierarura por una in-
tensa anemia hemolitica de notable requerimiente transfusional y respuesta

incompleta a una esplenectomiz necesaria antes de la edad escolay 2+4:6:12:30
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113,137139 giendo generalmente casos catalogados como autosémice recesi-
vos; en clertas ocasiones este tipo de enfermos se ha incluido en la catego-
ta grave 113163, En este punto resuita interesante recordar el sello de
efectacion de) curso clinico de las EH de herencia considerada autosdmico
recesiva3-4?6|12v30|112'137-138'139-163. corroborade  y discutida en este
estudio, que presumiblemente traduce su condicién de homacigotos ¢ doble
hetetocigotos para defectos causales de la enmldad; de hecho sélo rara
vez 44 se han comunicade casos leves o asintomdticos entre ellos y que
tampoco hemos observado.

La gravedad del curse clinico de la EH supone una serie de variaciones
de los indicadores de hemélisis y eritropoyesis compensadora, de esferocito-
sis, de la maturaleza de la hemdlisis y de déficit proteico de la membrana
eritrocitaria, modificaciones con trascendencia estadistica entre las catego-
rias clinlcas definidas v que comentaremos mds adelante.

Un 30% de los enfermos {19 de 62 casos) habfan sufrido ESPLENECTO-
MIA por hemélisis o colelitiasis sintomiticas, siendo 15 de afectacion
moderada y 4 graves (gréfica 4). El 60% de los pacientes restante incluye 23
casos leves o asintomdticos, 16 de curso clfnico moderado y 4 graves; en
estas EH no esplenectomizadas se ha estudiado la repercusidn biolsgica de
la entidad sobre los indicadores de hemélisis y su naturaleza y de esferoci-
tosis, puesto que en estos enfermos la EH se manifiesta sin modificar.

5.3.2, Respuesta a la esplenectomia

En el grupo de pacientes esplenectomizados se ha valorado la respuesta
a la esplenectomia en los 11 casos en que fue posible, asl como el cambia
que el procedimienta determina sobre los indicadores de hemdlisis. Seglin
cabla esperar6'12=3a'44=33=112-137'139'154!163r183, la respuesta a la esple~
nectomfa consistié en la correccién de la anemia erénlca o episédica (ta-
bia XVI) en todos los casos, con teduccién de la reticulocitosis en genetal;
no hemos apreciado las respuestas parciales de la anemia observadas por
otres autores 2:46,12,30,113,137,139 particularmente en las EH de gravedad
intensa comsideradas auwtosémico recesivas; de los 11 enfermos estudiados
en este sentido sélo 1, el caso nimero 41 (familia ¢) carecfa de afectacidn
familiar aparente, fue cHnicamente moderado y respondié perfectamente a
a cirugia.

Tiataremos con detalle en el siguienie apartado la repercusién de la
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esplenectomia sobre Jos demds indicadores de hemdlisis y su naturaleza y
de esferocitosis, repercusién inapatente en el caso de los indicadores de
defecto proteico de la membrana eritrecitaria,

$.1.3, Caracteristicas citométricas de la EH, Relacién con otros datos

La citometria de luz ldser dibuja un perffl bioldgico tlpico en esta
entidad. En los enfermos no esplenectomizados, junto a las cifras de hemo-
globina y hematocrito mds o menos conservadas, ofrece una curva de distri~
bucién de los hematfes segin volumen amplia y heterogénea de elevado
RDW a expensas de reticulocitesis (grifica 9) y de células de fragilidad os-
mética variable segin el grado de condicionamiento esplénico (grdficas 11,
12, 13 y 14), y que son responsables del caracterlstico desplazamiento
hacia la hipercromfa de la distribucién de los hematies segdin concentracién
de hemoglobina (figura 18) que se traduce en forma de los indicadores de
esferocitosis HC, % Hiper y Area 1l (grdficas 7, 8 y 12; también RDW o
desviacién standard de la distribucidn, no analizada en este estudio) de
acuetdo con la observacién de que las células mds hipercromas son osméti-
camente mas (rdgiles 14137,

Esta hemdlisis, extravascular in vivo y esencialmente esplénica, conlleva
la elevacién de la bilirrubina sérica y el correspondiente consumo de hapto-
globina (giafica 15). La erltropoyesis compensadora queda plasmeda, ademds
de en la reticulocitosis y a través de efla en el RDW, en un aumento de
los niveles de EPO (grdficas 16, 17, 18 y 19}, Tales cambios son estadfsti-
camente significativos respecio del control {tabla XVIl) y entre las diferen
tes categerias definidas sepdn el curso clinico de la EH, subrayando que la
modificacién de estos indicadores es directamente proporcional a la gravedad
de la enfermedad {graficas 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26 y 27; tabla X1,

La desaparicién del condicionamiento esplénico y minimizacidn de la
hemélisic se mantfiesta en las EH esplenectomizadas no sélo en la resolucidn
de la anemia crénlca o episddica, sino también en la teduccidn de la reticu~
locitosis v cortespondlente notmalizacién de RDW (tabla XVII), con disminu-
citén de la fragilidad osmétlca incubada y de los indicadores de esferocitosls
% Hiper v Area |i (1ebla XVID. Asl pues, con la esplenectomfa se hace
més homogénea la curva de distribucidn de los hematfes seglin volumen al’
quedar Integtada principalmente por células hipercromas de fragilidad osmd-
tica inmediata sin tratamientos adicionales para sensibilizarla (gréficas 28,
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32 y 33). Estos efectos en nuestra opinién quedan enmascarados en las EH

no espleneciomizadas por la rteticulocitosis. R

La condicién de los indicadores de esferocitosis como tales se ratifica
en que la esplenectomia no consigue suprimirles (tabla XVIl} porque eviden-
temente no anula el defecto aunque modifique su expresividad clinica.

