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Esferocitosis hereditaria: avance en la metodologia diagndstica, estudios demograficos
e investigacion de mecanismos involucrados

La Esferocitosis Hereditaria (ESH) es una anemia hemolitica de observacion &gecuent
caracterizada por alteraciones cuali y/o cuantitatigaméticamente determinadate las proteinas

de la membrana eritrocitaria. Consecuentemente, se debilita la union entre la memboaitarexit

y el citoesqueleto subyacente, produciéndose la pérdida progresiva de la membrarmaamnfor

de hematies de forma esférica, osmoticamente fragiles, que son selectivanamadositry
destruidos en el bazo. Muchas alteraciones en diferentes genes pueden generar la misma
enfermedad. Clinicamente se caracteriza por anemia, ictericia y esplenomegalia.

La ESH es la anemia hemolitica hereditaria mas frecuente en Argentina. A pelay e rauy
escasa la informacion sobre su comportamiento en nuestro pais. Los objetivos de asta t@sis
Investigar avances en la metodologia de diagndstico a partir del andlisis e entpleém de
nuevas pruebas que han sido desarrolladas durante la dltima década; b) Estgmbetes as
demogréficos de la ESH en la poblacion atendida por nuestro grupo de trabajo; dpbdlgtinos
mecanismos involucrados en la enfermedad.

En este trabajo se utilizaron las pruebas tradicionales (fragilidad osmdticeitaria y prueba de
autohemolisis) y se desarrollaron por primera vez en nuestro pais las nuevas pageldatchs
(citometria de flujo con 5’eosina maleimida, criohemolisis hipertonica y fragilidad osmotica por
citometria de flujo) estableciendo sus puntos de corte, sensibilidad, especificidaldres
predictivos. El analisis de los resultados de los ensayos electroforéticos deertdwanas
eritrocitarias permitié establecer que las deficiencias de espectimkirina son las prevalentes en
nuestra poblacion. En los casos en que fue posible, el estudio se extendié amilignoprimario
pudiendo detectar portadores sanos y establecer el patrén de herencia.

Para poder realizar el diagnéstico en forma precoz, se desarrollaron las nuevasyitiretvako
sangre capilar, estableciendo la presencia de la patologia en neonatos de hasta 2 dias de vida.

El seguimiento clinico permiti6 observar la alta frecuencia de crisis hewrmwliisociadas a
episodios febriles por lo que se decidi6 evaluar la posibilidad de que el agravaseiéatanemia
fuera debido, en parte, a un efecto directo de la temperatura sobre los este®ecfiudo observar

que la hipertermia induce eriptosis mediada por la entrada de calcio a la célula,podgae
contribuir al empeoramiento de la anemia o al desarrollo de la misma en individuos asintomaticos.
La heterogeneidad clinica no pudo relacionarse al tipo de alteracion proteica ni alladagsle

las pruebas diagnosticas. En la busqueda de una alteracion en comin que pudiera correlacionar con

la severidad de la anemia encontramos una expresion disminuida de acuaporina 1 @sQ#&-1),



responsable del flujo de agua en el eritrocito, independientemente detdngprde membrana

afectada.

El trabajo de tesis presentado implica un avance metodolégico por haber desarrolladoalas nuev
técnicas diagndsticas en nuestro pais y haber establecido la equivalencialipardagastudios

con sangre capilar, conduciendo a un diagnéstico certero y precoz en los neonatos. Los antecedentes
y el seguimiento clinico permitieron describir el comportamiento de laneedad en los pacientes

pertenecientes a nuestra poblacion.

Por otra parte, los estudiosvitro, que mostraron sensibilidad de los eritrocitos de los pacientes a
la temperatura y asociacién de la disminucién de AQP-1 en eritrocitos con laladwie la
enfermedad, abren un nuevo camino en la investigacion de la esferocitosis hereditania co

potencial aplicacion terapéutica a futuro.

Palabras claves: Esferocitosis Hereditaria, eriptosis, acuaporina 1, proteinas de membrana, anemia

hemolitica.



Hereditary spherocytosis: advance in diagnostic methodology, demographic
studies, and research on involved mechanisms

Hereditary spherocytosis (HS) is a common hemolytic anemia, characterized by afjgnetic
determined quantitative and/or qualitative abnormalities of the red cell meenproteins. As a
consequence, the connection of skeleton and bilayer gets weakened, loss of membrane surface
occurs and changes in red cell lead to the formation of spherical, osmotically &ggdhrocytes,
which are selectively trapped and destroyed in the spleen. Diverse mutations entifares can
generate the same disease. HS is characterized by anemia, jaundice, and splenomegaly.
Although HS is the most common hereditary hemolytic anemia in Argentina, information
concerning its behavior in our country is very scarce. Aims of thidsttzee: a) To evaluate
advances on diagnostic methodology since the development of new diagnostic tests described
throughout the last decade; b) To establish demographics characteristicsrotiéSpopulation
attended by our working group; c) To elucidate some mechanisms involved in the disease.

In this study, standard screening testsmotic fragility and autohemolysisand novel diagnostic
tests—eosin5’maleimide flow cytometry, hypertonic cryohemolysis, and flow cytometric osmotic
fragility— were carried out. As these new diagnostic techniques were developed for thadirist ti

our country, their cut-off points, sensitivity and specificity were eistaddll. Electrophoresis of
membrane proteins established that spectrin and ankyrin are the most frequentigéficiencies

in our population. As far as possible, direct relatives were also studiedinglltavdetect silent
carriers and to establish the inheritance pattern.

Novel tests were also developed using capillary blood, to accomplish an earlier diagnddi. So,
could be diagnosed in neonates aged only 2 days.

Patients’ follow-up showed a high frequency of hemolytic crisis associated to febrile diseases.
Therefore, we decided to evaluate whether the temperature increment on spherocytesomay
factor responsible for the worsening of hemolysis. Results showed that leypeathinduced
eriptosis mediated by calcium influx to the erythrocyte, which could play eeithler for anemia
worsening or for anemia development in previously asymptomatic individuals.

No correlation between severity of the disease and either deficient pootedaults of diagnostic
tests could be demonstrated. Searching for an unique factor associatedveuritly ¢ anemia, a
decreased expression of aquaporin-1 (AQP-1), the channel responsible of water infhex in
erythrocyte, was found irrespectively of the type of protein deficiency.

This thesis implies a methodological advance due to the development for thimérst Argentina

of the novel diagnostic tests, as well as the demonstration that they can alscobmguerfith



capillary blood, allowing an early and accurate diagnosis in neonates and small infegttedAnts
and clinical follow-up enabled to establish the behavior of the disease in thetjpopofaour
country.

Furthermore, resultsfan vitro studies showing a harmful effect of hyperthermia on erythrocytes of
patients, and association of AQP-1 decrease with severity of the disease, rmgyerway on HS
research with potential future applications.

Key words: Hereditary Spherocytosis, eriptosis, aguaporin 1, membrane proteins, hemolytic anemia
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

El eritrocito

Los hematies son células maduras, altamente diferenciadas para poder transportar los gases
respiratorios. No pueden reproducirse ya que carecen de nulcleo. Tampoco poseen mitocondrias ni
otras organelas por lo que se encuentra impedida la sintesis proteica. Biorepe®fectla desde

la médula 6sea a partir de la célula pluripotenci8t€m Cel) mediante un conjunto complejo y
ordenado de eventos de diferenciacién y maduracion, proceso que demanda 5 &t&inliesg et

al 2013).Durante este proceso se produce la hemoglobinizacion del citoplasma, la condensacién y
expulsion del nicleo y la remodelacion de su membrana. Sobrevive en circulacion 120 dias. Esta
durabilidad es sorprendentemente elevada si se tiene en cuenta el microambierga hbsfile

circula (alta presion hidrostatica, turbulencias, capilares estrechogjaemde pH, exposicién a
agentes oxidantes, etc.) y la imposibilidad de sintetizar y reemplazar estrutafieaias. Los
eritrocitos tienen forma de disco bicéncavo, con un diametro promedio dm/,8um de espesor

en el borde y 1,2m en el centro; poseen un volumen de 90 fL. Las moléculas de hemoglobina
contenidas en su interiagon las responsables del transporte de oxigeno a los tejidos y del diéxido
de carbono a los pulmones. La morfologia favorece el intercambio gaseoso debidesal dexc
superficie. El disco biconcavo genera una superficie de aproximadamengeni4fientras que

una forma esférica que contuviera el mismo volumen (90 fL) expondria una ciepaefiosum?
(Steinberg et al 2013).a produccion energética es principalmente glucolitica, el 90% de la cual
surge de la via metabdlica de Embden-Meyerhof (formacion de lactato a partir de glucasa con
produccion neta de 2 ATP por cada mol de glucosa metabolizada). EI camino metaisfdito f
pentosa (desviacion hexosa-monofosfato) genera NADPH. El ATP generado es npeesda®
reacciones celulares que requieren energia, el transporte activo de cationesda feawésmbrana

y la preservacion de la forma bicéncava de las células. La produccion de NADPH esté lmada
reduccion de glutation y a través de él a la preservacion de las enzetes witle la hemoglobina,

ya que reduce pequefias cantidades de metahemoglobifjaa(Ftb reducida (Fé). La forma de

disco bicéncavo permite que la célula tenga una mayor relacion superficie/volumen favoreciendo no
sélo el proceso de intercambio gaseoso sino también su circulacion por los capiaes dsa
elevada capacidad de deformacion. Sin embargo, la morfologia presenta diferenciasoeatel

