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Resumen

INTRODUCCION. La esferocitosis hereditaria (ESH) es la
anemia hemolitica hereditaria mas frecuente, pero es muy
escasa la informacion sobre su comportamiento en nues-
tro pais.

OsjeTIVOS. Comunicar aspectos demograficos, clinicos,
diagndsticos y terapéuticos de la enfermedad.

PACIENTES Y METODOS. Se revisaron datos de los pacien-
tes estudiados desde 2007, aflo en que incorporamos al
estudio de laboratorio clasico - fragilidad osmética eritro-
citaria (FOE) y autohemolisis (AH) - criohemdlisis hiper-
tonica (CH), citometria de flujo con eosina-5’-maleimida
(5’EMA-CF) y electroforesis de proteinas de membrana
(SDS-PAGE); desde 2009 también incorporamos FOE por
citometria de flujo (FOE-CF). Criterios diagnosticos para
ESH: visualizacion de esferocitos en frotis y dos pruebas
positivas. Portador sano (PS): familiar con deficiencia de
proteina de membrana, pero asintomatico y con las otras
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pruebas negativas.

RESULTADOS. Se analizaron 281 individuos, identificando
121 ESH y 22 PS. Porcentajes de positividad de las prue-
bas: FOE 92,2%, AH 75,7%, SDS-PAGE 72,2%, CH 93,3%,
5 EMA-CF 91,3%, FOE-CF 86,3%. De los 69 casos en que
se realizaron las tres nuevas técnicas, todos tuvieron al
menos una positiva; 63 (91,3%) presentaron 2 positivas.
La SDS-PAGE mostr6 que las deficiencias més frecuentes
fueron ankirina y espectrina. Clasificacion por formas cli-
nicas: leves 33,7%, moderadas 44,2%, severas 22,1%. Pre-
sentaron manifestaciones en periodo neonatal el 80,9% de
los casos, siendo mayor la incidencia en las formas mo-
deradas/severas que en las leves (p<0,05). No hubo dife-
rencia en el resultado de las pruebas entre los subgrupos
de severidad. Se esplenectomizaron 24 pacientes. Todos
alcanzaron valores de hemoglobina normales después de
la operacion, sostenidos en el tiempo. No hubo ningtin



episodio infeccioso severo.

CoONCLUSIONES. Las deficiencias mas frecuentes en nues-
tro pais son ankirina y espectrina. El uso simultaneo de
CH, 5’EMA-CF y FOE-CF permite diagnosticar mas del
91% de los casos; la realizacion de las pruebas convencio-
nales quedaria limitada a casos con fuerte sospecha diag-
noéstica no confirmados por las mismas. A excepcion de
mayor incidencia de manifestaciones neonatales, el com-
portamiento clinico en nuestra poblacién no presenté di-
ferencias con lo informado por la mayoria de los autores.
No hubo casos de muerte o sepsis fulminante postesple-
nectomia.

Palabras clave: esferocitosis hereditaria, anemia hemo-
litica, membrana eritrocitaria, citometria de flujo, esple-
nectomia.

Abstract

BACkGROUND. Hereditary spherocytosis (HS) is the most
common inherited hemolytic anemia; however, informa-
tion concerning its behavior in our country is scarce.
Am. To report demographic, clinical, diagnostic, and
therapeutic data on the disease.

PATIENTS AND METHODS. In 2007 we started performing
hypertonic cryohemolysis (HC), 5EMA flow cytometry
(5’EMA-FC), and membrane proteins electrophoresis
(SDS-PAGE) in addition to standard tests — osmotic fra-
gility (OF) and autohemolysis (AH) - for evaluation of
patients with HS. Since 2009 we added flow cytometric
OF (OF-FC). Data from all patients studied from 2007

La esferocitosis hereditaria (ESH) es la anemia he-
molitica hereditaria mas frecuente en Argentina. A
pesar de ello, es muy escasa la informacién sobre
su comportamiento en nuestro pais. El objetivo de
este trabajo es comunicar aspectos demograficos,
clinicos, diagndsticos y terapéuticos, de la poblacién
atendida por nuestro grupo de trabajo a partir de la
implementacion de nuevas pruebas diagnosticas.

