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Anormalidades de las proteinas de
membrana de los eritrocitos en la
esferocitosis hereditaria

José Domingo Torres - Medellin, Claudia Lucia Sossa - Bucaramanga,
Alvaro Camacho - Bogota

Introduccién: la esferocitosis hereditaria es un trastorno hereditario comun caracterizado
por anemia hemolitica de severidad variable, esferocitosis en el extendido de sangre periférica,
incremento en la fragilidad osmoética del eritrocito y una respuesta clinica favorable a la
esplenectomia.

La destrucciéon acelerada de los eritrocitos en la esferocitosis hereditaria se debe a la
deficiencia heredada o a la disfuncion de una de las proteinas de la membrana del eritrocito.

Objetivo: el objetivo de este estudio fue establecer las caracteristicas clinicas y la
distribucion del tipo de proteina de membrana eritrocitaria deficiente en la poblacién con
esferocitosis hereditaria que asiste a la consulta de hematologia del Hospital San Juan de
Dios y el Hospital de La Misericordia de Bogota.

Disefio y métodos: estudio descriptivo de corte transversal. Se estudiaron las caracteristicas
clinicas y de laboratorio de 29 pacientes afectados de esferocitosis hereditaria entre 1995 y
1997. Ademas se les practic6 electroforesis de proteinas de membrana de eritrocitos en gel
de poliacrilamida solubilizada en sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE).

Resultados: encontramos que las manifestaciones clinicas mas frecuentes fueron anemia,
ictericia y esplenomegalia, con un patron de herencia familiar claramente definido. Desde el
punto de vista del laboratorio se registra ademas de la anemia, la presencia de policromatofilia,
reticulocitosis, microesferocitosis, hiperbilirrubinemia, prueba de Coombs negativa y curva
de resistencia osmética disminuida siendo los tipos | y Il los mas comunes. Al contrario de lo
que se ha informado en la literatura, la deficiencia de banda 3 fue mas frecuente que la
deficiencia de espectrina.

Conclusion: nuestros datos confirman la variabilidad clinica de la esferocitosis hereditaria
pero al contrario de lo informado en la literatura, hay una mayor frecuencia de deficiencia de
la proteina banda 3. Estos datos deben ser confirmados por biologia molecular (Acta Med
Colomb 2001; 26: 158-162).
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deficiencia de proteina de banda 3.

Introduccién

La esferocitosis hereditaria (EH) es una enfermedad
hemolitica familiar que se manifiesta con anemia, ictericia
intermitente, esplenomegalia y respuesta a la esplenectomia.
Es la anemia hemolitica hereditaria mas comun entre los
descendientes de europeos del norte, se produce por déficit
en la sintesis de diversas proteinas que conforman la mem-
brana del eritrocito (1-3).

Este trastorno es heterogéneo en términos de la severidad
clinica, las bases moleculares y la herencia.

Alrededor de 75% de las familias afectadas exhiben un
patréon autosémico dominante mientras que las restantes
pueden tener formas autosémicas recesivas, formas
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autosomicas dominantes con baja penetracion o una muta-
cion espontanea de novo (4).

Aunque los individuos afectados dentro de un grupo
familiar en general experimentan un grado similar de
hemolisis, los individuos pertenecientes a familias diferentes
pueden presentar una gran heterogeneidad clinica.

El mismo fenotipo de EH puede ser producido por muta-
ciones en genes que codifican diferentes proteinas de mem-
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brana: o o B espectrina, anquirina, banda 3 o proteina 4.2
(5-12).

Las pocas descripciones de la caracterizacién bioquimica
de las proteinas de membrana en la EH se refieren a
poblaciones estadounidenses o europeas y hay una sola
publicacion latinoamericana en el Brasil.

En este informe presentamos las caracteristicas clinicas,
de laboratorio y los resultados de cuantificaciones
densitométricas de las proteinas de membrana de los
globulos rojos en pacientes con EH en Colombia.

Material y métodos

Entre julio de 1995 y enero de 1997 se evaluaron los
pacientes con diagnéstico nuevo o en seguimiento de EH
por los Servicios de Hematologia del Hospital San Juan de
Dios y del Hospital de La Misericordia. El diagndstico fue
realizado con base en las caracteristicas clinicas, la presencia
de esferocitos en el extendido de sangre periférica, una
prueba de Coombs negativa y una prueba de resistencia
osmotica disminuida (1, 2, 4).