La conducta del RDW, aumentando con la gravedad de la enfermedad
en los sujetos no esplenectomizados (1ablas XIil y XIV) y normalizdndose
con la esplenectomfa (1ablas XVI y XVI1) es congruente con ohservaciones
previasl‘m. El RDW asimismo exhibe asociaciones con la bilirrubinemia, la
hapioglobina, estd a su vez relacionada con las RGO inmediata inicial e in-
cubada mediza como naturaleza de la hemdlisis, y la EPO (grdfica 19),
cuyos niveles se conducen junto a la reticulocitosis y en cierto modo ai
RDW como indicadotes de la actividad eritropoyética compensadora y mues-
tran un comportamiento directamente proporcional al grado de anemia
(graficas 16, 17 y 18), reflejando la magnitud de la hemdlisis,

La reduccién de ja hemélisis con la esplenectomia se acompaiid ohvia-
mente de un descenso de la bilirrubinemia y del consumo de haptoglobina
sckre todo en las formas de curso clinico moderado, y de la normalizacién
de la cifra sérica de EPO.

5.3.4, Eficacia estadistica de la citometria de difraceidn de luz ldser en el

diagndstico de la EH

La aplicacién de los indicadores de la esferccitosis cbtenidos por esta
tecnclogia como medio diagndstico de la EH ha demostrado que se trata
de un método dril, preciso vy extraordinariamente eficaz con las ventajas
de ser sencilie, rdpide, proporcional a la gravedad del defecto (tablas XN
v NIV) v cuantitative.

Ha sido previamente utilizada con éxito con este sentido 94140 aun
cuando algunos autores 140 han valorado el trazado de las curvas de distribu-
cién de los hematfes sepin volumen y segdin concentracién de hemoglobina
sélo cualitativamente, reconociendo la presencia de esferocitos por sendas
"colas" microcitica € hipercroma. En un estudio pieliminar del actual 64 ge
comprobé la utilidad de la vertiente cuantitativa del méiode basdndose en:
los pardmetros % Hiper, HC y HDW, y se supirié un posible aumento de su
capacidad diagnéstica si pudiesen detectarse células con concentraciones de
hemoglobina entre 36 g/dL y 41 g/dL.
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En el presente estudio hemos analizado la eficacia estadistica de la
citometrfa de difraccién de luz ldser en el diagndstico de la EH Incluyendo
el procedimiento arbitrade para el cdleula de las 4reas dentro de la cuma
de distribucién de los hematfes segin concentracién de hemoglobina, y en
definitiva del Area I o tanto por cliente de hematfes con concentracién de
hemuglobipa entre 37,5 g/dL y 40 g/dL. Demostramos que el método es ex-
quisitamente sensible y especifico en la deteccifn de esferocitosls en esta
enfermedad si los umbtales de los pardmetros para ello se sitfan en HC
superior a 34,5 g/dL, ¥ Hiper mayor de 1,5% y Area Il por encima del 9%,
que artojan parejas respectivas de sensibilidad y especificidad del 81,4 y
87,1%,90,7 y 94,3% y B84 y 91,4% (tabla XVIL). Estos fndices no- mejoran
sustanclalmente con la combinacién diagndstica de Area Il mayor de 9%
ylo % Hiper superior a 1,5%.

El indicadar de esferocitosls mds disctiminativo ha side el % Hiper,
que coma puede apreciarse en las distzibuciones de frecuenclas (gréficas 34,
35, 36 y 37) es el pardmetro en que el solapamiento entre enfermos y
controles es menor. El % Hiper permite detectar Incluso grados minimos
de esferocitosis, cuya identificacidn en la extensién de sangre periférica
serfa diffeil por subjetlva y escasa, ya que todas la EH leves o asintomdticas
han presentado % Hiper por encima de 0,5% y mayor de 1% en 21 de los
73 casos de esta categorfa. En nuestra opinidn,la ausencia en una muestra
de células con concentracién de hemoglobina superior a 4l g/dL. descarta -
la esferocitesis, y por ende, la EH.

5.1,5. Fragilidad osmdtica, esferocitosis y EH

En realidad, los estudios de fragilidad osmética y de lisls en glicerol
no son mas que verdaderos indicadores, a veces no o suficientemente sensi-
bles, de ia esfericidad de ios hematies dado que el principio en el que se
basan estos métodos en la caracterfstica reduccién de la superflicie Tespecto.
del volumen de los erinocitos35'39'66’112’137'139'146'1635169- En_ este
sentido, Parl y cols. (1989) 149 han menifestado que ante la especificidad
del trazado de la distribucién de los hematles segtn concentracién de
hemoglobina rara vez serfa necesario evaluar la fragilidad osmdética, espe-

cialmente en los estudios familiares.

Los indicadores de la naturaleza de la hemdlisis han mostrado un
aumento de la fragilidad osmética eritrocitaria dependiente de la intensidad
del curso clfnlco de la BH (tablas XIII y XIV} como sucede con los indica-
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dores de esferocitosis, v que resulta mds ostensible en su estudic post incu-
bacién, sobte tode en los casos leves o asintomdticos de la entidad.