En el adulto la forma clésica de disco biconcavo la presentan casi el 80%ed&dogos, en los

recién nacidos solo la muestran el 43% y el porcentaje de esferocitos y poiguaiecisiss veces

mayor que en el aduli@ipursky et al 1983)
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La membrana eritrocitaria debe mantener una combinacién critica de fuerzibilicfel para que

el eritrocito logre sobrevivir 4 meses en circulacion. Es una estructura pequefia, menos del 0,1%
espesor de la célula y sélo alrededor del 1% de su(@sce y Lux 2009)Su organizacion es
compleja, comprende una doble capa lipidica, proteinas integrales y proteinas queyeorestit
citoesqueleto. La bicapa lipidica, al igual que las de otras membranas biolog&asnssituida

por lipidos orientados con sus extremos hidrofébicos hacia el interior y sus cabemas pol
expuestas hacia la superficie celular (externa e interna). La distribucion iédios és asimétrica:

los que contienen colinafosfatidilcolina (FC) y esfingomielina (SM)se concentran hacia el
exterior mientras que los que contienen fosfatidiletanolamina y fosfatidds@fE y FS) se
exponen hacia el interior celular. Intercalados en la bicapa, en forma perpandiewgncuentran
moléculas de colesterol y glicolipidos. Estos ultimos se localizan exclusivanasideel exterior

del eritrocito y constituyen varios antigenos eritrocitarios con implicaranafusional (A, B, H
etc). La asimetria es mantenida por procesos activos unidireccionales mediddotigasa y la
flopasa. La escramblasa sin embargo, es independiente de ATP, se activd' pofaCiita los
movimientos bidireccionales de todos los fosfolipidos, pudiendo en menos de um geinetar la
pérdida de asimetriéGrace y Lux 2009)Por debajo de la bicapa se extiende una red proteica
bidimensional denominada citoesqueleto (figura 1). La bicapa lipidica se encuentra anclada a
citoesqueleto de la membrana mediante proteinas que interactdan con los domitéessnéiticos

de proteinas integrales y proteinas del citoesqudl@to Costa et al 2013)La membrana
eritrocitaria contiene al menos una docena de proteinas principales y mas de 300 (Rasioriest

al 2006. La abundancia de las proteinas es variable, desde unas 100 copias hasta mas de un millén
de copias por eritrocito. Con relacion a su funcion, pueden ser divididas en 4 grandes(grupos:
transportadores de membrana, (lI) moléculas de adhesion y receptores, (lllxsenyzirtiV)
proteinas estructurales que ligan la membrana con el citoesq@Pktiels 2007) Algunas
proteinas pertenecen a mas de un grupo pues sus funciones son mdltiples. Las pi®tkina
membrana eritrocitaria también son clasificadas como integrales o periféricamntégmlés
penetran o atraviesan la bicapa lipidica, las periféricas interaccionan con las proteiressntég
superficie interna de la membrana pero no penetran en la bicapa l{@dic2 y Lux 2009)Las
proteinas periféricas incluyen a las enzimas que se localizan préximas a lateara de la
membrana y a las proteinas estructurales que constituyen el citoesqueleto. rsm@{fgdtes la
proteina principal del citoesqueleto, constituyendo entre el 50 y el 75% de su ré@asanifaiesta

por dos subunidades fibrilares-Ep y B-Sp) que se asocian en forma antiparalela formando
dimeros. Estos dimeros a su vez se unen por los extremos formando tetrdmeros. Estas unidades son

altamente flexibles y son necesarias para permitir la deformacién enaditrittos extremos de
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los tetrameros ademas se unen a actina, otra proteina del citoesqueleto. Confutgtriseiros

de espectrina a un centro de unién generando una red bidimensional de estructura aproximadamente
hexagonal (figura 1). Los centros de unién son nudos realmente complejos que requieren de la
participacion de numerosas proteinas. La actina forma microfilamentos con la troporicisina,

que requiere de tropomodulina y dematina para su estabilidad. Es a estos filarlestosales

llegan los tetrameros de espectrina. La union eficaz de espectrina-egtireae de la proteina 4.1

y la aducina. La estructura del citoesqueleto permite la deformacion ptedtiedtrocito(Grace y

Lux 2009)

a-espectrina

U ) /I\ ' /
P-espectrina

Uniones flexibles
entre dominios

tropomodulina

Figura 1: Citoesqueleto. A la izquierda: El citoesqueleto es una red bgiamal que se extiende por debajo de la bicapa
lipidica. A la derecha, arriba: esta conformado por subunidadesp#etrina que se asocian formando dimeros. A la
derecha, abajo: los dimeros se asocian en tetrameros que confluyeerdro de unién conformado por varias proteinas
(ver texto).

Teniendo en cuenta su funcién estructural, las proteinas de la membrana eritrpagdea
clasificarse en tres grandes grupos: a) proteinas del citoesqueleto, tglestggc) de anclaje
(Yawata 2003)Como ya se describid, el primer grupo comprende a aquellas proteinas (Sp, Prot 4.1,
actina, etc) que se asocian construyendo el citoesqueleto. Las proteinas integralasnoestes

son la Banda 81,2 x 10 copias /célula) vy la glicoforina AGPA). Al tercer grupo, proteinas de
anclaje, pertenecen la ankirina (Ank) y la proteina 4.2 (Prot 4.2) dado que son las quanect
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citoesqueleto con las proteinas integrales. Estas uniones determinan que la htiapay ligd
citoesqueleto permanezcan asociados evitdndose la pérdida de membrana por vesiculacion
Diversas proteinas integrales se encuentran asociadas entre si, constituyeldonméejos
responsables de llevar a cabo la funcién principal del eritrocito, es daeingborte de COy O,

entre los tejidos y los pulmonéBruce 2008) Con directa relevancia a la integridad estructural de

la membrana hay dos macrocomplejos, uno basado en Ank y otro en Prot 44 Zfigkn &

primero de ellosel intercambiador de aniones Banda 3 tetramérica y la proteina vinculada con la
expresion de grupos sanguineos RhAG, unen la bicapa lipidica con el citoesquelettentgedian
interaccion con las proteinas 4.2 y Ank. En el otro macrocomplejo, la Bandan8usmtea en

forma de dimero y se une a aducina. Las restantes proteinas de este complejo (RKeDyffy

XK) interacionan directamente con la Prot 40a Costa et al 2013)La unién directa de los
dimeros de Banda 3 con la Prot 4.1 es controvertida aunque esta interaccién parece ser
funcionalmente importantéGrace y Lux 2009)Debido a que la abundancia relativa de las
proteinas es muy diversa, los complejos proteicos asociados con Banda 3 no son egiegaigmét

por lo tanto poseen una variada composiddedante estudios de difusion de las moléculas en la
membrana, se postula que la Banda 3 se encontraria no sélo en los macrocomplejos sino también en
forma de dimeros libre@odippili et al 2009. Se estima que el 70% de la Banda 3 existe como
dimeros y el 30% como tetrdmeros. Estos Ultimos asociados con el citoesqueleto mediante su
interaccion con la AnkGrace y Lux 2009)

Palek y colaboradorg4983)fueron los primeros en clasificar las interacciones en la membrana en
dos categorias: las interacciones verticales y las horizontales. Las egrtjmaipendiculares al

plano de la membrana, estabilizan la bicapa lipidica. Estas interacciongerinie union Sp-Ank-

Banda 3 (macrocomplejo basado en ankirina) y la union Sp-Prot 4.1-complejo de union
(macrocomplejo Prot 4.1), Sp-Ank-complejo Rh y las débiles interacciones anpeoteinas del
citoesqueleto con las cargas negativas de los lipidos de la cara interna dmbdeama. Las
interacciones horizontales, paralelas al plano de la membrana, son las responsalitsgiilad
estructural cuando el eritrocito es sometido a estiramiento. Estas interaccicolesramv la
formacion de los dimeros y los tetrameros de espectrina y los contactos entre éstosacpiPemtin

4.1 en el complejo de union. Aunque las interacciones entre las proteinas son mucho mas
complejas, la clasificacion en este modelo es util para comprender las patologiadaasa
alteraciones en las proteinas de la membrana eritrocf@aalagher 2013) Las proteinas de la
membrana estan sujetas a un gran numero de modificaciones post-translacionaldacftosfor
metilacion, glicosilacion, deamidacion, ubiquitinacion, clivaje por calpaina, édigaetc) que

ejercen efectos regulatorios sobre las interacciones proteicas.
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IMacrocomplejo Banda 3 _
(basado en ankitina) Macrocomplejo Prot 4.1
e il

Aldolasa
Deoxi-Hb

|' Tropomodulina

|
Actina

Sitio de interaccidn ¥ 5
dimero - dimero Tropomiosina

Figura 2: Representacion esquematica de dos tipos de complejos multysraeida membrana del glébulo rojo.
(Adaptado de&salomao et al 2008

(Izquierda): El complejo proteico se une a la espectrina cerca del cehttetrdmero (sitio de interaccion dimero-
dimero). La proteina Banda 3 tetramérica se une a Ank y éstpalla Prot 4.2 del citoesqueleto posee sitios de union
para Banda 3 y para Ank. Glicoproteinas transmembr@®A, Rh y RhAG se unen a Banda 3 y CD47 (receptor de
trombospondina) y LW (antigeno Lansteiner Wiener) se asocian a Rh/RbA@os dominios citoplasmaticos de Banda
3 poseen sitios de unién para proteinas solubles, el corto dominio i@alepara CAll (anhidrasa carbédnica), el largo
dominio N-terminal para desoxihemoglobina y para enzimas glicol{@ddslasa, PFK: fosfofructoquinasa GAPDH:
gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa).