Después de obtener el consentimiento de los pacientes o
de sus padres, se recogieron 10 cc de sangre venosa por
paciente, en tubos con citrato al 3.8% como anticoagulante.
Los fantasmas de eritrocitos se prepararon el mismo dia de
latoma de la muestra: una fraccion de la sangre se centrifugd
a 1500 g y se lavo el pellet de globulos rojos con buffer
salino de fosfato ( PBS-PH 7.4) en tres ocasiones. Cien
millones de hematies se trataron con buffer de lisis (Tris-
HCI 5mM PH 8, NaCl 7 mM, EDTA 1 mM, PMSF 0.1
mM) durante 10 minutos a 4°C. Las membranas se
centrifugaron a 14.000g durante 10 minutos a 4°C y luego
se lavaron tres veces con buffer de lisis. A las muestras se
les adiciond buffer de Laemmli y se calentaron durante 3
minutos a 7°C, luego se almacenaron a -70°C hasta que se
corrieron las electroforesis en SDS-PAGE en geles de
gradiente de33.5al7%. Las proteinas fueron tefiidas con
azul de Coomassie (13, 14).

La cantidad de espectrina mas anquirina, banda 4.1
mas banda 4.2, fueron expresadas como la relacion con
la banda 3 y fueron cuantificadas por densitometria de
los geles tefiidos a 540 nM (BIO-RAD model G700), el
area bajo los picos fue determinada por el programa de
computadora Molecular Analist (BIO-RAD). Los resul-
tados fueron basados en dos o mas muestras del mismo
paciente.

Se consideré portador asintomatico al paciente con
niveles de hemoglobina >14 g/dL con curva de resisten-
cia osmotica disminuida ; paciente con esferocitosis leve,
aquél con hemoglobina >12 g/dL y curva de resistencia
osmotica disminuida; con esferocitosis moderada cuando
los niveles de hemoglobina estuvieron en el rango entre
7.1 y 11.9 g/dL, no dependiente de transfusién y con
resistencia osmotica disminuida; con esferocitosis severa
aquél con niveles de hemoglobina < 7 g/dL, dependiente
de transfusion y con resistencia osmotica disminuida.
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Se considerd que la resistencia osmotica estaba
disminuida cuando existia evidencia de hemolisis en
concentraciones de solucion salina > 0.55 g/dL. Se clasifi-
c6 de acuerdo con la curva de resistencia osmética en tipo I
si habia desplazamiento de la curva hacia la derecha con
hemolisis que inicid en concentraciones de solucion salina
de 0.55 g/dL; curva de resistencia osmotica disminuida tipo
II cuando hubo desplazamiento de la curva hacia la derecha
con inicio de hemolisis en concentraciones de solucion
salina de 0.6 g/dL y curva de resistencia osmdtica dismi-
nuida tipo III si habia desplazamiento de la curva hacia la
derecha con inicio de hemolisis en concentraciones de
solucion salina de 0.85 g/dL.

Con el fin de establecer los rangos normales de las
concentraciones de las proteinas de membranas de los
eritrocitos se estudio paralelamente un grupo de 30
individuos normales sanos a quienes se les efectuo
electroforesis de proteinas de membrana de eritrocitos en
SDS-PAGE. Este grupo de individuos normales tenia un
cuadro hematico normal, bilirrubinas normales, prueba de
Coombs negativa y fragilidad osmotica normal.

Se catalogd como déficit de espectrina mas anquirina
cuando la relacion entre la banda electroforética
correspondiente a espectrina mas anquirina y la banda
electroforética correspondiente a la banda 3 fue menor que
la misma relacién medida en los individuos normales. El
diagnostico de déficit de banda 4.1 mas banda 4.2 fue
hecho cuando la relacion entre la banda electroforética
correspondiente a banda 4.1 mas banda 4.2 y la banda 3 fue
menor que la misma relacion medida en el grupo de
individuos normales. El diagnodstico de déficit de banda 3
fue realizado cuando larelacion entre la banda electroforética
correspondiente a espectrina mas anquirina y la banda 3 fue
mayor que la misma relacion en los individuos normales.