En cuanto a los trazades de las curvas de [ragilidad osmética (figura
16) hemos apreciado una tendencla a la formacién de curvas de perfil
denominado normal entre los enfermos leves o asintomdticos, de modo que
con el aumenta de la gravedad del curso clinico y a su vez de la esferocitg-
sis se han dado curvas caudadas y diagonales, éstas circunscritas a las EH
més graves y scbre todo a la versidén incubada de la prueba. Estos daios
son sobradamente conocidos 38,39,83,137,139,

Los puntos de las curvas mds vulnerables a la gravedad de la enferme-
dad han sido la RGO inmediata inicial y la RGO incubada media
(p £ 0.001; grdfica 27, tablas X1 y XIV) seguidas de la RGO {nmediala
media y de la RGO incubada inicial (p < 0,05; tablas XII y XIV), sin
existit diferencias estadfsticamente significativas respectc de los puntos de
lisis total. Tales hallazgos contrastan con estudics pze\'ios44 en que las
diferencias estadisticamente signilicativas conciernen a la RGO inmediata
iniclal v RGOs totales. Nos inclinamos a favorecer nuestro resultado, que
creemos confirmado en las correlaciones de la RGO incubada media (gréfica
12} v de la RGO inmediata inieial (en enfermos esplenectomizados, gréfica
33} con % Hiper, genufno indicador de esferocitosis,

Como indicadores de esferocivosis, la fragilidad osmética y técnicas
aiines quedan ampliamente superadas por la citomeirfa de difraccidn de
luz liser con los pardmetros derivados de la curva de distribucién de los
hematfes segin concentracién de hemoglobina y el protagonismo indudable
det % Hiper va que se trata de un método de gran eficacia, preciso, dire-
cto, cuantitative de forma directamemte proporcienal a la gravedad del
curse clinico de Ya EH, sencillo y rdpldo a diferencia de las récnicas anie-
riores, a las gue puede reemplazar largamente en el diagndstice de la
entidad (tabla NIH).

5.3.6. Rol de la SDS-PAGE de la membrana erittocitaria en el diagnéstico
de la EH ‘

El estudio de los indicadores de} déficit proteico de la membrana del
hematies mediante SDS-PAGE de la misma ha demosirado ser un métado
eficaz v teproducible para la estimacién de sus contenidos en espectrina y
ankirina en la EH {1abla XVIi), con las ventajas de ser un procedimiento
sencitha, rdpide y {iclmente disponible,
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Ante la ausencia de diferencias estadisticamente signlficativas entie
epfermos ne esplenectomizados y esplenectomizados de la misma gravedad
{1abfa XVII}, los indicadores de déficit proteico de la membrana del hematfe
se han analizado globalmente en todas las EH.

El defecte bdsico encontrado accesible a la tecnolegle aplicada ha
side el cldsico déficlt parcial de espectrina manifestado en forma de un
descense del contenido de esta protefna en la membrana etittocitaria del
87,7%, de la normalidad como media global {8 0,990; SD 0,117} que ha
varlade de acuerdo con la gravedad del curso clfnico de fa enfermedad
(ablas XUl y XIV), acompafiado en 45 de 62 pacientes (72,6%) de un
déficit parcial medio de ankirina (X 0,195 SD 0,003) del $7% de Ja norma-
lidad, muy discreto pero estadisticamente significativo respecto del cantral.

Tales datos confirman observaciones previas 2,3,4,6,7,8,12,30,36,38,44,82,
83.112,116,137,139,163 gohre tado en cuanto al déficit de espectrina, docu-
mentado desde los estudios de Agre y cols, 234, que han descrito conteni-
dos de espectrina, determinados por radicinmunoensayo 3'4, del 63-81% vy
del 30-74% de la normalidad para las EH domlnantes y no dominantes,
respeciivamente (tabla XIX), slempre vapiando de manera Inversamente
proparcional a la gravedad del curso clinico, Estos autores fndican conteni-
dos de espectrina del 30% de la normalidad en las formas casl letales de
la entldad y matizan que la SDS~PAGE infraestima la verdadera deficiencia
corpuscular de esta protefna en comparacién con ef radioinmunoensayo 3,

Otros estudios han comunicado contenidos de espectrina del §0-90%
de la normalidad en casos dominantes, en general de cursos clinicos leves
y moderados 6, y del SD-70% para las formas no dominantes 3082, habi-
tualmente de gravedad (ntensa o moderada (tabla XiX). Eber y cols. (1990} 4%,
que eliminan el elemento de inexactitud gue puede introducit la cuantfa de
banda 3 en la medida de los canmienidos proteicos de la membrana calewlan-
do el contenido de espectrina como mmoles de espectrina por mmoles de
{ésforo lipfdico, han ohienide valores del 80-100% de la normalldad para
las EH leves o asintomdticas, del 50-80% para los casos moderadas y del

40-60% para las formas graves.

En nuestia serfe, log contenides medios de la membrana eritrocitaria
en espectrina han sido del 84,5% (X 0,953 SD 0,003) de la normalidad
pars las formas no dominantes, que Incluyen 4 enfermos graves y 3 de
afectacidén moderada, y de 89,9 y 84,9%, respectivamente, para las EH no
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esplenectomizadas v esplenectomizadas (tabla X!), éstas integradas por 4
casos graves y 15 moderados sin formas leves o asintomdticas. Segin la
imensidad del curse clinico, los contenidos medios de espectrina han sido
de 91,3% en los enfermos leves ¢ asintomdticos, de 89,5% en aquellos de
curso clinico moderado v de 83,6% en los casos graves (tablas XHI y X1V).
l.as diferencias entre estas cifras slempre han tenido trascendenciz estadfs-
tica, a pesar de la impresion de proximidad entre s{ que pueden causar.