Pacientes y métodos

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes
estudiados desde 2007, afio en que incorporamos al
estudio de laboratorio clasico, que incluia fragilidad
osmotica eritrocitaria (FOE) y autohemolisis (AH),
las pruebas de criohemdlisis hiperténica (CH), ci-
tometria de flujo con eosina-5’-maleimida (5EMA-
CF) y electroforesis de proteinas de membrana (SDS-
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were analyzed. Diagnostic criteria for HS: spherocytes
in blood smear plus two positive tests. Silent carrier (SC):
family member with protein deficiency but otherwise as-
ymptomatic and negative for other tests.

Results. The study included 281 individuals; 121 HS and
22 SC were identified. Tests positivity rates were: OF
92.2%, AH 75.7%, SDS-PAGE 72.2%, HC 93.3%, 5 EMA-
FC 91.3%, OF-FC 86.3%. All of the 69 cases in whom the
three new procedures were performed had at least one
positive test; 63 of them (91.3%) presented two positi-
ve tests. The SDS-PAGE showed that the most frequent
deficiencies were ankyrin and spectrin. Classification by
severity of anemia: mild 33.7%, moderate 44.2%, severe
22.1%. Neonatal manifestations were seen in 80.9% of
cases; the incidence was higher in moderate/severe than
in mild anemias (p<0.05). Comparison of tests results in
relation to severity showed no difference between groups.
Splenectomy was performed in 24 patients. All of them
reached sustained normal hemoglobin values after the
procedure. No life-threatening infection occurred.
ConcLusioNs. Most frequent deficiencies in our country
are ankyrin and spectrin. The simultaneous use of HC,
5EMA-FC y OF-FC allows confirming the diagnosis in
more than 91% of cases. Except for a higher incidence of
neonatal manifestations, the clinical pattern in our popu-
lation showed no difference with that reported by most
authors. No case of death or overwhelming fulminant
sepsis post-splenectomy was seen.

Keywords: hereditary spherocytosis, hemolytic anemia,
red blood cell membrane, flow cytometry, splenectomy.

PAGE); a partir de 2009 también realizamos rutina-
riamente la FOE por citometria de flujo (FOE-CF).
Se analizaron: edad, sexo, transmision genética, ma-
nifestaciones clinicas, severidad, eficacia diagnostica
de las pruebas, proteinas deficientes, complicaciones
y manejo terapéutico.

Las nuevas pruebas se realizaron segtn las técnicas
previamente descriptas.’>? Los valores de corte es-
tablecidos en nuestro laboratorio mediante curvas
ROC son: CH, >2,8%; 5EMA-CE, disminucién de
la intensidad media de fluorescencia >17%; FOE-CEF,
porcentaje de células residuales <50,5%.

Los criterios diagndsticos para ESH fueron visuali-
zacion de esferocitos en el extendido de sangre peri-
ferica y al menos dos pruebas positivas. Los grados
de severidad, en los pacientes no esplenectomiza-
dos, se definieron, segun criterios de Mariani y col,*”)
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como severa (hemoglobina <8 g/dL), moderada (he-
moglobina 8-10 g/dL) y leve (hemoglobina >10 g/
dL). Los familiares sanos con alguna deficiencia de
proteina de membrana, pero por lo demds asintoma-
ticos y con las otras pruebas negativas, fueron consi-
derados portadores sanos (PS). El analisis estadistico
fue realizado usando SPSS v11.5. La relacién entre
resultados de las pruebas y severidad de la enfer-
medad fue evaluada por métodos no-paramétricos
(Kruskall-Wallis). Los resultados se presentan como
media + desvio estandar o como mediana. Se definié
significancia como p<0,05.

Resultados

Se analizaron los datos correspondientes a 281 in-
dividuos. Se incluyeron pacientes de novo, otros
previamente diagnosticados como ESH (por FOE y
AH), y familiares directos. Sobre 84 familias afecta-
das, se identificaron 121 pacientes con ESH (60 es-
tudiados por diagnostico presuntivo de ESH, 52 con
diagnéstico previo de ESH y 9 familiares) y 22 PS. Su
edad al momento del estudio oscilé entre 2 dias y 63
afos, siendo 65 de ellos menores de 18 afios. La edad
al diagndstico inicial también vari6 entre 2 diasy 63
aflos, con la siguiente distribucion: <1 mes, 20,7%;
1-12 meses, 25%; 1-12 anos, 25%; 12-18 anos, 4,3%;
y >18 afos, 25%. Se determind que la transmision
era dominante en 65 (84%) y no-dominante en 12
(16%) pacientes, sobre un total de 77 casos en que se
tuvo certeza del diagndstico de los padres.