(Derecha): El complejo proteico en los complejos de union del citdegguens complejos de unidn del citoesqueleto
contienen el complejo ternario de &p, F-actina y Prot 4.1R, asi como las proteinas tropomiosina, tropomeduli
aducina y dematina que se unen a actina. La Prot 4.1R entuaaeinteraccion ternaria adicional con la proteina
transmembrana Glicoforina C (GPC), p55 y Banda 3, en la foenua diimero, que también lleva GPA. Las proteinas Rh,
Kell y XK también poseen sitios de union a 4.1R. Sin embargdine¢éro de copias de todas las proteinas transmembrana
—excepto GPA GPG- son bajos y por lo tanto no estan presentes en todos los complejos.

Otro aspecto importante que regula y mantiene el tamafio del eritrocito es éamlpiédad de la
membrana. Casi impermeable a cationes mono y divalentes, mantiene un alto contenidéogde potas
bajo sodio y muy baja concentracion de calcio. En contraste, es altamente peahagidey a los
aniones. Los mecanismos de transporte son numerosos (figura 3). Dos de ellos son de fundamental
importancia para la regulacion del volumen: el cotransportadeClKy el canal Gardos. La

activacion de estos mecanismos ocasiona pérdida’ dgeikerando deshidratacion y destruccién
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celular. El cotransportador se activa con el incremento del volumen celular (“swelling’),
acidificacion, deplecion intracelular de gy oxidacion de tioles. El canal Gardos causa una
pérdida selectiva de’kcomo respuesta al incremento de calcio intracel@eade y Lux 2000

Pemoeabakdad
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Figura 3: Transporte de iones a través de la membrana. Los mecanisimzsplerte en el eritrocito pueden clasificarse
en cinco categorias: canales de intercambio iénico, cotransportadores,ndgasiga, bombas y el canal Gardos.
(Adaptado désrace y Lux 2000

Diversos mecanismos pueden causar la remocidn o destruccién de los eritrocitaa Hel v
eritrocito es limitada debido a su falta de capacidad para sintetizar proteinas. Sin embargo, como en
otras células, su vida y su muerte estan bien regu({@aessnan et al 2005) Durante su vida, el
eritrocito circula 1,7 x10° veces por el organismArese et al 2005)Al atravesar capilares,
sinusoides esplénicos, zonas con cambios de tonicidad y de alta turbulencia sufreeesinégo y
osmotico. La bicapa lipidica proporciona rigidez y el citoesqueleto elasticidad, alcanzmado
critica combinacion entre fuerza y flexibilidad necesaria para soporestrés mecéanico. Los
cotransportadores yddombas contrarrestan los cambios osmaéticos exterioresl iterior del
eritrocito, los numerosos ciclos de oxigenacion-deoxigenacion de la Hb dan lugar a la generacion de
especies reactivas de oxigeno (RB8active Oxigen Spec)eson la formacion de meta-Hb. Esta
molécula da origen a hemicromos con capacidad de unirse a proteinas de la memibgerReyar
radicales libres que alteran los lipidos de la bicapa. El eritrocito posee mesaaiszimaticos que
requieren energia y poder reductor para revertir la meta-Hb a deoxi-Hb evitadeftoetelular.

Como ya se menciond, no se dispone de mecanismos de sintesis proteica o lipidica, pero el
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eritrocito posee sistemas enzimaticos y no enzimaticos destinados a elédido e€le su estructura.

Sin embargo, es posible que a lo largo de su vida surjan modificaciones en su membrana con
expresion de neo-antigenos o aparicion de antigenos cripticos que determinan su remocion. En
condiciones fisiol6gicas, los eritrocitos senescentes (proximos a ser remguydes)r) anticuerpos
autélogos 1gG unidos a Banda 3. Estos anticuerpos median la fagocitosis de la célula. Los
macrofagos que intervienen son principalmente las células de Kupper. Por lo tanto el
reconocimiento y remocion de los eritrocitos fisioldgicamente envejecidos se eroduc
principalmente en el higado, aunque en algunas circunstancias también pueden irdtervenir
macréfagos del bazo. El plasma contiene anticuerpos anti-eritrocitos especificos amedife
afinidades, especificidades y actividades. Se ha demostradtvo que pueden activar o no el
complemento, unirse a proteinas intracelulares como acfpaya dominios extra e intracelulares

de proteinas de membrana, tales como la Banda 3, con baja o alta afinidad. Enaclaanto
importanciain vivo, la unién de 200 moléculas de IgG/eritrocito son suficientes para generar la
fagocitosis y no requeriria la activacion de compleméBtsman et al 20050tra molécula que

estd involucrada en el reconocimiento del eritrocito senescente es la integeindaa membrana
(CD47). Esta molécula es reconocida por un receptor del macréfago que btotpgeitosis. El
eritrocito presenta una pérdida gradual de CD47 durante el envejecim@mtoximadamente del

30%- impidiendo la generacién de la sefial inhibitoria y por lo tanto se faailgariremocion.

Otras alteraciones que se producen en los eritrocitos senescentes soradgjfinail hemoglobina,
glicosilacién, metilacion y transamidacion de las proteinas de menm(@eate y Lux 2009)

En condiciones patoldgicas, el estrés se encuentra exhacerbado y los mecanismos contenedores
resultan insuficientes. La injuria acelera la senescencia y se desencadenads.eBpt forma

similar a la muerte celular programada de las células nucleagaptosis la eriptosis consiste en

una serie coordinada de eventos destinados a la eliminacion del eritrocito dafiado glae evita
ruptura de la membrana y la liberacion del contenido ce(utamg et al 2012)Los principales
mecanismos moleculares involucrados en el inicio de la eriptosis son: la dismined@catga
energética, del poder reductor y del estrés osmético, siendo, alguna o todas eswmssefias de
convergencia de factores que pueden provocar eriptosis. El evento clave en los tres casos
anteriormente citados es el incremento en la concentracion®deit@adlico, aunque las vias por

las cuales esto ocurre en cada caso sean difefefeeax et al 2011)La deplecion de ATP (estrés
energético) conduce al aumento@g" intracelular por disminucion de la actividad la bomba de
Cd*-ATPasa. En cambio, en el estrés oxidativo, la disminucion de glutation reduSiH) §Gtiva

los canales cati6nicos permitiendo un mayor influjo d&.Qas canales cationicos también se

activan con prostaglandina E2 (PGE2). Debido al estrés osns#iaotiva fosfolipasa A2 que
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libera &cido araquidénico que se convierte en PGE2 por accion de la ciclooxigenasa&ntdritacr
en la concentracion de calcio intracelular produce diversos efectos. Por un ladwvalkiéactie
PKC (proteina quinasa C, dependiente de calcio) ocasiona la fosforilacion de éasaprde la
membrana inhibiendo las interacciones de las mismas. La activacion deaagalopeptidsa
gue degrada las proteinas del citoesquelmbién contribuye a debilitar la membrana. Por otro
lado, la entrada de calcio a través de los canales cationicos activa al canaldetedainando la
pérdida de potasio con la consecuente deshidratacion y encogimiento celular. d&do,la&lt
incremento de calcio intracelular produce un amplio rango de efectos deletéreosrignoiio

(figura 4).
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Figura 4: Eriptosis: el incremento de calcio intracelular desencadgmaceko eriptdtico. De acuerdo al estimulo que
recibe el eritrocito se activan canales que incrementan el influfzstde se inhibe la bomba impidiendo su eflujo. La
activacion del canal Gardos conduce a la deshidratacion y encagiroedular. Se genera la pérdida de membrana por
formacion de microvesiculas (Mv) y exposicion de fosfatidilserinatiEbeito es removido por macrofagos evitdndose la
hemodlisis intravascular. Adaptado iderlax et al 2011
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Todos estos procesos conducen a la pérdida de membrana por desprendimiento de microvesiculas
(Allan y Thomas 1981y estimulan la translocacién de fosfolipidos produciendo la exposicion de

FS caracteristica que comparte con las células apoptoticas nuclgazaas et al 2010) La
traslocacion de los fosfolipidos también es estimulada por ceramida generadtr aepar
esfingomielina(Lang et al 201Q0) La exposicion de FS altera las propiedades reolégicas y
homeostaticas de la membrana y determina una sefial para que la célula sea remov&la por lo
macrofagos evitdndose la hemodlisis intravascular.