Dichos valotes exhiben grados de déficiv mds modesios respecto de
los descritos anteriormente, hecho que probablemente traduce la cbhservacidn
de Agre y cols. 3% referente a que la SDS-PAGE subestima el grado real
de defecto respecto al radicinmunoensaya. Mo hay que olvidar que la SDS-
PAGE es un método semicuantitativo en cuya resolucién influye el tipe de
gel de poliacrilamida, homogéneo 051,161 o de pgradiente 74:27:30,36,81.82,
106'322!191, utilizado en el procedimiente. Es posible que en este sentido
se justifique, al menos en parie, la ausencla de correlaciones estadisticas
de los contenidos proteicos de la membrana eritrocitaria con los indicadores

de hemdlisis y su naturaleza y de esferocitosis existente en nuestro estudio.

No hemos tenido la opottunidad de observar casos de EH con conteni-
do de espectrina normal y aumento del cociente Sp/B3B85:115,122,163 14,
séio en el caso ndmero 65 fue del 110% de la normalidad, caso que forma-
ba parte de una cldsica familia de herencia dominante, gravedad principal-
mente moderada v con discreto déficit parclal medio de espectrina del
95,3% de la normalided en el resto de sus miembres (familia F). No cree~
mos que tenga valor tal hallazgo aislado que no fue posible confirmar y
aun mds en el seno de una familia de estas caracteristicas.

Como dato adicional, es inmuncblot antiespecirina fue notmal en to-
dos los pacientes, excluyendo la posibilidad de ltagmentacién de dicha pro-
teina como causa de su déficit, Esto habla sido explorado en EH atfpica-
mente graves de herencia 1ecesiva #; en nuestro esiudio se ha evaluado en
todos los casos,

El déficit parcial de ankirina, acompafante del anterlor en el 72,6%
de les casos y muy ligein, se ha mantenido alrededor del 97% tanto en las
formzs dominanies como no dominantes, EH no esplenectomizadas y esple-
nectomizadas y no ha mostrado una variabilidad estadisticamenie ostensible
segin la gravedad del curso clinico {tabla XI1) de la entidad. Estos hallaz-
gos correboran la afirmacién de que un 50-75% de los enlermos de herencia
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dominante tipica exhiben diseretos déficits de ankiring 82116, del que se
han descrito diversos grados, desde 15-25% 82,116 a 2-13%30!36 de reduc=
cién respecto del control normal. Los pacientes afectos de formas atipi-
camente graves y herencia recesiva 3082,116 presentan niveles de ankirina
disminuidos aproximadamente al 50% de la normalidad, circunstamcia gue
tampoco sé ha producido en nuestra casuistica. De modo andlogo al déficit
de espectrina, la SDS-PAGE ha de sobreestimar el comtenido real de anki-
rina en la membrana de! hematle al referirlo a la banda 3, supuesto que
no ha sido cemptobade.

Aparentemente no se spreciaton diferencias cualitativas entre casos y
controles en las restantes bandas proteicas resultantes de la SDS-PAGE de
los estromas erlttoeitarios ([igura 19). El método aplicado no nos ha permi-
tido acceder a otras anomallas del esqueleio de la membrana descritas en
la EH. La deteccidn del trastorno del dominio ﬁl\' de la espectrina con
unién defectiva a la protefna 4.1 (HS [359-4.1; tabla ) comunicado en
casos dominantes 91186 v estimado como un 10% de las EH, requiere cro-
matogralfa de afinidad de extractos de espectrina sobre protefna 4.1 inmovi-
lizada '8 © bien andlisis bidimensional 13, técnica ésia necesaria para
identificar el dominio & lla, hallado en algunos cases no dominantes 118:119,
v que probablemente también permita el estudio de las alteraciones de la
banda 384131 El ddficiv de banda 4.2, conocide en japoneses con EH
recesiva 81-121,138,139  ag perfectamente evaluable mediante SDS-PAGE
con mejor fesolucidén en sistemas discontinuos 31-95; con nuestro procedi-
miento, cominuo v homogénea, al no conseguir una separacién neta de las
bandas 4.1 y 4.2, intentamos estimar el contenido de la banda 4 en la
membrana como e} cociente B4/B3, pero no fue posible evaluar sus resul-
tados por no ser reproducibles en el control de calidad de la téenica, y
por ello se excluyd el pardmetro B4/B3 del andlisis; en cualquier caso, el
déficit de protefna 4.2 en la EH ha de ser excepcional en Occidente.

Asf pues, el defecto primordial en nuestros enfermos ha sido el défi-
cit leve-moderado de espectrina y ankirina {HS Sp* Ank*; tabla 1) de acuer-
do con el predominio de formas leves o asintomdticas y de curso clinleo
maoderadg (solamente inclufmos 8 casos considerados graves por anemia -
hemolftica crénica) ofreciendo clerta simiiitud con la familia de (9 casos
estudiada pot Costa v cols. {1990) 36 o que se demositrd Ja transmisidn de
la EX dominante ligada al palimor{ismo Neo | del gen de la ankiring.
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Se puede especular que nuestro 32% de EH dominanies sin déficit
parcial de ankirina (17 de 53 casos) estyvieran afectas de formas con anos
mzlia del dominio 1V de la espectrina de unién defectuosa a la proteina
4.1 (HS Sp-4.1; tabla 1), de prevalencia estimada en un 30% de las EH

dominantes en sus descripciones origlnalesw'l%,

pero la tecnologfa apli-
cada no es apla pata demostrar este defecto y ademds muy probablemente
subestima la carencia real de ankirina. Se ha desctito en estos enfermos
la existencia de esfercequinocitos en sangre periférica de modo caracte-
ri'slico12135!‘12v137’139!136, en realidad dnicamente valorable en los pa-
cientes no esplenectomizados, al formar parte de los cambios hemoperifé-
ricos pnstesplenectomfa83. Este dato morfolégico sélo se abservé en los
casos no esplenectomizados nimeros 10 y 38, integrados, respectivamente,
en las famillas J y S cuyos déficits parciales leves-moderados de espectrina
y ankirina (MS Sp*Ank™; tabla 1) prdcticamente excluven el defecto su-
puesio. No obstanie, la identificacién de hematfes espiculados en sangre
periférica es subjetiva y, por 1anteo, inexacta, por cuanio su valor como

orientacidn diagndstica es mas que cuestionable.