El tiempo de seguimiento de los pacientes con ESH
evaluables para evolucion fue de 1 mes a 33 anos.

DATOS DE LABORATORIO

CH y 5 EMA-CEF se realizaron en todos los pacientes
estudiados desde 2007, y la FOE-CF en todos los es-
tudiados desde 2009. Los porcentajes de positividad
de las pruebas se muestran en la figura 1.

Dieciocho pacientes (14,9%) presentaron solo 2
pruebas positivas. Al evaluar los 69 casos en quienes
fueron realizadas las tres nuevas técnicas, se observo
que todos habian tenido al menos una prueba po-
sitiva; 63 de ellos (91,3%) presentaron dos pruebas
positivas. La SDS-PAGE, realizada en 96 individuos,
permitié establecer que las deficiencias mas frecuen-
temente encontradas en los pacientes con ESH fue-
ron ankirina y espectrina (Figura 2).

La espectrina fue la deficiencia mds comun en las
formas dominantes.
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Figura 1: Porcentajes de positividad de las distintas pruebas en
pacientes con esferocitosis hereditaria. FOE: fragilidad osmdtica
eritrocitaria; AH: autohemdlisis a las 48 hs; SDS-PAGE: electro-
foresis de proteinas de membrana; CH: criohemdlisis hipertonica;
5’EMA-CEF: citometria de flujo con eosina-5-maleimida; FOE-
CF: fragilidad osmética eritrocitaria por citometria de flujo; ESH:
esferocitosis hereditaria.

DATOS CLINICOS

Se clasificd por formas clinicas a 86 pacientes eva-
luables para seguimiento: 29 leves (33,7%), 38 mo-
deradas (44,2%) y 19 severas (22,1%). Se detectaron
5 casos de crisis aplasica por parvovirus B19. Se
pudo establecer que el 67,2% de los pacientes hacian
repetidamente crisis hemoliticas severas al cursar
episodios febriles.

Sobre 89 casos en los que se pudo investigar, 72
(80,9%) habian presentado manifestaciones en pe-
riodo neonatal. Se observé una incidencia significa-
tivamente mayor en las formas moderadas (91,7%)
o severas (91,7%) que en las leves (60,7%) (p<0,05).
Requirieron luminoterapia 57 pacientes y exsangui-
neotransfusion 4 casos.

No se observo diferencia significativa en el resulta-
do de las pruebas entre los subgrupos de severidad
(Figura 3).

Presentaron litiasis biliar el 21% de los pacientes. La
edad al diagnéstico fue 20,7+20,1 afios (4-59 afios;
mediana 10,5 anos).

TRATAMIENTO

La cantidad de transfusiones recibidas varié entre 0
y 29 (media + DS: 3,6+5,8; mediana 1,0). E1 37,7% de
los pacientes no recibié ninguna transfusion.
Fueron esplenectomizados 24 pacientes. La edad
media al procedimiento fue 16,7+17,0 aflos (media-
na 11,6 afnos). En 15 pacientes (62,5%) se realizd por
via laparoscépica, en 3 (12,5%) por laparotomia y en
5 (20,8%) se comenzo por laparoscopia y termind
por laparotomia.
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Figura 2: Prevalencia de deficiencias de proteinas de membrana detectadas en pacientes con esferocitosis hereditaria.
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Figura 3: Relacion entre resultados de las pruebas de laboratorio y severidad de la anemia.
ESH: esferocitosis hereditaria; FOE: fragilidad osmética eritrocitaria; AH: autohemdlisis a las 48 hs;
CH: criohemdlisis hiperténica; 5’EMA-CEF: citometria de flujo con eosina-5’-maleimida; FOE-CF: fragilidad osmdética
eritrocitaria por citometria de flujo.
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Todos los pacientes alcanzaron valores de hemoglo-
bina normales después de la operacion, sostenidos
durante el tiempo de seguimiento. La unica compli-
cacion perioperatoria fue perforacion diafragmatica
intraoperatoria en un nifto. En un solo paciente se
detectd la persistencia de un bazo supernumerario
luego de la esplenectomia, pero hasta la fecha con-
tinua con hemoglobina en valores normales. Todos
los <18 afos recibieron vacunacion previa para es-
treptococo, neumococo y H.Influenzae y profilaxis
antibidtica con penicilina/amoxicilina luego de la
operacion. No se registréd ningun episodio infeccio-
so severo hasta la fecha.

