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Resumen

Se presenta el estudio de una extensa familia estudiada por esferocitosis hereditaria (EH), en la que se
detectd doce casos de la enfermedad. Anotamos los resultados del estudio, asi como una revision de los
aspectos genéticos, clinicos, bioquimicos, hematologicos y fisiopatoldgicos de la literatura reciente.
Hemos creido importante analizar la familia estudiada, y la literatura citada, con el fin de poner de
manifiesto que este problema existe en Costa Rica con cierta frecuencia, y que es necesario afinar los
procedimientos diagndsticos en los diferentes centros de salud para detectar las personas afectadas.
Esto redundara en un total alivio de la sintomatologia de estos pacientes, al ofrecerse la posibilidad de
tratar esta hematopatia hereditaria. (Rev. Cost. Cienc, Méd. Dic. 1981; 2(2): ).

Introduccién

La esferocitosis hereditaria (EH) es una anemia hemolitica que se caracteriza por hemdlisis
extravascular, esferocitos en sangre periférica, fragilidad osmoética aumentada, autohemodlisis
incrementada que se corrige por la adicion de glucosa, completa remision luego de la esplenectomia y
un patron hereditario de caracter dominante. El trastorno primario se debe muy posiblemente a una
anormalidad de la membrana del eritrocito, permaneciendo desconocido el defecto especifico.

Esta enfermedad hereditaria es una tara frecuente en las poblaciones europeas, por lo que afecta
principalmente a la raza blanca (3). En los Estados Unidos se considera que existen aproximadamente
de 200 a 300 casos de EH por cada millon de habitantes de extraccion predominantemente noreuropea
(2, 38, 55).

A pesar de que la EH no es un problema médico mayor en términos de frecuencia, hay dos razones
convincentes para seguir prestando atencion a este problema hematoldgico: 1) puede hacerse mucho
por el enfermo y sus parientes afectados una vez que se ha establecido el diagndstico; y 2) los estudios
de esta alteracion han contribuido y contribuiran en el futuro a la comprensién de la genética médica, del
metabolismo y estructura del eritrocito, asi como de la circulacién esplénica y sus efectos ante la
estructura eritrocitica y su metabolismo.

En el presente reporte sefialamos los hallazgos de laboratorio de una extensa familia en la que
detectamos doce casos de la enfermedad, aprovechando las circunstancias para sefialar en la discusion
las caracteristicas fundamentales del trastorno hereditario, tanto a nivel clinico como molecular, de
acuerdo con la literatura que tuvimos a nuestro alcance a la hora de preparar la presente informacion.

* Centro de Investigacion de Hemoglobinas anormales y trastornos afines (CIHATA), Universidad de Costa Rica, Hospital San
Juan de Dios.

** Catedra de Hematologia, Facultad de Microbiologia, Hospital San Juan de Dios.

*** | aboratorio Clinico, Hospital Nacional Psiquiatrico.
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Materiales y Métodos

Esta investigacion nacié al demostrarse un ligero cuadro anémico en una paciente del Hospital
Nacional Psiquiatrico, en la que llamé la atencién un valor alto de CHCM (37 g/dl). Posteriormente se
confirmé un cuadro de esferocitosis y se procedié al estudio familiar respectivo. Los métodos de los
analisis hematoldgicos de rutina se hallan consignados en la literatura (13, 43), e incluyen hemoglobina,
hematocrito, computo de reticulocitos y morfologia eritrocitica. Las pruebas de fragilidad osmética (F.O.)
(con sangre Fresca y post-incubacién) se efectuaron con ligeras modificaciones introducidas por noso-
tros: con gldbulos rojos frescos se practico la prueba en concentraciones de NaCl de 0,50 y 0,55 por
ciento, en tanto que con la sangre incubada se utilizaron de 060, 0,65, 0,70 y 0,75 por ciento. Para estos
efectos como para otras pruebas, se usd sangre venosa obtenida estériimente y anticoagulada con
EDTA (16, 20). En tres ocasiones, por la edad de los pacientes, se proceso la prueba con sangre capilar
anticoagulada con heparina. En cuanto a la prueba de la autohemodlisis utilizamos una técnica
simplificada (13) para la cual empleamos sangre tomada estérilmente con EDTA y solucion estéril de
glucosa al 5 por ciento en agua destilada. Las haptoglobinas séricas las medimos de acuerdo con el
método de Owen et al. (40) y la hemoglobina libre en suero por la clasica reaccion de la bencidina H,O,
(13). Las bilirrubinas séricas se cuantificaron por el método tradicional de la diazo-reaccién. Se investigo
la G6PD a través de las técnicas del cianuro ascorbato (22) y de la generacion de NADPH (5), y las
proteinas séricas por electroforesis en acetato de celulosa.