Confirmamas que el déficit leve-moderado de egpectrina vy ankirina
(HS Sp* Ank*; tabla 1) es el defecic mds prevalente entre las formas auto-
sémico dominantes de EH $436,82,116,139 oy o) cual el déficit de espec-
trina es secundatio a un defecto primario en el gen de la ankirina, audn

por cataclerizar y que determiparfa la alteracién de su estructura o fun-
cidn 36,82,116,138

La situacién no parece distinta en nuestras EH sin sfectacidn lamiliar
evidente a los métodos diagndstices convencionales, qgue han mostrado grados
de déficit de espectiinge y ankitina equivalenies a los r1egistrados en las
formas dominantes del mismo curso clfnico. No se han observado casos
intensamente graves con fespuestas parciales a la esplenectomia v con 30%
de déficit de ambas protefnas. Este interesante hecha enlaza con los resul-
1ados del estudio de sus progenitores, grupo integrado par 6 parejas.

%.4. Progenitores de EM sin historia familiar

La comparacién de los progenitores con el grupo control ofrece un
impattame resultade: miestras los pardmetros citométricos, incluyendo los
indicadores de hemélisis y de eslerocitosis, na muestran diferencias esta-
disticamente significativas, éstas sf existen respecto de los indicadores de
déficit proteico de la membrana erltrocitatia, con contenides medics de
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espectrina de 95,9% y de ankirina de 99% en este grupo de progenitores.

Agre v cols. (1986)4 observaron en casos similates una minima dis-
minucién de espectrina, a diferencia de Eber y cols. (1990)*4, y constata-
ron que los contenides de esta protefna inferiores al $7% de la normalidad
se asocian & un aumento de la fragilidad osmética al determinar ligeras
teducciones de la relacién superficie/volumen del hematfe, hecho que trans-
forma en acreedores del defecto a este grupo de sujetos. Apenas se conocen
datos de los contenidos de ankirina de la membrana eritrocitaria en los
progenitores; tan sélo lolascon y cols. (1991)82 han descrito aisladamente
un ligero déficin.

Tales tesultados sugieren que al menos uno de los miembros de cada
pateja estd afecto por una EH de penetrancla genética incompleta, es de-
gir, con ausencia de expresién del penotipo andmalo cuando deberfa mani-
festarse, efecto que obedece a que la tara genética requiere de la concu-
rrencia de ciros factores que incluyen la aceién de otros genes, fenémenos
ambientales ¢ el azar, y teniendo también en cuemta la dificultad diagnés-
tica que plantean estos casos, en que la eniidad escapa a la metodologia
bisica, incluso a la citometrfa de difraccifin dé luz ldser (en nuestro grupo
siempre existid un pequeio % Hiper, auwnque no significativamente distinto
del control), y nicamente puede demostrarse mediante SDS-PAGE de los
estromas eritrocitarios,

Es muy probable que la mayor parte de las EH sin historia familiar
sean ciertamente formas de hetencia autosémico dominante, como prueban
los Indicadores de déficit proteico de la membrana del hematfe en los pa-
dres de nuestros enfermas, cuyos cursos clfnicos, no mds desfavorables que
los de otros casos tipicamente dominantes, pueden explicarse por penetran-
cla variable del defecto entre miembros de unz misma familia v la posibi-
lidad de interacciones genéticas.

De acuerdo con Delaunay y cols. {1990} 4}, 1a variabilidad fenotipica de
la EH podria ser la consecuencia de un gen mutade modulado por
la actividad de su correspondiente alelo y/o de otros genes no alélicos, ya
que la interaccién genética de dos o mids alelos en loci distintes podria
suponer efectos aditivos o supresores sobre el fenotipo esperade potr la ac-
cién de cada uno de los loci aislados. De esta afitmacién consideramos
un claro ejemplo a la familia D, cuya primera generacién {casos mimeros
48 y 49), con EH leve o asintomética, que fue detectable con los mé-
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todos diagndsticos utilizados engendré una descendencia con expresividad
cifnica muy heterogénea. Esios datos ponen de manifiesto la rareza de las
EH de verdadera herencia sutosémico receslva, y reafitman la conclusidn
de Agre (1989} §, que copsidera la EH dominante y recesiva enfermedades
distintas, mas alla de la mera expresién homocigota o heterocigota del

problema. -

La solucién definitiva del dilema de la transmisidn gendtica de la
EH en estos casos tequerirfa demostrar su asociacién a un determinado
polimotfismo del gen de la ankirina 36, o blen la catacterizacién bioquimi-
ca de defectos ya conocidos y ligados a la EH dominanme {como las formas
HS [ Sp-4.1; tabla 1) o recesiva {anomalfa otlla de la esr.uet:t.tlna41'”*3-119
o el déficit combinade grave de espectrina y ankirina por sfntesis reducida
de és1a2%77), Esto sobrepasa las posibilidades de nuestra tecnologia.