Numerosos factores pueden contribuir al acortamiento de la sobrevida eritroqitan@sopque se
denomina hemodlisis. En rigor, toda hemodlisis es, en ultima instancia, consecuencia de fallas en la

membrana eritrocitarigGrace y Lux 2009).

Epistemologia de las anemias hemoliticas

La observacién de signos y sintomas es de fundamental importancia para el avance del
conocimiento médico. La primera descripcion escrita de lo que pudo ser una anemia hdowmlitica
realizada por Galeno en 150 a.C., describiendo una anemia hemolitica por mordedura deavibora.
comprension de Galeno de la fisiologia era tal que implico al bazo en el pro¢estedeloracion

subita de la piel. Sin embargo la asociacion entre el bazo y la hemdlisis seriaaatafiecién a

finales del siglo XIX. Johannes Actuarius, médico de la corte de Constantinoptéihedescl529,

en su obra “De urinis’, el cambio de coloracion en la orina de pacientes expuestos al frio, en la que
probablemente sea la primera descripciéradtenemia paroxistica a frigore”.

A pesar del interés por la sangre, la primera observacion de los eritrocitostfalel@mente hecha

por Malpighi en 1661, 10 afios después de la aparicion del microscopio. Pero es van Leeuwenhoek
qguien una década después realiz6 una descripcion detallada de los glébulos rojos humanos,
estableciendo su tamafio en aproximadamente 1/3.000 de una pulgada mediante la comparacién de
un eritrocito con un grano de arena de tamafio conocido. John Huxham, en 1770, describié cambios
morfologicos en eritrocitos degenerados y atribuyd a esas células la aparicion deoharaceh

orina. En 1843, Andral describio el estado de anemia sin haber mediado pérdida visible de sangre.
Adolf Creite en 1869, mediante experimentos con animales, describié la paiditigke las
proteinas plasmaticas en los procesos de aglutinacion y hemodlisis, anticipandose eto utecua
siglo al descubrimiento de los anticuerpos. Esta constituye la primera desadgiciénémeno de

aglutinacion, llamado inicialmmge “acumulacion”. En esta época la hemolisis era nombrada como
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“disolucion”. Los términos actuales se utilizan a partir del 1900. En 1900 Karl Landsteiner, en base

a procesos de aglutinacion, descubri6 el sistema ABO.

El concepto de la destruccion prematura de eritrocitos como un proceso patflégagerido por

primera vez en 1871 por Vanlair y Masius, describiendo una paciente con ictericia yamarcad
esplenomegalia, sin hepatomegalia, que presentaba ataques recurrentes de dolor agudo en abdomen
superior. La madre y la hermana presentaban sintomatologia similar. Si bien los aotores
mencionaron la anemia ni plantearon el concepto de hemdlisis como un proceso patoldgimo, el v

de esta publicacion residio en la descripcién de la presencia de pequefios glébulasémjos e

que denominaron microcitos (figura 5). Si bien postularon dos mecanismos diferentea para |
ictericia clinica (el de origen hepatico y el de origen sanguineo) no se lelprsidcion merecida

y durante casi 30 afios la ictericia se asocié a enfermedad hepatica.

Figura 5 Reproduccion de la ilustracion publicada por Vanlair y Masius8i fitulada “De la microcythémie”. I)
dibujo de la sangre del paciente. Il) dibujo de la sangre de un lcootneal. De Dacie JV: The life span of the red blood
cell and circumstances of its premature death. En: Wintrobe MM (ed)dBRure and Eloquent. New York: McGraw-
Hill Book Company, 1980: 21P55.

Hayem en 1898 y Minkowski en 1900 mostraron que la ictericia asociada a la aeemoidtica
era diferente a la secundaria a procesos hepaticos. Hayem no la describi6é coimdameiitica
sino como “ictericia esplenomegalica infecciosa cronica”. Es Minkowski quien asocia la anemia
con la urobilinuria y la esplenomegalia, postulando que la destruccion de los estreit
atribuible a lesiones en el bazo. De esta manera, es a Minkowski a quien se le alrfiaher
reconocido la ictericia como un proceso asociado a la anemia hemolitica. En la primgaaddéca
siglo XX Chauffard describié la prueba de fragilidad osmética que le permitié obsgmdos
eritrocitos de pacientes con ictericia congénita hemolizaban en soluciones bglintésicas

mientras que los eritrocitos de individuos normales no lo hacian. Las observaciomabode a
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autores llevaron a que posteriormente, y durante muchos afios, la Esferocitosisridefesith

fuera denominada como “Enfermedad de Minkowski-Chauffard”.

Christopher y Bentley, dos oficiales del ejército britanico asignados a la Indiglpastudio de
malaria, fueron los primeros en utilizar el término “esferocito” en una monografia publicada en

1909. Naegeli postul6é que el esferocito era patognoménico de la ictericia hemoliiéaita. De

hecho, por este motivo, durante los siguientes 15 - 20 afios muchos cientificos pensab&an que lo
procesos de ictericia hemolitica adquiridos constituian variaciones de las formas congénitas.

La primera anemia hemolitica inmune claramente descripta, a fines del siglo x@Xa Anemia
Paroxisticaa frigore. La asociacion entre hemoglobinuria y hemodlisis intravascular fue realizada
por Kuessner en 1879, al observar que el plasma se tefiia de rojo cuando & peesemtaba
hemoglobinuria. Donath y Landsteiner, en 1904, describieron la prueba para el diagihgststa
enfermedad que aln se utiliza y que puede ser considerada como la primera prueba
inmunohematolégica que se ha descripto. Chauffard (1907), Trosier (1908) y Vincent (1909)
exploraron posteriormente los mecanismos de las anemias hemoliticas, describieamdespaae
presentaban ictericia hemolitica aguda adquirida asociada a hemoglobinuria.

Entre 1908 y 1912, Widal, Abrami y Brule introdujeron el término anemia hemoliticariddqui

Estos investigadores describieron la ictericia hemolitica no congénita niafangjle podia
aparecer gradual o abruptamente durante el curso de varias enfermedades o bierade as
ninguna enfermedad subyacente, casos que eran similares a los descriptos por Hayem 10 afios antes.
Los pacientes presentaban reticulocitosis, pero la alteracion de la prueba diadragéi menos
marcada que la obtenida en las formas congénitas. De esta manera quedaron definidas éos tipos d
anemias hemoliticas: las congénitas de Minkowski y Chauffard y las adquiridas de Hayem y Widal.
Banti, en 1912, condujo una extensa investigacion en patologia esplénicabi®escsistema
reticuloendotelial y reconocio la importancia del bazo en los procesos hemoliticosyiperyando

gue no era el Gnico ni el principal sitio de destrucciéon de los glébulos rojos. Michdlyrin,

practico la primera esplenectomia en una anemia hemolitica adquirida.

La primera guerra mundial produjo un alto en la investigacion y ademas, a pagdas
publicaciones posteriores a la misma, llevé a la pérdida del grado de conocirttenimado a
principios de siglo. Se habia borrado la distincidén clara entre anemias hemalitiggnitas y
adquiridas establecidas por los investigadores franceses. Para ese entonces Johen Dacie,
Inglaterra, asumié que la anemia hemolitica en adultos era una forma latente de ESH.de falt
pruebas diagnésticas especificas y la presencia de esferocitos en amhies aipesia hemolitica
confluyeron para establecer esa errénea conclusion. Contrariamente, en 1938 y 1940, Dameshek y

Schwartz propusieron que todos los casos de ictericia hemolitica eran causados por hemolisinas, y
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que el diferente grado de severidad clinica podria ser explicado por la cantidadodisiriasm
circulantes. El concepto resulté correcto Unicamente para las ictericias lwawalétquiridas, pero

fue erronea su extrapolacion a la participacion de las hemolisinas en las anenulischem
congénitas. Sin embargo, en la mayoria de los casos la presencia de hemolisinas no podia ser
detectada con las técnicas disponibles. A partir de entonces, y durante las décélaessi el
minucioso trabajo de Dacie en Londres permitié delinear caracteristicas serofégjasificar las

diversas anemias hemoliticas inmunes.