Resultados

En la figura 1 se indica la genealogia de la familia y en los Cuadros 1 y 2 los resultados de la
bioguimica hematolégica obtenidos en doce familiares con EH. Los pacientes nimeros 1, 6 y 19
presentaban, al momento del estudio, manifestaciones clinicas que pueden relacionarse con su
padecimiento. El padre de la propdsitus (numero 1) ha sido internado siete veces con diferentes
sintomatologias, en las que ha predominado la esplenomegalia, ictericia y anemia. Actualmente dice
sentirse débil, y se ve ictérico. Una hermana de la propoésitus (nimero 6) se encuentra sumamente débil
y pdlida, con desmayos y se nota subictérica. Finalmente, una tia paterna (nimero 19) esta débil e
ictérica, y fue internada hace varios afios por una crisis ictérica tipica, de la que se recuper6 tras ser
transfundida y con “mucho descanso”. En nueve de los doce casos con EH se practicé electroforesis de
proteinas no demostrandose alteraciones cualitativas tipo banda monoclonal. Tampoco se encontré
deficiencia de la G6PD eritrocitica, y los valores de hemoglobina sérica en el 80 por ciento de los casos
estudiados no revelaron tasa mayor de lo esperable para suero normal (< de 7 mg/dl).

Discusién

El presente estudio logr6 demostrar la presencia de doce casos de EHenlos

30 familiares de la propositus que fue posible estudiar, demostrandose la linea paterna de
herencia del trastorno. Todos los casos con la alteracion hereditaria cumplieron con los requisitos
gue se exigen para el diagnéstico de certeza, vale decir anemia ligera o0 moderada,

esferocitosis en sangre periférica, reticulocitosis, fragilidad osmética (F.O.) aumentada sobre todo
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post-incubacion a 37°C, autohemdlisis incrementada que corrigié sustancialmente con glucosa, aumento
ligero o moderado de la bilirrubina indirecta; disminucién variable de las haptoglobinas y un patrén
familiar con herencia de tipo mendeliano. Tal y como ha sido descrito (1, 15, 18, 34, 35, 54), la expresién
del gene anormal varié dentro de los casos positivos, desde formas minimas del trastorno hasta
condiciones ligeras (ver Cuadros 1 y 2) dando todos la imagen de un sindrome hemolitico compensado
(18). Llama la atencion los valores altos de la concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM)
en los casos positivos, tal y como se ha reiterado en la literatura (4, 14, 18, 19), habiendo sido el indice
eritrocitario que primero hizo pensar en EH en los inicios del estudio analitico de la propositus.

Al ser la penetrancia del gene para la EH tan variable, algunos miembros afectados de una
determinada familia pueden tener un cuadro muy ligero y no presentan anemia. La presencia del gene
anormal usualmente se detecta en casos minimos o en estudios familiares por una ligera reticulocitosis,
la presencia de algunos microesferocitos, una curva anormal de F.O., y especialmente por una prueba
de autohemadlisis corregible por glucosa (3, 10, 15, 28, 29, 37, 51).

Si se obtiene una historia cuidadosa se puede demostrar que aproximadamente la mitad de los
individuos con EH manifiestan ictericia neonatal (49), la cual cominmente cursa con exagerada
hiperbilirrubinemia, pudiendo requerir exanguino-transfusién (47, 48). El hallazgo de esplenomegalia, tan
comun en nifios mayores, es inconstante en el periodo neonatal (49). Uno de los padres bioldgicos en un
caso particular de EH debe esperarse que tenga el gene anormal (en ausencia de la rara posibilidad de
una nueva mutacion) y por supuesto 50 por ciento de sus hijos, como promedio, deberian presentar la
anormalidad genética (10). En vista de que aproximadamente el 25 por ciento de los casos de EH son
esporadicos (55), una penetracion incompleta del gene, o, menos frecuentemente, una mutacion
espontanea, son mecanismos que se han esgrimido para explicar las diferencias que se observan,
tratandose de una enfermedad hereditaria mediada por un gene autosémico dominante (18, 42). Si en
algin otro miembro de la familia se puede demostrar un cuadro hemolitico similar, ello ayudara a
establecer el diagnéstico. Se citan en la literatura casos en donde no se pudo demostrar el defecto en los
padres (18, 37, 55), especialmente por ser normal la prueba de F.O. (3, 15, 18). En vista de la naturaleza
tratable de la enfermedad y de su patrén hereditario de dominacion autosémica, es muy importante hacer
el diagndstico correcto de un paciente dado, asi como a sus familiares en riesgo de haber heredado del
gene anormal, a efecto de poder ofrecerle a todos los afectados el tratamiento efectivo, a saber, la
esplenectomia. En este sentido, la EH es un ejemplo claro del uso de la genética para practicar la
medicina preventiva (10). A pesar de que la mayoria de los pacientes con EH son asintomaticos, la
necesidad de ese diagnoéstico preciso es evidente cuando observamos la severidad en que pueden
presentarse las complicaciones por crisis aplastica, colelitiasis y enfermedad hemolitica en el recién
nacido (15)- Por otra parte, los cuadros de hiperhemdlisis que se observan en estos pacientes se pueden
presentar luego de ejercicio extremo o fatiga excesiva (18).