5.5. Clasificacidn de lz EH segin su expresién biolfigica

E]l andlisis de Ja gravedad o curso clinico de la EH entre los enfer-
mos no esplenectomizados ha puesio de manifiesto una modificacién  de
los indicaderes de hemdlisis (y eritropoyesis compensadora), de la natura-
leza de la misma, de esferocitosis y de déficit parcial de espectripa y
ankirina de la membrana del hematfe sepin las caregorfas definidas respec-
to de dicha variable, Los eriterios aplicados para ello han sido tan senci-
llos comc la existencia o no de anemia, si ésta es crénica o episddica v
la magnitud de la reticulocitosis, dates que ofientan' de forma rdpida vy
facil sobre la intensidad del curso clinico de la enfermedad en cada pa-
clente v que es prudente determinar en situaclén basal,

Dichas variaciones resultan estadisticamente significativas, delimitan-
do una clasificacién de la EH segdn su expresividad biolégica y con impor-
tancia prondsiica, que se describe en Ja tabla XIV. Eber y cols. (1990) %
han elabarado una clasificacidn parecida que relaciona el délicit de espec-
trina (caleulado como mmoles de espectrina por mmoles de fésforo lipidico
de la membrana eritrocitaria), pero no contempla los indicadores de esfe-
rocitosis derivados de la citometria de difraccidn de luz ldser. No se han
considerado aqui los enfermos esplenectomizados porque la exéresis del ba-
z0 modifica la expresién de la entidad al minimizar la hemdlisis.

Asi pues, distinguimos un grupo de cuatro pacientes de calegoria
grave, de edad pediitrica y sin antecedentes famillares del problema caon
anemia hemolitica crénica que en algunos casos requirié transfusién. En
ellos el defecio repercute en los indicadores definldos con intensidad, cque
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denotan ser portadores de una poblacién eritrocitaria muy heterogénea en
volumen, a expensas de reticulocitos y células mds o menos hipercromas,
segin sy grado de condicionamiento esplénico, de gran fragilidad osmética
in vitro, espontinea e Incubada, cuyas curvas suelen trazar un perfil diago~
nal (figura 16). Este se proyecta como anemia con reticulocitosis frecuen-
temente superior a 600 X 109/L, intensa esferocitosis en forma de HC y
% Hiper muy elevados, con notable aumento de la bilirrubinemia, LDH y
EPQ y cafda de la haptogiobina sérica. Sus contenidos ce la membrana del
hematie en espectirina y ankirina estdn disminuides, con cifras que en
nuestras manos estriban entre 82-84% y 97% de la normalidad respectiva-
mente y que tesultan superiores a las descritas en este tipo de enfermos
por otros autores: se han descrito contenidos de espectrina del 50% 3129 41
70% 4.44,82,443 v de ankirina del 50%2982:143. 14 discordancia puede
obeducer a la superior gravedad de la EH en sus paclentes o bien a la ex-
presién bioldgica de genotipos distintos, puesto que nuesiros casos muy
probablemente cortesponden a formas autosémico domipantes de penetrancia
genéiica mayor o con interaccignes genéticas desfavorables, o acasoc a
formas homocigotas o doblemente heterocigotas de defectos presentes en
sus ascendientes. En 1ales enfermos suele estar indicada la esplenectomia
en edad pedidirica.

El grupo de curso clfnico moderado, definido por anemla hemolitica
séle ocasional y reticulocltosls por encima de 200 X 10%/L, exhibe una
conciderable afectacién de los indicadores referidos, por cuanto sus pobla-
cienes eritroides son adn heterogéneas en volumen por reticulocitosis, habi-
tualmente entre 200 x 10%/L y 600 x 10%/1., y una cantidad variable de
células de clerta hipercromia, cuya hemdlisis hipoténlca puede mno ser evi-
dente sino tras incubacién, con tendencia a describir curvas caudadas 38,
39.83.137,139 (fjgura 16), A la ausencia de anemia en situaclén basal se
une una notable esferocitosts (HC 36-37,5 g/dL y % Hiper 5-15,5%), hipes-
bilirrublpemia v caida de la haptoglobina variables pero discretas en general,
al igual que el aumento de la EPO. La reduccién registrada de los content-
dos de espectrina y ankirina de la membrana eritrocitaria es andloga a la
cbtenida por Costa y cols. {1990) 36 (1ablas XIV y X1X). Los enfermos de
estas caracteristicas no suelen necesitar la esplenectomfa en edad pediatri-,
ea: en nuestra serie sélo fue asf en 4 de 31 casos {12,9%) y hasta un 30%
de ellos la habfa sufrido en edad adulta. Sin embarge, Eber y cols. (1990} 44

indican la esplenectomia en estos pacientes en la edad escolar, observacién
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probablemente debida 2 que clasifican como de curso moderado casos de
mayor gravedad clfnica, incluso con anemia crénica. ‘ .

En los enfermos de la categorfa leve-asintomdtica, sin anemia nf re.
ticulocitosis intense, el diagndstico suele ser causal o a consecuencia del
estudio familiar de otros casos méds expresivos clinicobiolégicamente. Su
poblacién de células rojas puede ser mds uniforme, aungue claramente des.
plazada hacia la hipercromfa como teflejan los indicadores de esferocitosis,
con HC 34,5-36,5 g/dl y % Hiper 1,5-9,5%, y una {ragilidad osmética
apreciable tras incubacién con tendencia a dibujar curvas de tipo normal 38,
39,83,137,13% (fiura 16). Su ligera hemélisis puede no repercutir en Jos
indicadores de hemdlisis séricos. También es leve el déficit de espectrina
que presentan, y atn mds sutil el de ankirina, en su caso. Puesto que en
la clasificacidn de nuestios casos en esta categorfa se ha ohservado riguro-
samente sélo el criterlo clinice, hemos podido constatar que puede ser
compatible con cifras de reticulocitos entre 80 x 109/L y 300 x 10%/L en
la mayorfa de los enfermos. Esta observacién demuestra la heterogeneidad
ded prupo demire de la escasa repercusién gue puede causar la entidad y
' que hace innecesaria la esplenectomia en los pacientes leves ¢ asintométicos,