En 1923 Rous planteo el interrogante sobre si los eritrocitos tienen una vidadipicual es su
duracion en circulacion. Dacie y Mollison, en 1943, mostraron que los glébulos transfundidos a
pacientes que presentaban ictericia familiar sobrevivian 100 - 120 dias, mienttasojuevida

era mucho menor si se transfundian a pacientes con anemias hemoliticas adquirides Tam
evaluaron la sobrevida de los eritrocitos de los pacientes en receptores normalexyartopgue

los eritrocitos de pacientes con ictericia congénita tenian una sobrevida acortada aln si provenian de
pacientes esplenectomizados. Estos hallazgos dieron sustento a pensar que habria mecanismos
intrinsecos y extrinsecos para el desarrollo de los procesos hemoliticos.

En 1945, Robin Coombs describe la prueba indirecta de antiglobulina (prueba de Coombs, indirecta
PCI) y posteriormente desarrolla la prueba de aglutinacion directa (prueba de Cootas di

PCD), aplicada en sangre de cordon de nifios que presentaban enfermedad hemolitica del recién
nacido. Al momento del desarrollo de estas pruebas aln era dificil distinguprdossos
hemoliticos adquiridos y los familiares. La Unica prueba de laboratorio disponitiéefexgilidad
osmotica, que estaba muy alterada en las hemdlisis familiares (hoy conocidas comotdss$eroci
Hereditaria). Sin embargo, Dameshek y Schwartz sefialaron que dicha prueba presentaba
alteraciones también en casos que eran claramente anemias hemoliticas adquiridas. ®#tlyara D
Kathleen Boorman, bajo la direccién de John Loutit, en 1946, comprobaron que 17 pacientes con
anemia familiar arrojaban resultados negativos para la prueba de Coombs, mienttas que
eritrocitos de 5 pacientes con hemdlisis adquirida daban resultados positivos. Asi, dxta prue
permitié discriminar entre ictericia familiar y adquirida, demostrando tamiai diferente etiologia

de ambos procesos hemolitid®etz y Garratty 2004)

Esferocitosis Hereditaria

La ESH es una anemia hemolitica de observacion frecuente, en la cual defectos enras piotei

la membrana eritrocitaria llevan a la formacién de hematies de formacasfismobticamente
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fragiles, que son selectivamente atrapados y destruidos en el bazo, dando como resultado una

sobrevida eritrocitaria acortada.

Aspectos epidemiol6gicos
La ESH es la anemia hemolitica hereditaria mas frecuente en el (@althgher 2013) Si bien se

presenta en todos los grupos étnicos y raciales, es particularmente frecuenmldacian de

Europa del norte, con una prevalencia reconocida de 1 en 5.000 pd€hgortas et al 1962)Sin

embargo, dada la frecuencia de formas muy leves de enfermedad que solo se puedema detecta
través de pruebas de laboratorio muy sensibles, se estima que esta prevalencia probaglerent

a 5 veces maydiGodal y Heist 1981, Eber et al 1998)n Estados Unidos se ha informado que
afecta a 1 de cada 2.500 persof@sllagher 2013)No hay estimaciones confiables en otras
poblaciones, pero su frecuencia parece ser especialmente baja en africanos y en personas del
sudeste asiatic@Gallagher 2000) En nuestro pais tampoco existen estimaciones de prevalencia,

pero es la anemia hereditaria mas frecuentemente observada despiéstiesdéamia heterocigota.

Transmisién genética
La ESH puede ser transmitida en forma autosomica dominante o recesiva. La formanisidrans

mas frecuente, que se observa en aproximadamente el 75% de las familias afestddas,
autosémica dominant@allagher 2000, Glader y Allen 2005Fon la excepcion de algunas muy
aisladas comunicaciones, casi no hay casos conocidos de homocigotas, por lo que se supone que
esta situacion es incompatible con la vida. En el restante 20 a 25% de los casos ninguno de los
padres presenta evidencia hematolégica de la enfermedad, y las pruebas de laboratorio
confirmatorias son normales o s6lo presentan alteraciones mif8teasns y Evans 1988on las
llamadas formas recesivas 0 no-dominantes. Si bien se supone que en estas farailEsikdn

es autosomica recesiva, no se puede descartar en forma absoluta la preseasias dée c
transmision autosémica dominante con penetrancia reducida. En 5 a 10% de estos pacientes con
formas nodominantes se considera que se trata de una mutacion “de novd. Un estudio realizado en

Italia demostrd que la ocurrencia de estas mutaciones no-dominantes es seis véezsiems

que para las mutaciones recesi{idsaglia del Giudice et al 2001)
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Etiopatogenia
El defecto molecular primario reside en un defecto cuali o cuantitativo enrdésinps de

membrana, especialmente aquéllas con interacciones verticales que conectan el efxjleleto
membrana a la capa bilipidica (figura(bju et al 1990, Delaunay et al 1996, Tse y Lux 1999)

Interacciones
Verticales

pP-Espectrina

Ankirina

Estabilizada por Prot. 4.2

= - Lipidos {cargas neg)

B-Espectrina a-Espectrina

 Prot.4.1
GlicoforinaC
A
4

Estabilizada por Prot 4.1y 4.9

Figura 6: Modelo de las interacciones de las proteinas del citoesquelettaynembrana eritrocitaridas verticales,
perpendiculares al plano de la membrana, estabilizan la bicapa lipidiéatdrasciones horizontales, paralelas al plano
de la membrana, son las responsables de la integridad estructural cuaitducgb es sometido a estiramiento. Defectos
en las interacciones verticales se vinculan a la Esferocitosis Hereditaria. Defedéssimteracciones horizontales se
asocian a Eliptocitosis Congeénita.

Las deficiencias mas frecuentemente observadas correspondery&Sanka sea en forma aislada

0 asociada a otras deficiencias. Estos datos son coincidentes entre la mayoria de los publicados en el
mundo(Costa et al 1990, Miraglia del Giudice et al 1994, Saad et al 1994, Laneiadti1997,

Dhermy et al 1999 Premetis et al 1999, Ricard et al @) Sanchez-Lépez et al 2003unque

difieren de otros en los que se ha comunicado que la deficiencia predominante es de Banda 3
(Cynober et al 1996, Yawata et al 2000, Rocha et al 2005, Mariani et al.2008)

Estas deficiencias de las proteinas producen a su vez alteraciones secundarias eralaarmesm

teoria méas aceptada dice que la ESH es causada por la desconexion entre el eftogdquedpa
bilipidica, seguida de vesiculacion de los componentes de superficie que han perdido su soporte

(figura 7) Gallagher 200). Este fendbmeno lleva, a su vez, a una progresiva reduccion del area de
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superficie de membrana y, como consecuencia, al cambio de forma del hematie. La pérdida de 15 a
20% de los lipidos de membrana, caracteristica de la ESH, es simétrica, no astaadas las

proporciones relativas de colesterol ni fosfolipidos.

Hipétesis 1:

Area deficiente dm»

en espectrina

T == Esferocitosis == Secuestro esplénico

Espectrina

Hipétesis 2:

| ——p Esferocitosis e Secuestro esplénico

Figura 7 Mecanismo de la pérdida de membrana. En la hipotesis 1 se asutaemprabrana lipidica con sus proteinas
integrales es directamente estabilizada por las interacciones con Sp ulatest@s del citoesqueleto. Las areas
deficientes en espectrina pierden el soporte y se desprenden gerlaraséerocitosis. La hipdtesis 2 asume que la
membrana se estabiliza mediante interacciones de Banda 3 con los lip@ieos. La influencia de la Banda 3 se
extiende en el medio de lipidos debido a que la primera a@pipidos inmovilizados disminuye la movilidad de los
lipidos en la capa siguiente y asi sucesivamente. Los lipidos parcialmentdizachoy se representan como un anillo
azul oscuro alrededor de la proteina. En células deficientes de Basidae® con moléculas de lipidos no inmovilizados
aumenta y se pierden. Las deficienciassgé&\nk generan el mismo efecto: por falta de anclaje las moléculasrdia Ba
difunden y se agrupan transitoriamente incrementando el area des lfidamovilizados. (Adaptado d&race y Lux
2009

Otra de las consecuencias de estas alteraciones de la membrana es que la célvia s&s/uel
permeable al sodio y al potasio. Este excesivo flujo denbleia el interior del eritrocito activa a la
ATPasa, y por ende a la bomba de’/Ka Por lo tanto aumenta el recambio de ATP y, como
consecuencia, se produce un aumento de la glicélisis destinado fundamentalmente a mantener esta
mayor demanda de ATP para el funcionamiento acelerado de la bomb& & Maesferocito, la

relacion superficie/volumen esta reducida, lo cual lleva a una disminucion de su deformabilidad. En

el bazo la mayor parte de la sangre arterial fluye directamente hacia los corgdé@scess una
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masa tortuosa de pasajes estrechos interconectados entre si, formados por délldaesret
revestidos por fagocitos. Para reingresar a la circulacion, los eritrocitos debesa espacios

entre las células endoteliales que forman las paredes de los sinusoides (€hesog Weiss

1973) Estos espacios, aun en su maximo punto de distensién, son invariablemente mas pequefios
gue los glébulos rojos, los cuales para atravesarlos deben entonces deformarse en daan medi
(figura 8)(Weiss y Tavassoli 1970)

Figura 8 Un reticulocito que atraviesa desde el cordon esplénico al sinulloitée la marcada deformacion que sufre la
célula en este pasaje. Imagen tomada de An and Mohandas. Disdrders cell membrane. British Journal of
Haematology, 2008; 141: 367-375.