Se realizo colecistectomia en 14 de los 121 pacientes,
realizada antes de la esplenectomia en 6 casos y si-
multanea con la misma en 8 casos.

Discusion

La ESH ocurre en todos los grupos étnicos y racia-
les, siendo particularmente frecuente en Europa del
norte, con una prevalencia de 1 en 5.000 personas,
aunque es probable que sea 4-5 veces mayor. No hay
estimaciones confiables en otras poblaciones, inclu-
so en nuestro pais, pero su frecuencia parece ser es-
pecialmente baja en Africa y el sudeste asitico.

Es transmitida en forma autosémica dominante en
aproximadamente el 75% de los casos. En el 25% res-
tante, las llamadas formas recesivas o no-dominan-
tes, ambos padres son hematolégicamente normales
y las pruebas de laboratorio son normales o solo
presentan alteraciones minimas. En estas familias la
transmisidn seria autosémica recesiva, pero no pu-
diéndose descartar en forma absoluta la presencia
de casos de transmision autosémica dominante con
penetrancia reducida; en un 5-10% de los pacientes
se considera que se trata de una nueva mutacion. Un
estudio realizado en Italia demostr6 que la ocurren-
cia de novo de mutaciones no-dominantes es seis
veces mas frecuente que para las mutaciones recesi-
vas.” Nuestros resultados, que muestran un 84% de
formas dominantes, son similares a los de algunos
paises latinoamericanos y europeos.®®

La asociacion entre tipo de transmision y severidad
de la enfermedad es motivo de controversia; algunos
autores opinan que las formas no-dominantes son
mas severas que las dominantes.*” Sin embargo, en
nuestros pacientes no pudimos demostrar dicha re-
lacién, coincidiendo con lo informado por Mariani
y col en su serie de 300 pacientes.”
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En nuestra poblacidn, al igual que lo generalmente
aceptado,® la gran mayoria de los casos se diagnos-
ticd en lactantes o nifios. Sin embargo, llama la aten-
cién que en algunos pacientes el diagnostico recién
se haya realizado en sexta o séptima décadas de la
vida, lo que puede estar indicando subestimacion o
desconocimiento de los sintomas de la enfermedad,
asi como falta de acceso a las pruebas de laboratorio
especificas.

En la actualidad se dispone de varias pruebas con-
firmatorias para diagnosticar ESH. Desde 2007 ve-
nimos evaluando la utilidad de varias de ellas. Es
sabido que ninguna de las pruebas puede detectar
el 100% de los pacientes,*7 y asi sucedié también
en nuestra serie. La curva de FOE es aun conside-
rada como el “patrén oro” por algunos autores,”®
a pesar de no ser util para diferenciar ESH de otras
patologias con esferocitos circulantes, como anemia
hemolitica autoinmune (AHAI), incompatibilidad
ABO o eliptocitosis esferocitica."'® " En nuestra se-
rie, la FOE tuvo una positividad del 92%, superior
a la informada por otros autores; consideramos que
esto es debido a que para considerar positiva a la
prueba evaluamos no solo la fragilidad corpuscular
media sino también su grafica. La SDS-PAGE es una
técnica laboriosa que permitié demostrar cual era la
proteina de membrana deficiente en poco mas del
70% de nuestros pacientes, porcentaje coincidente
con el informado por la mayoria de los autores.®
Su presunta utilidad como marcador de severidad
segun cual sea la deficiencia, no pudo ser confirma-
da en nuestro estudio, siendo actualmente motivo de
controversia.®”) Por lo tanto, coincidimos con la ma-
yoria de los autores en que no debe utilizarse como
prueba de rutina para el diagndstico de ESH® & 19
En nuestro caso fue importante para confirmar, so-
bre un niimero mayor de casos, nuestros datos pre-
liminares en los que comunicamos por primera vez
las deficiencias mas frecuentemente encontradas en
nuestro pais,’”) que corresponden a ankirina y espec-
trina, al igual que lo informado en otras poblaciones
hispanoamericanas.®® También fue util para detec-
tar los casos de portadores sanos.