Analisis estadistico

Los datos fueron recolectados en los formularios
disenados para tal fin y fueron introducidos en una base de
datos creada en Foxpro. Para el analisis de los resultados se
cont6 con la ayuda de Epiinfo 6.03.

Se realizd una descripcion de los pacientes con
esferocitosis mediante analisis simple de proporciones y
medidas de tendencia central segtn el tipo de variable por
analizar. Luego se observo la relacion entre diversas
variables de interés en el grupo de pacientes, para lo cual se
usaron pruebas de ¢ de student, andlisis de varianza
(ANOVA), regresion lineal simple y prueba de chi cuadrado.
El nivel de significancia usado fue de 0.05.

Se efectud una comparacion entre el grupo de pacientes
con esferocitosis hereditaria y el grupo de individuos
normales en cuanto a los indices de espectrina mas anquirina
y banda 3, banda 4.1 mas banda 4.2 y banda 3, mediante
pruebas de ¢ de student, ademas se calculé un rango de
normalidad para estos indices a través del grupo de
individuos normales; este rango se usO para comparar la
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variabilidad respecto a cada paciente con esferocitosis he-
reditaria .

Se aplicaron medianas y proporciones en los pacientes
con esferocitosis hereditaria con relacion a la biometria
hematica, la resistencia osmotica disminuida y la relacion
de cada una de las proteinas ya mencionadas con respecto a
la banda 3.

Resultados
Entre julio de 1995 y enero de 1997 se enrolaron en el
estudio 29 pacientes con diagnodstico de EH.
El promedio de edad fue de 23 afios con un rango de 1-
79 afos; 65.2% correspondid al sexo femenino y 34.8% al
sexo masculino.

Caracteristicas clinicas

Los antecedentes personales de los pacientes se muestran
en la Tabla 1. Cinco pacientes tenian al padre afectado con
esferocitosis hereditaria, dos a la madre, ocho a un hijo, diez
a varios familiares y 4 pacientes no tenian historia familiar.

Al examen fisico, 60% de los pacientes exhibieron icte-
ricia, 66% esplenomegalia entre los que no habian sido
esplenectomizados, siendo el promedio del tamafio de la
esplenomegalia de 3.5 cm por debajo de la reja costal
izquierda con un rango entre 1 y 7 cm.

Hallazgos de laboratorio

Cuadro hematico. La Tabla 2 describe las caracteristicas
del hemograma entre los pacientes sin antecedentes de
esplenectomia. Segin la gravedad del cuadro clinico se
clasifico en leve en 38% de pacientes, moderada en 50% y
severa en 12% de los pacientes.

El promedio de la concentracion de hemoglobina
corpuscular media (CHCM) estuvo en valores normales
altos, el ancho de distribucion eritrocitaria (ADE) fue
superior a 14% en 83.3% de los pacientes.

Los valores de bilirrubina total en los pacientes sin
antecedentes de esplenectomia se pudieron establecer en
12 pacientes con un promedio de 3.09 mg/dL (rango 1.5-
5.6), 9 (75%) de los cuales tenian bilirrubinas mayores a 2
mg/dL.

En 20 pacientes sin esplenectomia se obtuvo informa-
cion respecto a la prueba de resistencia osmotica eritrocitaria:
curva de hemolisis tipo I en siete pacientes (35%), curva
tipo Il en nueve pacientes (45%) y curva tipo 1l en cuatro
pacientes (20%). El promedio de la concentracion de
solucion salina hipotonica en la cual se inici6 la hemolisis
fue 0.67 g/dL (rango: 0.56-0.85); la hemolisis de 50% se
obtuvo de una concentracion de 0.57 g/dL (rango: 0.47-
0.82) y la hemolisis de 100% a una concentracion de 0.37
g/dL (rango: 0.2-0.45).