Existe abundante evidencia experimental demostrando que los esferocitos, al haber perdido su
capacidad de deformarse, son entonces selectivamente secuestrados en estos espagiosdé&l i
transito a través de los cordones esplénicos, que es de 30 a 40 segundos para un eritrocito normal, se
encuentra prolongado de 15 a 150 minutos en el caso de los esfgfeeitast et al 1987)En
consecuencia, el bazo de pacientes con ESH presenta cordones masivamente conggstianados,

con sinusoides relativamente vacios, lo cual contrasta con la situacion observable en bazos
normales. Durante su detencion en el bazo los esferocitos sufren distintos cambios guanios |l
finalmente a su destrucciéfigura 9 (Weiss y Tavassoli 1970, Chen y Weiss 1973, Mayman
Zipursky 1974, Lusher y Barnhart 1980, Myhre Jensen y Kristensen 1986, Palek y Jaroljm 1993
Lux y Palek 1995, Gallagher 2000, Glader yeflR005)
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Defecto primario:
- Espectrina i
P > Interacciones

- Ankirina verticales debiles
-Banda 3
- Proteina 4.2
- Otras Pérdida de
microvesiculas
? de membrana
¥ Relacion
Eritrostasia: superficie/volumen
-¥ Glucosa (esferocitosis)
-¥pH
-* Oxidantes
-4 Contacto con
macroéfagos Pasaje ¥ Deformabilidad
= celular
l \ esplénico
s Atrapamiento
(Hemo||5|s esplénico

Figura 9. Fisiopatogenia de la destruccion eritrocitaria en la Esferocitosis Hesedil defecto proteico conduce a la
formacion de esferocitos. La disminucion de la deformabilidad sgeomeable de un mayor tiempo de retencion de la
célula en el bazo. La eritrostasia conduce al secuestro esplénico §ierekiiavascular) o bien a la liberacion del
eritrocito con una mayor pérdida de membrana.

Manifestaciones clinicas
La ESH se expresa a través de una combinacion de manifestaciones clinicas y de latharatprio

Palek 1995, Gallagher et al 1998, Packman 2001, Gallagher 2013, Donato et al R644jgnos

clinicos tipicos de la enfermedad son anemia, ictericia y esplenomdgali@dsta et al 2013
Gallagher 2013) Como fue expresado anteriormente, la historia familiar es positiva en
aproximadamente el 75% de los casos. Se manifiesta por primera vez generalmenémtes a

nifios mayores, raramente en la aduli@anato et al 2014)El sintoma de presentacion mas comun,

gque se observa en aproximadamente el 50% de los casos, es la anemia, pero en 10 a 15% de los

pacientes pueden ser la ictericia y/o la esplenomeggaliger y Burgert 1966)

Aproximadamente 2/3 partes de los pacientes con ESH cursan con hemdlisis parcialmente
compensada, por lo que solo sufren anemia leve a moderada. Por lo tanto, estos nifios pueden ser
asintomaticos o presentar solo sintomas minimos, como algun grado de fatigaidgp. hal

ictericia se presenta, en algin momento de la vida, en la mitad de los Kasge( y Burgert
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1966, Gallagher et al 1998FEn muchas oportunidades es una infeccion viral la que hace que se
manifieste la ictericia. La esplenomegalia se detecta en 50% de los lactanteafeaa 75 a

95% de los nifios mayores o adul(y®ung et al 1951, MacKinney et al 1962, Krueger y Burgert
1966) Generalmente es moderada, pero en algunos casos puede llegar a sefDizanivad

1938)

Datos de laboratorio
La mayoria de los nifios presentan anemia, con niveles de hemoglobina generalmente entre 9 y 12

g/dL. En las formas moderadas a severas los valores estan por debajo de 9rgédpacentes
presentan un estado hemolitico compensado, con valores de hemoglobina dentro de limites
normales. Los recuentos reticulocitarios estan siempre elevados y su nivel esta @m cefata
severidad de la hemdlisis. La observacion del extendido de sangre periféricgestfigtelamental

para el diagnostico. El hallazgo caracteristico es la visualizacion de esfeqpoitamn hematies

gue han perdido su caracteristica forma biconcava y se muestran redondeados, hipercrémicos, sin el
halo claro central, y de tamafio inferior al eritrocito normal. Es de destaandos extendidos de
pacientes con ESH, los esferocitos son practicamente la Unica forma anormal deosritrocit

presente.

De los indices hematimétricos, solo la CHCM es patoldgica, con valores que esténtEmente

por encima de lo normal, reflejando el grado relativo de deshidratacion celular ceretgirdes
hematies(MacKinney et al 1962, Mohandas et al 1986, Pati et al 1989, Gilsanz et al 1993,
Michaels et al 1997)La determinacion de la ADE es importante, ya que esta significativamente
aumentadaMichaels et al 1997, Pati et al 1989)

En la ESH la hemdlisis es fundamentalmente extravascular, ya que es en el bazo donde
habitualmente se produce la destruccion eritrocitaria. Por lo tanto, las prudzgivias de
hemdlisis que presentan estos pacientes son niveles elevados de bilirrubinemia inditecta y

urobilinégeno fecal.

En la mayoria de los casos la asociaciéon de historia familiar positiva, hallazgaosclini
caracteristicos, evidencia de laboratorio de hemdlisis extravascular, visualizaciferagtes en

el extendido de sangre periferica y prueba de Coombs directa (PCD) negatiffeciente para
confirmar la enfermedagHassoun y Palek 1996, Bolton-Maggs et al 2004, Gallagher 2005, Grace
y Lux 2009)Por el contrario, en otros casos el diagnostico puede ser dificil. En ldekESHbs

pacientes pueden tener niveles de hemoglobina y bilirrubina normales y observarsecawyp
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ningun esferocito en el extendido (s6lo en 25-30% de estos pacientes se visaaliasnios)
(MacKinney et al 1962, Mohandas et al 1986, Eber et al 1992, Grace y Lux P@@®)l contrario,

en la ESH severa se pueden observar, ademas de los esferocitos, eritrocitos coeratianest
morfologicas (acantocitos, equinocitos, poiquilocitos, etc.), plantedndose entonces el idagnost
diferencial con otras anemias hemoliti¢Agre et al 1982, Coetzer et al 1988, Gallagher et al
1998, Grace y Lux 2009)En estas situaciones, entonces, es imprescindible realizar pruebas
especiales confirmatorias del diagnost{@ma Costa et al 2013)Sin embargo, ninguna de estas
pruebas puede detectar el 100% de los pacig@alagher 2000, Bolton-Maggs et al 2004,
lolascon y Avvisati 2008, Grace y Lux 2009, Bianchi et al 2012, King y Zanella 2&t@aImente

se dispone de nuevas pruebas diagndsticas, mas especificas y sensibles, que presentan ademas |
ventaja de requerir menor cantidad de sangre para el procesa(Sigetchman y Gescheidt 1998,
King et al 2004, King et al 2008, Won y Suh 20&9) nuestro pais, algunas de éstas (CEMVB\-

CF, FOE-CF) fueron desarrolladas como parte de esta tesis doctoral e implementadaslel partir
afio 2007.

Evolucioén y formas clinicas
La ESH puede presentarse con diferentes grados de severidad que se expresan en whisstas fo

clinicas. La clasificacion mas tradicionalmente usada toma en cuenta nivehesndglobina,
bilirrubina y reticulocitos, contenido de espectrina y otros parametros (taffe) et al 1990,
Pekrun et al 1993, Savvides et al 1993, Gallagher et al 1998, Stenson et al 2003;Mamlgs et
al 2004).

Parametro eI Leve Moderada SRR ST Severa
sano severa
. . Dominante Dominante . .
Transmisién Recesiva . . Recesiva Recesiva
0 Recesiva 0 Recesiva
Hemoglobina (g/dL) Normal 11-15 8-12 6-8 <6
Reticulocitos (%) 1-3 3-8 >8 >10 >10
Bilirrubina (mg/dL) 0-1 1-2 >2 2-3 >3
Contenido de espectrina
(% del valor normal) 100 80- 100 50- 80 40- 80 20-50
Esferocitos en No + [+ [+ [+ *
sangre periferica
Fragilidad osmética
Basal N N/t ™ ™ T
Diferida | 1 M M 1 11
Esplenomegalia No Generrglmente Si Si Si

* poiquilocitosis

Tabla 2. Clasificacion clinica de la esferocitosis hereditaria.
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Una forma mas reciente de clasificacién, y que parece ser de mayor utilittagrantica clinica
habitual, considera exclusivamente los niveles de hemoglobina, dividiendo a las ESH de la
siguiente maner@ariani et al 2008)

e Leve: hemoglobina > 10 g/dL
¢ Moderada: hemoglobina 8-10 g/dL

e Severa: hemoglobina < 8 g/dL

ESH leve En 20 a 30% de los pacientes la destruccion eritrocitaria esta total otabhsehte
compensada por la produccion, por lo que la anemia es muy leve o inexistente (hemoglobina
habitualmente > 10 g/dL). Por lo general tampoco tienen ictericia ni esplenomegaila,en el

60% de los casos se pueden observar esferocitos en cantidad significativa en siééwiga. dem

muchas oportunidades la enfermedad recién se hace evidente durante el curso de enfermedades
virales, embarazo o ejercicio. Generalmente estas formas clinicas se d@agndstante la
realizacién de estudios familiares, o por la aparicién de esplenomegalia o Hitiasien nifios

mayores o0 adultos.