Los microesferocitos presentan una reduccion de la superficie de la membrana, en comparacion con el
volumen celular, que se mantiene normal (52). Esto hace a las células susceptibles a su atrapamiento y
destruccion (12) o a la lista osmética, tal y como se demuestra con las pruebas de F.O. (10, 52, 55).

Ademas de la anisocitosis tipica, dada por macrocitos, esferocitos y microesferocitos, el cuadro
morfolégico de la EH incluye también knizocitos (células con hoyuelos; con mas de dos concavidades),
estomatocitos (células unicéncavas) (4) y células en broche.
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A pesar de que se han reportado varias aberraciones de membrana, los informes son controversiales,
por lo que la lesion molecular en EH continGa siendo un enigma (1, 6, 26, 33, 50). En todo caso, la
alteracién de la membrana conduce a una permeabilidad aumentada para los cationes, y, como
consecuencia, una hiperactividad de la bomba de sodio para luchar contra la entrada excesiva de ese
cation (21, 23, 53) y la salida de potasio (25). La glicélisis se encuentra muy aumentada, tanto para
asegurar el funcionamiento de esta bomba de cationes como por la poblacién de células jévenes tipicas
de la enfermedad y por la utilizaciéon incrementada de ATP dada por el bombeo adicional de cationes a
través de la membrana (10).

Por alguna razén, mal conocida, existe una pérdida de lipidos de membrana, quizads ligada
directamente a una anomalia de estructura o a una hiperactividad metabdlica (3, 11), siendo la
microesferocitosis su consecuencia. Estos lipidos tienden a normalizarse después de la esplenectomia
(46), por lo que la anormalidad parece ser secundaria al defecto primario (41). Lo mismo se ha sefialado
para la permeabilidad anormalmente aumentada al sodio (46).

Se esta trabajando actualmente en tres areas fundamentales para tratar de definir la anormalidad del
eritrocito en EH (57): en primer lugar se esta estudiando el papel de las quinasas de proteina, que son
enzimas ligadas a la membrana eritrocitica y que catalizan la fosforilaciéon de varios polipéptidos, y cuya
anormalidad podria afectar la forma del eritrocito y su deformabilidad (6). Se han sefialado
anormalidades en la fosforilacién de proteinas de membrana (36), y que la espectrina debe ser
fosforilada por una quinasa que requiere ATP (7), pero en general no hay un consenso acerca de la
naturaleza de algun defecto especifico. Otra area de estudio tiende a buscar anormalidades en las
proteinas estructurales y lipidos de membrana del eritrocito. Estd bien estudiado que la espectrina
polimeriza en fibras y aparece como un reticulo en la parte interna de la membrana eritrocitica (35), y es
critica para mantener la forma normal del eritrocito y para su deformabilidad. En esferocitosis hereditaria
se han encontrado algunas anormalidades, como resistencia a la agregacion o su precipitaciéon con
vinblastina, formando microesferocitos (57). McCann y Jacob (35) han postulado que es posible que este
defecto se dé también en el tejido nervioso, rico en espectrina. Lanzan la hipétesis de que es una
proteina prototipo la que esta alterada, y en dos pacientes que describen se asocia una EH y un proceso
degenerativo crénico e idiopatico de la médula espinal. En EH de raton se ha comprobado una
deficiencia de espectrina (17). Finalmente, se estudian factores como el transporte de calcio. Se sabe
gue practicamente todo el calcio esta en la membrana, y la acumulacion de ese catién se relaciona con
una deformabilidad disminuida de la célula (57). Una disminucién de la relacién entre ATP e iones calcio
(ATP/Ca™) provoca una mayor rigidez de la membrana (24, 31, 56). En EH, hay una tendencia hacia una
menor cantidad de ATP y a acumular iones calcio, por lo que se requieren mayores concentraciones de
ATP para mantener la membrana con deformabilidad normal. La deplecién de ATP lleva a esferocitosis
(39). Si hay deficiencia de ATPasa dependiente de calcio (Ca™-ATPasa), puede resultar una gran
acumulacion del mismo (57). En otros reportes, existe contradiccion en este sentido (24, 31),
particularmente Johnsson et al. (25) no encuentran deficiencias en la funcién enziméatica de la Ca™ —
ATPasa en EH, y arguyen que puede haber un cambio en la estructura de la membrana que afecta la
extruccion de calcio, o en la localizacion funcional de la Ca*™, Mg"™—ATPasa.