La CH evalta la hemolisis de los eritrocitos suspen-
didos en un medio hipertonico a los que se somete
a un brusco cambio de temperatura. En estas condi-
ciones, los esferocitos son mas susceptibles a la he-
molisis que los eritrocitos normales. Como la prue-
ba no depende de la relacion superficie/volumen
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sino de la integridad de las proteinas de membrana,
da resultado normal en la esferocitosis secundaria
a AHAL S§i bien hay opiniones controvertidas res-
pecto a su utilidad,®”'? en nuestro estudio fue una
de las dos pruebas con mayor indice de positividad
(93,3%). La EMA-CF evalua la intensidad de fluo-
rescencia emitida por el reactivo eosina-5-maleimi-
da, que interacciona covalentemente con proteinas
de la membrana, en especial banda 3.V En la ESH,
cualquiera sea la proteina deficiente primaria, se ob-
tiene una disminucion de la fluorescencia debido a
la pérdida de membrana conteniendo las proteinas
que reaccionan con el reactivo fluorescente. Dado
que en otras anemias hemoliticas la fluorescencia
emitida es normal, esta prueba también permite di-
ferenciar los esferocitos de la ESH de aquellos pre-
sentes en otras patologias.'” En nuestra serie fue
positiva en el 91,3% de los casos, por lo que fue una
de las pruebas con mayor positividad. Estos resulta-
dos coinciden con la alta especificidad (96-99%) y
sensibilidad (89-97%) informada por otros autores.
(1019 La FOE-CF cuantifica los eritrocitos resistentes
a la hemolisis que se genera por el agregado de agua
a una suspension de eritrocitos en solucién fisiol6-
gica. El numero de eritrocitos suspendidos se deter-
mina por citometria de flujo en tiempo real antes y
después del agregado de agua."® Nuestro indice de
positividad superior al 86% coincide con los infor-
mados por otros autores. 41>

Uno de nuestros objetivos al comenzar a evaluar
nuevas técnicas diagndsticas fue establecer si algunas
de ellas, asociadas o no a las tradicionales, podian
simplificar la metodologia de estudio alcanzando a
la vez mayor sensibilidad y especificidad. En un es-
tudio anterior habiamos comunicado que alguna de
las dos nuevas pruebas (CH y 5EMA-CF) era positi-
vaen el 93,5% de los pacientes.!”) Esta observacion se
corresponde con la opinién de Bolton-Maggs y col,
que recomiendan a ambas como las pruebas diag-
ndsticas mds utiles."” Con la incorporacién de la
FOE-CF a esta asociacion logramos que en el 100%
de los casos al menos una prueba fuera positiva. Se
observd ademads que asi se pudieron cumplimentar
los criterios diagndsticos para ESH - 2 pruebas po-
sitivas — en mas del 91% de estos pacientes. Estas tres
son técnicas de realizacion sencilla, que ademas per-
miten alcanzar resultados en el mismo dia de la ex-
traccion. Pueden llevarse a cabo tanto con sangre ve-
nosa como capilar, por lo que requieren un volumen
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de muestra muy pequeio, facilitando un diagnéstico
mads precoz en neonatos y lactantes pequefos.® En
nuestro pais no se han comunicado hasta la fecha
otras experiencias con el uso de estas tres pruebas. A
la luz de nuestros resultados, consideramos que con
la realizacion rutinaria en forma simultdanea de CH,
5’EMA-CF y FOE-CF se puede llegar al diagnosti-
co de ESH sin necesidad de realizar las tradicionales
pruebas de FOE y AH. Sé6lo en el 9% de los casos
se requerira de la realizacion de pruebas adicionales
para arribar al diagndstico.