ESH moderada Estos pacientes usualmente tienen hemoglobina entre 8 y 10 g/dL, recuentos
reticulocitarios cercanos a 10% y bilirrubinemia entre 2 y 3 mg/dL. Se vedarpacientes con

formas dominantes como con recesivas.

ESH severa En estos casos la anemia es lo suficientemente severa como para implicar compromiso
de vida, con niveles de hemoglobina inferiores a 8 g/dL, por lo que son transfusion-etgesndi

La morfologia eritrocitaria en muchas oportunidades muestra, ademas de los stcasteri
esferocitos, esferocitos con contornos irregulares y/o poiquilocitos. Esta fonica cé ve casi

exclusivamente en pacientes con la forma recesiva de la enfermedad.

Portador sano Esta forma se diagnostica fundamentalmente en los padres de los pacientes en los
gue no se puede demostrar una transmisién autosomica dominante. No presentan anemia, ictericia
ni esplenomegalia, y en el extendido de sangre periférica no se observan esferocitos. La enfermedad
se evidencia sélo por una ligera reticulocitosis (en promedio+2018%), FOE ligeramente
aumentada y AH aumentada. En algunos casos la Unica alteracion se encuentra a travéssdel andlis

de las proteinas de membrana.
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En el recién nacido esta enfermedad se presenta con algunas caracteristicds¢BPoaeito et al

2007, Donato et al 2014) a ictericia es el sintoma mas frecuente en periodo nedBatahan

1958, Trucco y Brown 1967, Schroter y Kashnitz 1988)estima que aproximadamente el 50% de

los pacientes a los que se les diagnostica ESH presentan como antecedente el haller padeci
ictericia neonata(Stamey y Diamond 195Burman 1958, Schréter y Kashnitz 1983, Pinto et al
1995, Donato et al 2014¥5eneralmente la hiperbilirrubinemia aparece en las primeras 48 horas de
vida, originada por una combinacién de hemolisis y capacidad reducida del higado para conjugar la
bilirrubina (Stamey y Diamond 1957, Burman 1958, Trucco y Brown 1&7ien la enorme
mayoria de estos neonatos pueden ser controlados con luminoterapia, en casos severos la
hiperbilirrubinemia puede alcanzar niveles muy elevados, por lo que el riesgoniitekes esta
siempre latentéBurman 1958, Berardi et al 2006, Sgro et al 2008)r lo tanto, la ESH es uno de

los diagnosticos principales a tener en cuenta al evaluar un recién nacido con anemiadndrolitic
anemia se observa en el 50 - 80% de estos pacientes, siendo a veces lo suficientemerdmeevera ¢
para requerir transfusidBurman 1958, Schréter y Kashnitz 1983, Gallagher et al 1998, Grace y
Lux 2009) En el recién nacido la esplenomegalia es muy poco frecitarady y Diamond 1957,
Trucco y Brown 1967)Esta etapa de ictericia y/o anemia correspondiente a los primeros dias de
vida es transitoria, y luego el cuadro remite y se estabiliza sin necesidad de posteriores tessfusion
(Glader y Allen 2005)Sin embargo, en algunos nifios la anemia persiste durante varias semanas sin
que se observe una respuesta eritropoyética adecuada al grado de(@adagaer et al 1998
Delhommeau et al 2000Existen opiniones controvertidas respecto a si el grado de anemia y la
existencia o severidad de la hiperbilirrubinemia en periodo neonatal son factaiesivos de la
gravedad de la enfermedad en etapas posteriores de laStigaeyy y Diamond 1957, Trucgo

Brown 1967, Gallagher et al 1998, Donato et al 2014)

La visualizacion de esferocitos en el extendido de sangre periférica puede ayudar alichagnost
pero no es un dato tan definitorio como en el nifio mggayue la presencia de una cantidad no
muy elevada de esferocitos en periodo neonatal es normal. Ademas, la Enfermedatitaeeloli
Recién Nacido por incompatibilidad sanguinea del sistema ABO (EHRN-ABO) gsatoiagia

mucho mas frecuente que la ESH y presenta invariablemente esferocitos en cantideatisaynif
Enalgunos nifios originalmente diagnosticados como EHRN-ABO el diagnostico defdetESH

soélo se realiza meses o afios después, frente a la persistencia de anemriciaaiepresencia
continua de esferocitos en sangre periféi@ader y Allen 2005, Donato et al 200La situacion
inversa, es decir el diagndstico de ESH en periodo neonatal que luego debe ser retnogmeetiv
cambiado a EHRN-ABO por desaparicion definitiva de los signos de enfermedad, es menos

frecuente pero también puede producirse.
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Diagnéstico diferencial
Frente a un cuadro de anemia hemolitica con presencia de esferocitos en sanda,plasfér

diagnésticos diferenciales no son muchos. En periodo neonatal, como se ha descripto peeviament
muchas veces es casi imposible diferenciar entre la ENBD-y la ESH, ya que la PCD es
negativa en la mayoria de los casos de EHRN-ABO vy, por otra parte, la prueba de FOE no sirv
para diferenciar entre ambadski y Naiman 1982).a deteccién de anticuerpos inmunes anti-A o
anti-B por elucién de globulos rojos aumenta la probabilidad de confirmar la EHRN-ABO
(Gallagher et al 1998, Cid Vidal y Elies Fibla 200@n adultos y niflos mayores, la otra
enfermedad que se manifiesta por la presencia predominante de esferocitos es |aeanelftica
autoinmune AHAI), cuyo diagnéstico se confirma mediante la positividad de la PCD en la enorme
mayoria de los casos. Si bien ésta no es una patologia que se manifieséeién ahcido, puede
presentarse un cuadro similar como consecuencia del pasaje transplacentario de angicuerpos
neonatos hijos de madre con AHAI. También pueden presentarse dificultades diagnésticas e
aquellos casos en que la manifestacion inicial de la enfermedad se da como crisis aplasica, ya que la
reticulocitopenia hace desviar el diagnéstico hacia otras patologias, no lasokin el corto

plazo, la recuperacién de la hemopoyesis permite llegar al diagnéstico de ESH siesmayor

dificultades.

Problemas diagndsticos provocados por la coexistencia con otras patologias
Algunas patologias, permanentes o transitorias, pueden complicar el diagdésB&H por su

interferencia sobre las manifestaciones clinicas y las pruebas de laboratocimraéel. La
ictericia obstructiva lleva a un aumento del colesterol y de los fosfolipidos dertdbrana
eritrocitaria, que da como resultado un aumento del area de superficie éenbaama. Como
consecuencia, la esferocitosis mejora y las pruebas de FOE y de AH sezaor(Galoper y Jandl
1969) La anemia por deficiencia de hierro y las anemias megaloblasticas (ya seficgorcitede
folato o de B,) también disminuyen el grado de esferocitosis y llevan a la normalizacion de las
pruebas de FOKEBlecher 1988, Pautard et al 1988ylas aun, en algunas oportunidades estas
pruebas terminan demostrando una disminucion de la fragilidad osmética. La coexistenci
hemoglobina SC suele agravar el cuadro clinico de la hemoglobinfpatieentin et al 1990)a
coexistencia conp-talasemia menor aminora el cuadro de E@4in 2006) Las pruebas
diagnosticas desarrolladas en la Ultima década presentan la ventaja de no nsodifiesultados

ante las situaciones descriptas.

Complicaciones
Las complicaciones en pacientes con ESH estan relacionadas fundamentalmente condia hemali

cronica y la anemia. La formacion de célculos de bilirrubinditeasis biliar— es una de las
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complicaciones mas comunes. La mayoria de los casos son diagnosticados entre los 10 y 30 afios de
edad pero su aparicion en nifios menores no egBatas y Brown 1952Fn individuos en los

cuales hay co-herencia de ESH y sindrome de Gilbert, la incidencia de litismisebib veces

mayor que en la poblacion genefidumar et al 2012).