La evidencia acumulada indica, entonces, que para el mantenimiento  normal del
eritrocito bicéncavo se requiere una espectrina normal adecuadamente fosforilada y que cualquier
cambio en el sistema que iria desde los niveles de ATP hasta las quinasas de proteina,
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la espectrina 'y cualquier otro componente de esta cadena de reacciones, llevara a esferocitosis (10). Se
ha cuestionado si la EH en humanos es genéticamente homogénea, o si ocurre en diferentes familias
como resultado de diferentes defectos (27). Recientemente Kimberling et al. (28) han sugerido que este
trastorno no es heterogéneo, con base en un intenso estudio, sobre la localizacién cromosdmica del
gene y el enlace o ligacion de este con una serie de marcadores séricos y eritrociticos, y analisis
citogenéticos. Aparentemente la mas prometedora de las tres areas sefialadas por Zail y Van der Hock
(57), es la que define una anormalidad topogréfica de las proteinas o lipidos de la membrana, lo que en
Ultima instancia deberda definir a la EH como una anormalidad provocada por la presencia de una
proteina anormal o una modificacion funcional de proteinas de membrana. Estas son importantes en la
determinacion del area de superficie celular, en estrecha asociacion tanto con lipidos como con Ca™, e
intimamente comprometidas con los procesos de transporte a través de la membrana celular (12). El
cambio de forma de discocito a esferocito hace a las células poco elasticas y no filtrables a través de los
capilares esplénicos, que son los tamices mas finos del organismo (55). La F.O. aumentada y la
autohemodlisis incrementada, corregible por glucosa, son la consecuencia de las anomalias de los
cambios idnicos y de glucdlisis exagerada resultante (3). Otros dos factores que pueden contribuir al
secuestro esplénico de las células de la EH son, entre otras cosas, el pH bajo y la tensién de oxigeno
baja presentes en la pulpa esplénica (8). Los eritrocitos de la EH muestran un aumento de su rigidez
cuando se exponen a una PO, menor de 40 mm de Hg y a un ph de 7,34. Puesto que es posible que en
la pulpa esplénica subsistan a la vez un pH y una PO, bajos, esto constituye una dificultad adicional en
este punto critico de la circulacion. Por otra parte, las células pueden llegar a estar retenidas alli hasta
unas diez horas, con lo que, ante este estado de congestion (eritroestasis y hemoconcentracion), es
probable que estén expuestas a un suministro de glucosa cada vez mas reducido, con el inevitable
deterioro energético intracelular (9, 12). Cuando el esferocito es atrapado en la pulpa esplénica, la
escasa disponibilidad de ATP, dada por la mayor unién a la deoxihemoglobina, conduce a la pérdida en
la superficie celular de lipidos y proteinas, es decir, a la fragmentacién (30). Como consecuencia de la
pérdida de superficie, la forma de la célula se acerca mas a la esfericidad y se hace mas rigida, con lo
gue queda mas expuesta a ser atrapada durante su proximo paso a través del bazo, si en él toma el
camino a través de la pulpa esplénica en vez de seguir la via mas directa de la arteriola esplénica al
sinusoide esplénico (55). De esta forma, se establece un circulo vicioso de condicionamiento del esfe-
rocito con los repetidos pasos por el bazo, hasta que la célula rigida se desintegra y los fragmentos son
captados por los macréfagos esplénicos (30). Es notable que ni la eritrofagocitosis (de hematies enteros)
en el bazo ni el acumulo de oxihemoglobina o metahemalbdmina en la circulacion periférica puedan
demostrarse en pacientes con esferocitosis hereditaria. No obstante, las haptoglobinas desaparecen
regularmente, quiza a causa de su unién con la hemoglobina liberada por las células que se destruyen
en el bazo (55). Lo anterior fue demostrado en el presente estudio, en donde todos los familiares
afectados presentan haptoglobinas en el limite inferior normal o disminuidas. Ademas, no encontramos
valores altos de oxihemoglobina plasméatica ni metahemalbimina. Tras la esplectomia, los eritrocitos
permanecen anormales pero son capaces de circular por un tiempo lo suficientemente largo como para
gue el paciente mantenga un nivel normal de hemoglobina(10).