Los progenitores de las EH sin historia familiar forman un grupo di-
verso en cvante al estade patolégice de cada individuo respecto del proble-
ma, ya que estd constituido por sujetos normales y con un pequeﬁo grado
de defecto: a menudo se trata de verdaderas EH leves-asintomdticas. En
general, los indicadores de hemdlists y su naturaleza y de esferocitosis no
cfrecen datos significativos, si blen exhiben una clerta cifra de hematfes
con concentracién de hemoglobina superior a 41 gfdl., por escasa que sea
v una fragilidad asmérica que puede estar sélo sutilmente aumentada. El
contenido de espectrina de Ja membrapa eritrocitaria se halla discreta-
menie descendido en un rango aproximade a las EH leves-asintomdticas, el
déficit de ankirina es mds dilicll de apreciar, aunque en ocasiones es
notorio. Como ya se ha comentado, al menos un miembro de cada pareja
progeniiota muestra estos ligeros delectos, queée en su descendencia cursan
clinicamente de modo no mds desfavorable que otras formas de clara he-
tencia dominante, Cabe especular que corresponden a EH dominantes de
penetrancia genética incompleta y variable en su transmisién vertical.

Es evidente que el espectro clinicoblalégico de 1a EH es muy amplio
e incluye casos con pequeiia expresién de su defecto, que no son detecta-
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dos con los medios diagndsticos tradicionales. Esto sugiere que la prevalen-

cin real de la EH es muy probablemente superior a lo supuesto, puesto,
que se ignora la verdadera frecuencia de las formas leves y asintomdticas

de la entidad.



6. CONCLUSIONES
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La EH es una entidad de expresidn biolégica extraordinariamente
amplia, que incluye desde raras formas can hemdlisis crénica grav‘e
que precisan una esplenectomfa precoz hasta posiblemente mds de un
40% de casos muy leves o asintomdticos, de gran dificultad diagndstica
con Ja metodologla convencional,

La citometria de difraccién de Juz ldser es una tecnologfa extraordina-
riamente eficaz y precisa en el diagnéstico de la esferocitosis de la
EH, merced a sus pardmetros indicadores HC, Area Il y scbre todo
% Hiper con las ventajas de tratarse de un métoda sencillo, rdpide ¥y
objetivo por ser cuantitative de forma directamente proporcional a la
gravedad de la entidad.

Citométricamente, junto a la posible anemia, la EH exhibe una pobla-
cién eritroide heterogénea imtegrada por retfculocitos y células rojas
de hipercromia variable segin su grado de condicionamiento esplénico
osméticamente frdgiles, Estas cartacteristicas son directamente propor-
cionales a la gravedad del curso clinico,

La esplenectomia en la EH corrige la apemia crénica o episédica y
da lugar a una poblacifn eritrocitaria mds uniforme al suprimir el
condiclonamiento esplénico y aminorar a hemdlisis, con reduccidn eon-
siguiente de la reticulocitosls, Este efecto se traduce en la normaliza-
cién de la distribucién de los hematies por volumen (cuyo CV es el
RDW), con disminucién de la cifra de reticulocitos y de les indlcado-
res citométricos de esferocitosis

La fragilidad osmética y métodos afines son técnicas laboriosas y a
menudo no lo suficientemente sensibles en el diagndstico de la EH,
que al reflejar la reduccién de la relacidn superficie/volumen de los
hematfes se compostan como indicadores de la esfericidad eritrocita-
ria. En este sentido, son netamente superados. por los indicadores de
esferacitosis obtenides por citometrfa de difraccién de luz ldser, que
representan la alternativa que puede sustituir a dichas técnicas en el
diagndstico de la EH.

Dado que la esferocitosis no es monopolio exclusive de la EH, el diag-
néstico delinitive de esia enfermedad puede establecerse s6lo sl la de-
mostracién de ia esferocitosis forma parte de up contexto de datos
clinicos y biolégicos compatibles con la EH.
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En el estudlo del defecto molecular de la EH, la SDS-PAGE de los es-
uomas eritrocitarios aislades es sin duda el primer eslabon, ya que &5
un método repraducible, eficaz y sencillo que permite estimar los con-
tenidos de la membrana del hematfe en espectrina y ankirina.

L.a SDS-PAGE de la membrana eritrocitaria demuestra en la EH un
déficit parcial de espectrina proporcional a la gravedad del curso clf-
nico de la entidad, que se acompafia hasta en un 75% de los casos de
un discreto déficit parcial de ankirina. Asi pues, confirmamos que el
déficit = combinade leve-moderado de  espectrina  y  ankirina
(HS Sp* Ank*) es el mds prevalente en la EHM.

Al menos un miembro de cada pareja progenitora de casos de EH sin
historia familiar aparente presenta un pequefio defecto Gnicamente evi-
dente mediante SDS-PAGE de sus membranas eritrocitarias. Esta ob-
servacion sugiere su afectacidn por una EM de penetrancia penética
incompleta en ellos y variable en su iransmisidn vertical autesdmico
dominante, 3 la ver que alude a la rareza de las verdaderas formas

recesivas de la enfermedad.