Aunque a todos los pacientes se les practico electroforesis
de proteinas de membrana de gloébulo rojo corridas por
triplicado, sélo a 18 se les pudieron cuantificar en forma
adecuada las bandas de proteinas de membrana.
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Tabla 1 .Antecedentes personales de los

pacientes con esferocitosis hereditaria

Antecedentes personales Pacientes (%) (N=29)
Ictericia neonatal 5(17)
Ictericia 19 (65.5)
Anemia 18 (62.1)
Célico biliar 2(6.8)
Colecistectomia 2(6.8)
Ulceras en las piernas 1(3.4)
Transfusiones 11(37.9)
Esplenectomia 7(24.3)

Tabla 2. Caracteristicas del cuadro hemadtico
Parametro Valor promedio ' Rango
Hemoglobina 10.45 g/dL. 4.1-16.3
Hematocrito 30 14-32
VCM 8319.9 fl/eritrocito 63-100
HCM 29.17pg/eritrocito 23.3-34.7
CHCM 35.15+1.6 gr/dL 32-40.1
ADE 24.07% 12.5-40.6
Leucocitos 8.926 x 10°/ul 4.3-17
Neutréfilos 5.105 x 10%ul 2.064-11.560
Linfocitos 3.261 x 10%/ul 1.118-7.124
Plaquetas 322 x 10%/ul 140-840
Reticulocitos corregidos 7.5% 1-16
Esferocitos sangre periférica 25% 5-50%
VCM=volumen corpuscular medio
HCM=hemoglobina corpuscular media
CHCM= concentracién de hemoglobina corpuscular media
ADE-= ancho de distribucién eritrocitaria

A pesar de efectuarse varios ensayos a diferentes con-
centraciones de poliacrilamida y bisacrilamida no fue posi-
ble separar en una forma 6ptima la banda 2.1 que corres-
ponde a la anquirina de la banda b espectrina, por lo tanto
se tomo6 en conjunto el area de las espectrinas mas la
anquirina; lo mismo acontecié con las bandas 4.1 y 4.2.

Se obtuvieron los siguientes resultados, respecto a la
proteina de membrana alterada: déficit de espectrina mas
anquirina: tres pacientes (16.7%); déficit de banda 3: nueve
pacientes (50%); déficit de banda 4.1 mas banda 4.2: nin-
gun paciente; déficit combinado de espectrina mas anquirina
y banda 4.1 mas 4.2: dos pacientes (11.11%); patron
electroforético normal: cuatro pacientes (22%).

Discusién

Las manifestaciones clinicas mas comunes de la EH son
la anemia, la ictericia y la esplenomegalia, cada una de las
cuales estuvo presente en las dos terceras partes de nuestros
pacientes. La esplenomegalia palpable se detectd en 66.7%,
siendo en su gran mayoria leve a moderada con un promedio
de 3.5 cm por debajo del reborde costal izquierdo. No se
encontrd relacion entre la esplenomegalia y la severidad
del cuadro clinico.

Si bien el antecedente de ictericia neonatal es referido en
30-50% de los casos, en nuestro estudio 22.7% de los
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pacientes tuvieron este antecedente, aunque en muchos
casos es desconocido este dato durante un interrogatorio a
adultos. La ictericia neonatal puede ser de tal magnitud
como para requerir exanguinotransfusion, fototerapia o
ambas tal como sucedi6 en cinco de nuestros pacientes.

Al igual de lo que se describe en la literatura, la edad de
los pacientes con EH en el momento de la primera consulta
es muy variable; en nuestra serie el rango de edad oscilo
entre los extremos de la vida (rango 1-79 afios).

Llama la atencion el predominio del sexo femenino
(65.2%) aunque consideramos que este hallazgo es incidental
puesto que se sabe que la herencia es autosémica y no
ligada al sexo y no existen factores hormonales referidos
que influyan en su expresion.

Debido a que no era un objetivo principal del trabajo la
deteccion de colelitiasis, no se utilizaron métodos diagnos-
ticos sensibles como la ecografia a todos los pacientes para
determinar su presencia. Por lo tanto la incidencia de
colelitiasis (6.8%) en esta serie es baja comparada con las
referidas de 43% en los nifios y hasta de 85% en los adultos.

La presencia de tlceras cronicas en miembros inferiores
es inusual y sélo un paciente refirié este antecedente que
mejord después de la esplenectomia.