Una gran parte de los pacientes con esferocitosis hereditaria desarrolla litiasis biliar

si no son esplenectomizados antes de la pubertad. El retraso en la esplenectomia, puede tener
consecuencias significativas (55). Otra  amenaza que pesa sobre estos pacientes es el
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desarrollo de crisis aplasticas que suelen acompafarse de infecciones. Dado que la demanda de folatos
esta aumentada en este proceso, asi como en otros estados hemoliticos, la administracién de &cido
félico puede colaborar en disminuir el fallo de la respuesta medular ante una demanda aumentada. La
eritropoyesis ineficaz tiene escasas consecuencias en una persona cuyos hematies tengan una vida
media normal de alrededor de 120 dias. Si la vida media se reduce a unos 10—20 dias 0 menos, como
ocurre con la mayoria de pacientes con esferocitosis hereditaria no esplenectomizados, una disminucion
marcada de la eritropoyesis, asociada con infeccion, puede representar un serio problema. En ausencia
de infeccién o de déficit de folatos, la médula 6sea suele compensarse suficientemente como para
mantener valores del hematocrito por encima del 30 por ciento y, en algunos pacientes, por encima del
40 por ciento. No es frecuente encontrar pacientes con hematocritos persistentemente por debajo del 25
por ciento (55). Otra complicacion que se ha sefialado en la EH es la gamapatia monoclonal. Schafer et
al. (44) sugieren que la relaciéon no es fortuita, y que se puede deber a la estimulaciéon crénica y
persistente al sistema reticuloendotelial por el proceso hemolitico. Los autores indican también datos no
publicados de doce pacientes que mostraron valores elevados de gamaglobulinas. Nosotros, cuan-
tificando estas proteinas por electroforesis y densitometria en nueve casos de la familia estudiada,
encontramos que cinco presentaron valores ligeramente elevados de las gama-globulinas (> de 1,50
g/dl). En ninguno se detecté banda o patologia monoclonal. Los mismos autores arriba sefialados hacen
ver que se ha intentado relacionar la colecistiasis como implicada en la patogenia del mieloma multiple
tipo IgA, lo que debe tenerse en cuenta al estudiar procesos hemoliticos crénicos que puedan involucrar
un compromiso vesicular y gamapatias asociadas. Esta asociacion de mieloma y EH también la cita
Lempert (32). En cuanto a la localizacion del gene para EH, Kimberling et al. (27) encontraron en un
extenso estudio a través de tres generaciones de una familia con EH, que todos los miembros afectados
con El-l presentaron una traslocacion reciproca entre los cromosomas 8 y 12. Sin embargo, otras ocho
familias con EH no presentaron dicha traslocacion. Por otra parte, Sengar et al. (45) estudiaron dos
familias, en las que se sugiere que el gene para EH puede estar ligado al locus para los antigenos
mayores de histocompatiblidad (HLA), en el cromosoma 6. En los dos casos estudiados, los hijos
afectados presentaron el mismo fenotipo HLA que el progenitor afectado.

Hemos creido importante analizar la familia estudiada, y la literatura reciente con relacién a la EH, con
el fin de poner de manifiesto que este problema existe en Costa Rica con cierta frecuencia y que es
necesario afinar los procedimientos diagnoésticos en los diferentes centros de salud para detectar las
personas afectadas. Esto redundara en un total alivio de la sintomatologia de estos pacientes, al
ofrecerse la posibilidad de tratar esta hematopatia hereditaria.

ABSTRACT

We present the study of a family with hereditary spherocytosis, in which we detected
twelve cases of this hematological illness. Genetic, clinical, biochemical hematological
and physiopathological aspects are discussed, as related to the recent literature. We
considered important to analize this family and these publications, to remind our
readers that this problem exists in Costa Rica with a certain frecuency, and the proper
study of suspect affected cases will lead to the proper treatment and total elimination
of the symptoms of the patients.
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