Ante la enorme diversidad de la expresién bloldgica de la EH, cabe
reflexionar que la prevalencia real de la entidad ha de ser superior a
la supuesta, ya que no se conece la frecuencia verdadera de las EH

leves y asintomdticas entre la poblacién general.
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La EH es la enfermedad hemolitica hereditaria de mayar prevalencl‘a
en la peblacién. Su transmisién es principalmente autosdémico dominante con
penetrancia pgenética variable, y presema gran diversidad en su expresidn
bioldgica y favorable respuesia a la esplenectomia en general.

No se han identificado atn defectos primarios de la misma, pero la
membiana eritiocitaria de la mayorfa de los enfermos exhibe un déflcit
parcial de espectrina proporcional al curso clinico de la entidad y probable-
mente secundaric a un déficit pareial de ankirina acompafiante hasta en el
75% de los cases. Patcgénicamente, el déficit pareisl de espectrina determina
que la superficle de membrana fijada a su esqueleto sea menor, producién-
dose una liberacién de las zonas de la bicapa lipidica no estabilizadas que
causa la pérdida de la relacién superficle/volumen celular caracteristica de
los esferocites. Esta alteracién se Intensifica con cada paso de los hematles
a través de Jos cordones esplénicos.

La demostracién de esta deformidad esiérica es la base de la fragili-
dad osmética v técnicas relacionadas, laboriosas y con frecuencia no lo sufi-
cientemente sensibles ni especificas en el diagnéstico de la EH. Ademds, la
rigidez, la esfericidad natlva y la elevada concentracidn de hemoglobina del
eslerocito impiden la medida correcta de su volumen y de su CHCM, pardme-
tro calculado a partlr del VCM en citédmetros convencionales. Estos inconve-
nientes dificultan particularmente el diagnéstico de las formas leves v asin-
tomdticas de EH, forma de manifestacién de la entidad probablemente en
mds de un 40% de los cases y que hacen incierta la prevalencia real de la
EH.

Nuesti:o estudio de 62 enfermos de EH {19 de ellos esplenectomizados)
y de 6 parejas progenitoras de casos sin historia familiar ha confirmado las
caracteristicas cldsicas del problema, como su habitual transmisidn genédtica
dominanie y sw amplio espectro clinico, con un 37% de {ormas leves o asin-
tomdticas y un 13% de pacientes con anemia hemolftica crénica de respuesta
siempre completa a lz esplenectomia. Asimismo, hemos evatuado en nuestros
enfermos el rol en el diagnéstico de la EH de los indicadores de esferocito-
sis de la citometrfa de difraccidn de luz ldser y de la SDS-PAGE de los es-
tromas eritrocitarios alslados.

Hemos demostrado que la citometria de difraceidn de luz ldser es un
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método Gtil, preciso y extraordinatiamente eficaz para la deteccién objetiva
de la esferocitosis de la EH, que ademds de ser sencillo y rdpido, es cuantl-
tativo de forma ditectamente propoicional a la gravedad de la entidad. Ello
es puasible por su capacidad de medida directa y simulidnea del volumen y
la concentracién de hemoglobina en hematfes previamente esferificados y
ligeramente fijados con glutaraldehido. De su distribucién de las células ro-
jas sepdn concentracién de hemoglobina derivan pardmetros que informan de
la presencia de esferocitos en una muestra, como HC, Area Il y sobre todo
% Hiper. Como indicadores de esferacltosis, creemos que tales parémetros
citométricos superan notablemente a la fragilidad osmética y técnicas afines,
a las que pueden reemplazar en el diagndstico de la enfermedad con cbvias
ventajas. Resulta inexcusable pumtualizar que para el diagndstico certero de
EH es imprescindible que Ja demostracidn de la esferocitosis, en modo algu-
no exclusiva de elle, forme parte del conjunto de datos clinicos y de labo-
ratorio ptopios de la EH.

La SDS-PAGE de los estromas eritrocitarios aislades se ha comportade
como un método sencilio, eficaz y.reproducible para la estimacidn de sus
contenidos en espectiina y ankirina, por lo que en nuestra opinién constituye
el primet eslabén del estudio de la base molecular de la EH. Esta técnica
not ha permitido constatar el déficit parcial de espectrina caracteristico de
la enfermedad y proporcional a su gravedad clinica, que ha resultado acompa-
fiado en un 72.6% de los enfermos de un ligero déficht parcial de ankirina.
Dichos daros confirman que el defecto més prevalente en la EH es el déficit
leve-moderado de especttina y ankirina (HS Sp* Ank*), que en otros estudios
ha mosttado su herencia ligada al pen de la ankirina y cuya anomalfa prima-

ria adn no ha sido caracterizada,

La situacién no ha sido distinta en las EH sin historia familiar eviden=-
te, que han mostrado grados de déficit de espectrina y ankirina en la mem-
brana eritrocitaria anilogos a los observados en los casos tfpicamente dom|-
nantes de su mismo curso clinico. En efecta, mientras que el estudio de sus
ptogenitores con metodologia convencional y citometrfa de difraccién de luz
\dser no ha ofrecido diferencias estadisticamente significativas con et grupo
control, éstas sf existen respecto de los contenidos de la membrana eritro-

citaria en espectrina y ankirina,
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Tales resultades sugieren gue al menos un miembro de cada pareja
progenitora presenta una forma de EH de penetrancia genética incomplera
en ellos y wvariable en su transmisién vertical dominante. Este fenémeno
muy probablemente podria darse en la mayor parte de la EH sin aparentes
antecedentes familiates, subrayando la rareza de las EH de verdadera heren-
cla aurasémico recesiva. Pero estas reflexiones son especulativas, ya que la
soluctdn definitva del dilema de la transmisién genética de la EH en estos

casos sobrepasa nuestra modesta tecnologfa.
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