En algunas regiones del mundo la EH es la anemia
hemolitica hereditaria mas comun. En general se detecta en
varias generaciones de familias afectadas, su patréon de
herencia mas frecuente es autosdmico dominante y con
menor frecuencia autosémico recesivo pero hasta en 25%
de los casos no hay antecedentes familiares atribuyéndose a
mutaciones espontaneas de novo o a penetracion incompleta
de los genes anormales. En nuestra serie, 93% de los pa-
cientes tenian antecedentes familiares de EH; este porcen-
taje es tan alto debido a un sesgo en la seleccion de los
pacientes ya que se efectu6 una busqueda dirigida de casos
entre los familiares y aquéllos con EH fueron a su vez
incluidos en el estudio como pacientes.

Respecto a la severidad de la enfermedad segun el grado
de anemia, la gran mayoria de nuestros pacientes exhibieron
formas leves o moderadas. Los pacientes con cuadros de
EH severa presentaron con mayor frecuencia antecedentes
transfusionales, ictericia neonatal o aun antecedentes de
ictericia intermitente durante un periodo diferente al
neonatal.

La CHCM se encontrd aumentada en promedio con valo-
res tan altos como 40.1 g/dL, lo que refleja deshidratacion
intracelular. El volumen corpuscular medio (VCM) prome-
dio estuvo cerca del limite inferior del rango normal (83.9
fl), con valores que oscilan entre 63 y 100 fl, sugiriendo otros
factores adicionales como deficiencia de hierro o folatos, o
simplemente reflejando la variaciéon en el recuento de
reticulocitos. El ADE alto de nuestros pacientes refleja la
prominente anisocitosis con reticulocitos y microesferocitos.
El promedio de esferocitos en el extendido de sangre periférica
entre los pacientes no esplenectomizados fue de 25% fluc-
tuando entre 5 y 50%. Si bien la morfologia de los globulos
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rojos (esferocitos) es distintivay orienta al diagnostico, no es
exclusiva de esta enfermedad. También pueden observarse
en la anemia hemolitica autoinmune, el déficit de glucosa 6
fosfato deshidrogenasa, los sindromes de fragmentacion
eritrocitaria y la lesion térmica o quimica de los eritrocitos
4).

El valor promedio de la hemoglobina fue normal asi
como los indices eritrocitarios en el grupo de pacientes a
quienes se les habia efectuado esplenectomia (datos no mos-
trados).

Las curvas tipo [ y tipo II fueron las curvas de resistencia
osmotica que con mayor frecuencia se encontraron. No hubo
relacion entre el tipo de curva y el grado de severidad de la
EH. La curva tipo III se asocid con un mayor porcentaje de
esferocitos y la curva tipo I con un menor porcentaje.

Se ha postulado que la EH puede ser dividida en dos
grupos principales: deficiencia de espectrina aislada o com-
binada con anquirina y deficiencia de banda 3, ya que la
deficiencia del area de superficie del eritrocito podria ser
consecuencia de vias moleculares distintas en cada uno de
los dos grupos (9, 10).

En nuestros pacientes encontramos que el grupo con
deficit de banda 3 fue el mas frecuente (50%) y el grupo con
déficit de espectrina sola o combinada constituyd 27.8%;
22.2% no mostraron alteracion en el patron electroforético.
Llama la atencidn la alta frecuencia de pacientes con déficit
de banda 3, contrario a lo informado en otras series como la
de Boston, publicada por Palek y Jarolim, en 47 pacientes
estudiados, donde hallaron mas frecuentemente el déficit de
espectrina sola o combinada con anquirina (61% de los
casos), el déficit de banda 3 en 22% y no encontraron
anormalidad detectable en la electroforesis de proteinas de
membrana del globulo rojo en 12% de los pacientes (15).

En la serie brasilefia realizada en 36 pacientes con diag-
noéstico de EH, informada por Saad y colaboradores (16), se
detectd deficiencia de espectrina sola o combinada con
anquirina en 52% de los pacientes, deficiencia de banda 3 en
13% y patrén electroforético normal en 30% de los casos
(16).

Nuestros hallazgos acerca del déficit de la banda 3 como
la proteina de membrana mas frecuentemente alterada en
pacientes con EH, constituyen el primer informe conocido
en nuestro medio.