En el recién nacido la ictericia es el sintoma mas
frecuente, presente en mas del 90% de los pacientes
diagnosticados en esta etapa, asociado a anemia en
50-80% de los casos.!'® Se estima que aproximada-
mente 50% de los pacientes con ESH presentan el
antecedente de ictericia neonatal, estando siempre
latente el riesgo de kernicterus."®!” Saada y col co-
municaron que el 1% de los neonatos que requerian
luminoterapia padecian ESH, y Christensen y Hen-
ry recientemente han llamado la atencién sobre su
subdiagndstico, postulando que la ESH es una causa
significativamente ignorada de hiperbilirrubinemia
neonatal."® El antecedente de ictericia y/o anemia
neonatal estuvo presente en el 84% de nuestros pa-
cientes, valor considerablemente superior al 50-65%
informado por el grupo italiano y otros.® 1417 No
tenemos explicacion para esta diferencia, pero no
puede descartarse la influencia de factores genéticos
que determinen un distinto comportamiento de la
enfermedad en este periodo.

La distribucién de las distintas formas clinicas fue
similar a la de otras series de pacientes.®® No se
pudo demostrar asociacion entre resultados de las
pruebas de laboratorio y la evolucion del paciente.
A diferencia de otros autores,® ' observamos que la
incidencia de manifestaciones neonatales fue mayor
en los casos moderados y severos.

La litiasis biliar es la complicacion mas frecuente de
la ESH, ocurriendo en 37-47% de los pacientes. En
una busqueda sistematica realizada a pacientes de 4
a 22 anos de edad, Tamary y col encontraron una
incidencia de 41%, por lo que recomiendan examen
ecografico anual a partir de los 4 afios.’” Es probable
que nuestra menor incidencia se deba al hecho de
que recién en los tltimos afios hemos comenzado la
deteccion precoz de la litiasis.

La esplenectomia corrige la sintomatologia de la
enfermedad en casi todos los pacientes con ESH,
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debido a que elimina el principal érgano donde los
eritrocitos sufren severos cambios y son destruidos.
La anemia y la hiperbilirrubinemia se corrigen to-
talmente, el recuento reticulocitario desciende a va-
lores normales o cercanos a lo normal y la sobrevida
eritrocitaria se normaliza.® En la totalidad de los
pacientes de nuestro grupo en los que se realizo se
obtuvo remision completa de la sintomatologia. Si
bien la sepsis fulminante es la mayor complicacién
postesplenectomia, se desconoce su real incidencia
actual en pacientes que han recibido prevencion con
vacunas y profilaxis antibiética. En nuestra serie no
hemos tenido ningtn caso, coincidiendo con otros
informes.®”

Las principales conclusiones de este estudio fueron:
a) Las deficiencias mas frecuentes en nuestro pais
son ankirina y espectrina; b) El uso simultdneo de
CH, 5’EMA-CF y FOE-CF permite diagnosticar mas
del 91% de los casos; la realizacion de las pruebas
convencionales deberia quedar limitada a aquellos
casos con fuerte sospecha diagnéstica que no pu-
dieron ser confirmados por las tres nuevas pruebas;
c) A excepcion de una mayor incidencia de mani-
festaciones neonatales, el comportamiento clinico
de la enfermedad en nuestra poblacion no presentd
diferencias con lo informado por la mayoria de los
autores; d) No se observé ningtn caso de muerte o
sepsis fulminante postesplenectomia.

Apéndice

El grupo de trabajo de este estudio estd conformado
de la siguiente manera.

Hospital Nacional Prof. Alejandro Posadas: Hema-
tologia Clinica: Renée Crisp, Graciela Alfonso; Ci-
tometria de Flujo: Daniel Gammela, Liliana Solari,
Maria Belén Venegas; Onco-Hematologia Infantil:
Eliana Garcia, Cecilia Ricchieri, Armando Picon;
Medicina Transfusional: Sergio Caldarola, Gabriela
Miguez. Facultad de Ciencia Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires: Departamento de
Quimica Biolégica: Renée Crisp, Alcira Nesse, Ma-
ria Eugenia Chamorro, Daiana Vota, Daniela Vittori.
Consultorios de Hematologia Infantil: Hugo Dona-
to, Gabriel Schvartzman, Renée Crisp. Hospital del
Nifio de San Justo: Hematologia/Oncologia: Hugo
Donato, Maria Cristina Rapetti.
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