Merece resaltarse que el déficit de banda 4.1 y banda 4.2
es escaso: fue informado por los norteamericanos en 3% de
los casos y estuvo ausente entre los brasilefios. Nosotros
encontramos 11% de los pacientes con esta alteracion pero
asociada con déficit de espectrina y anquirina. Se han encon-
trado deficiencias combinadas de las diferentes proteinas de
membrana ademas de la ya conocida deficiencia combinada
de espectrina y anquirina, como el déficit combinado de
banda 3 y banda 4.2 y el déficit combinado de espectrina y
banda 4.1. Muchas veces no se determina cual es la proteina
deficiente requiriendo para tal fin estudios moleculares del
gen de la proteina afectada.
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La estimacion densitométrica del contenido de espectrina
mediante la medicion de la relacion de los picos de espectrina
y banda 3, aunque muy util en el tamizaje inicial, es proba-
blemente insensible para detectar deficiencias leves de
espectrina. Mas aun, la pérdida de lipidos de la membrana
del eritrocito en los pacientes estd acompafiada de pérdida
de la proteina banda 3, en particular en los pacientes que no
han sido esplenectomizados, llevando a una falsa normali-
zacion de la relacion espectrina/ banda 3. Este fue quizas el
caso en uno de nuestros pacientes con patron electroforético
normal antes de la esplenectomia y en quien si se detecto el
déficit de espectrina mas anquirina después de la
esplenectomia.

Cuando se comparan los resultados de la electroforesis de
proteinas de membrana en gel con el radioinmunoensayo se
encuentra que el primer método puede sobreestimar el conte-
nido de espectrina, o subestimar el contenido de anquirina.
Por lo tanto es conveniente complementar ambos métodos
para una adecuada cuantificacion de las proteinas de mem-
brana del eritrocito.

Las alteraciones cualitativas en las proteinas de membra-
na del globulo rojo, sin que exista un déficit cuantitativo,
pueden constituir otra de las explicaciones del patron de
electroforesis normal que se ha encontrado en las diferentes
series citadas incluida la nuestra. En estas situaciones son
necesarios estudios de biologia molecular.

En conclusion, en este estudio de pacientes con EH en-
contramos que la anemia, la ictericia y la esplenomegalia son
las caracteristicas clinicas mas frecuentes, con un patréon de
herencia familiar claramente definido. Desde el punto de
vista del laboratorio se registra ademas de la anemia la
presencia de policromatofilia, reticulocitosis, microesfe-
rocitosis, hiperbilirrubinemia, prueba de Coombs negativa y
curva de resistencia osmotica disminuida siendo los tipos I 'y
II los mas frecuentes. Al contrario de lo que se ha informado
en la literatura, la deficiencia de banda 3 fue mas frecuente
que la deficiencia de espectrina, hallazgo que debe confir-
marse con técnicas de biologia molecular.
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Summary

Introduction: hereditary spherocytosis is a common he-
reditary disorder characterized by hemolytic anemia of vary-
ing severity, spherocytosis on the blood smear, increased red
cell osmotic fragility, and an adequate response to splenec-
tomy. The accelerated red cell destruction is a the result of an
inherited deficiency or dysfunction of one of the proteins of
the erythrocyte membrane.

Objective: to stablish the clinical features and the
electrophoretical types of deficiency of the proteins of the
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erythrocyte membrane in Colombian patients with hereditary
spherocytosis.

Design and methods: this was a descriptive and trans-
versal study. Clinical records were available from 29 pa-
tients diagnosed between 1995 and 1997. Signs, symptoms
and laboratory features were analized. An additional poly-
acrylamide gel electrophoresis of sodium dodecyl sulfate
solubilized red cell membrane proteins (SDS-PAGE) was
done.

Results: the most frequent clinical features were anemia,
jaundice and splenomegaly, with a well defined hereditary
pattern. From the point of view of laboratory there is anemia,
polychromasia, increased reticulocyte count, spherocytes on
blood film, increased unconjugated bilirubin, direct anti-
globulin test (Coombs) negative and osmotic fragility curve
increased with type I and II the most common. In contrast
with literature reports, partial deficiency of band 3 protein
was more frequent than spectrin deficiency.

Conclusion: the Colombian data confirm the variable se-
verity of hereditary spherocytosis but in contrast with litera-
ture, there is increased frequency of deficiency of band 3
protein. This data must be confirmed by molecular biology.

Key words: hereditary spherocytosis, membrane proteins,
spectrin deficiency, band 3 protein deficiency.
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