En la ESH se pueden manifestar tres tipos de crisis que llevan a agravatiiéatae la anemia
(Rapett et al 2005)ascrisis hemoliticasson las mas frecuentes. Caracteristicamente se presentan
durante el curso de infecciones virales de cualquier tipo, y en nifios menores de 6 afos, per
también pueden aparecer espontdneamente y a cualquier edad. En general son de ietenaidad |
moderada, manifestdndose como exacerbacion de la sintomatologia habitual de andoia, icter
hiperreticulocitosis y esplenomegalia, y no requieren transfusiones. Sin embargguess al

oportunidades son severas y requieren hospitalizacion, transfusiones y control estricto.

Las crisis aplasicasson menos frecuentes que las hemoliticas pero mucho mas graves, pudiendo
llevar a insuficiencia cardiaca congestiva y mu@vtallouh y Qudah 1995)El agente causal es el
parvovirus B19, agente etioldgico de fa Bnfermedad (Eritema Infeccios(Relleher et al 1983,

Young 1988 EIl virus infecta selectivamente a los precursores eritropoyéticos, inhibiendo su
desarrollo, lo que lleva a un cese casi total de la eritropoyesis de aproximadanseséenana de
duracién(Mortimer et al 1983, Ozawa K et al 198@&ste cuadro hematologico generalmente va
acompafiado de ligera trombocitopenia y neutropenia, probablemente por un mecanismo similar
sobre los progenitores de cada una de estas progenies. En algunas oportunidades, la infeccién po
parvovirus B19 y la consecuente crisis aplasica son la manifestacion inicial deHlaEES
situacion se produce especialmente en aquellos pacientes con hemdlisis compensada, que

generalmente no tienen diagnostico previo de la enfermedad por no padecer anemia.

Las crisis megaloblasticason muy poco frecuentes, y se deben a deficiencia de folatos. Es para
evitar esta complicaciéon que todos los pacientes con anemias hemoliticas atéb@&agsecibir

suplementos adecuados de fol@allagher et al 1998

Tratamiento
El tratamiento de la ESH incluye varios aspectos.

Terapia transfusional de soporte
Se debe transfundir con gloébulos rojos de acuerdo a los requerimientos de cada paciente. En |
poblacién pediatrica se trata de mantener los niveles de hemoglobina por éaecima8 g/dL,

hasta que el paciente alcance una edad en la que la esplenectomia pueda sercoalizimil?o
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riesgo. En el recién nacido no se pueden establecer valores minimos de hemoglobirdicpara i

una transfusion, debiéndose evaluar el estado hemodindmico del paciente y la severidad de la
hemdlisis para decidirl@Donato et 82007) La indicacion de exanguinotransfusién, al igual que

para cualquier otra causa de ictericia neonatal, depende de la edad gesta@daadl ckonoldgica,

los niveles de bilirrubina indirecta alcanzados y el ritmo de ascenso de la bilirrubinemia.

Esplenectomia
La esplenectomia corrige la sintomatologia de la enfermedad en casi todoseotepaon ESH,

debido a que se elimina el principal érgano donde los eritrocitos sufren severos cambios y son
finalmente destruidos. La anemia y la hiperbilirrubinemia se corrigen totalmentecuento
reticulocitario desciende a valores normales o cercanos a lo normal, la sobreridéaeia se
normaliza y la curva de FOE inmediata muestra una franca mé¢@ailagher et al 1998)En
algunos raros casos en que la esplenectomia no corrige totalmente los sintomamtigllaa a

una importante disminucién en la intensidad de la hem@higje et al 1986)

La principal limitacién para realizar una esplenectomia es el riesgo de kdpsimnte post-
esplenectomidEraklis y Filler 1972, Krivit et al 1979, Posey y Marks 1983, Schilling 1995,
Bolton-Maggs et al 2012} as indicaciones sobre cudles pacientes son pasibles de esplenectomia,
balanceando los riesgos y los beneficios, son aln motivo de controversia, ya que no existe consenso
y estan sujetas a opiniones de expgi@asale y Perrotta 2011, Wood et al 20119s lineamientos
expuestos a continuacién son los mas acept@ieff y Williams 1995, Bolton-Maggs et al 2004,
Rapetti et al 2005, Grace y Lux 2009, Bolton-Maggs et al 2E2)aESH severda esplenectomia

es mandatoria. En lEBSH moderada sintomatidanala calidad de vida, fatiga, Ulceras de piernas,
etc.) esta habitualmente indicada para mejorar calidad de vida.ESHanoderada asintomatica

su realizacion es controvertida; es una indicacion probable para esplenectomiafratei&iSH

leve habitualmente no es necesario realizarla. En pacientes con indicacion deectbegsia por

litiasis biliar actualmente es motivo de controversia si se debe realizanaspimia en forma
simultanea con la colecistectomia, independientemente del grado de severidad de laLanemia.
edad de eleccion para realizar el procedimiento es a partir de los 6 afios, cumsgo eler sepsis
postesplenectomia es considerablemente menor.

Acido félico

Los nifios con ESH presentan una actividad eritropoyética aumentada varias veces pateslcima
normal, por lo que su consumo de folatos esta francamente aumeBsabioprescindible la
suplementacién con acido félico en las ESH moderadas y severas, siendo materie spinab

indicacion en los casos levado{ton-Maggs et al 2004, Bolton-Maggs et al 2012)
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Estimulacion de la eritropoyesis
La médula 6sea del recién nacido presenta un cierto grado de respuesta inadecuadaafrente a |

anemia. Los niveles de eritropoyetina sérica en neonatos y lactantes menores de 6tameses es
disminuidos en comparacién con nifios mayores o adultos, a cualquier valor de hemoglobina
(Yamashita et al 1994, Kling et al 199@sta caracteristica probablemente explique el hecho de
que frecuentemente los recién nacidos con ESH deben recibir varias transfusiones turante e
periodo neonatal, pero a medida que van creciendo el requerimiento transfusional se reduce
significativamente, a veces en forma total. Se ha observado que mientras8éP4@e nifios con

ESH requieren 1 o 2 transfusiones durante sus primeros 12 meses de vida,180lo3€%
necesitan soporte transfusional posteriormé@Pieto et al 1995, Delhommeau et al 2D0Basados

en esta observacion, algunos autores utilizan eritropoyetina humana recombinante paraupeoduci
estimulacion de la eritropoyesis que pueda compensar total o parcialmente el gradwligsh
(Tchernia et al 2000, Donato et al 2014)
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OBJETIVOS

General

Contribuir al diagnéstico de la Esferocitosis Hereditaria y al conocimiento de su fisiopatologia.

Especificos

e Caracterizar mediante parametros de laboratorio general a los pacientes con ESH.

o Establecer el perfil de proteinas de membrana deficientes de los pacient&Hcen Buestra

poblacion.

e Detectar formas asintomaticas de la enfermedad.

o Establecer el patrén de herencia en nuestra poblacion.

» Implementar nuevas pruebas diagnésticas para ESH no realizadas en nuestro pais.

e Reducir el volumen de sangre requerido para establecer el diagndstico en forma precoz.

» Establecer si existe relacion entre los resultados de las pruebas diagndstieagdadsde la
enfermedad.

« Evaluar el grado de eriptosis basal de los eritrocitos de pacientes con Esferb@teditaria.
Observar el comportamiento frente al estimulo térmico explorando los mecanismos

involucrados en la exacerbacion de la anemia durante los procesos febriles.

* Determinar el nivel de expresion y la influencia de la AQP-1 en la Esferocitosis Heaeditari
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Consideraciones éticas
Todos los estudios comprendidos en el presente trabajo de tesis fueron realijadies ba

condiciones éticas de la investigacion clinica, cumpliendo con los requisitos que son exigidos
reglamentacién general y la declaracion de Hkisinsus posteriores enmiendas. Los protocolos
“Utilidad de nuevos métodos diagnosticos en la Esferocitosis Hereditaria” Yy “Fisiopatologia de

los eritrocitos en las anemias hereditarias” comprenden los estudios aqui presentados y fueron
aprobados por el Comité de Docencia e Investigacion y el Comité deBidét Hospital Nacional

Prof. A. Posadas.

Poblacion
Se estudiaron 180 individuos con signos y sintomas de anemia hemolitica, de loSIctexéan

diagnéstico previo de ESH por la evolucién clinica y/o las pruebas tradicionales (carvas d
fragilidad osmética y autohemdlisis). Siempre que fuera posible se extendié el astgdipo
familiar. De esta forma fueron estudiados un total de 282 individuos. Paralelamesiied&ean

569 controles normales.

Reactivos
Todas las sales, acidos y solventes utilizados fueron de calidad analitick ¢Viapack). Las

soluciones y reactivos fueron preparadas con agua estéril.

Citometros
El citbmetro utilizado para las pruebas de uso diagnéstico fue el FacScalibian(Bekinson)

con el software CELLQuest (Hospital Nacional Prof. A. Posadas).
Para los ensayos de investigacion basica se empled el citometro de flujo FACS BREA (

(Servicio de Citometria del Departamento de Quimica Biolégica, FCEN, UBA).

Analizador automatico para hematologia
Los hemogramas fueron realizados en el analizador hematolégico Counter 19 de Wiener lab.
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Pruebas para el diagnéstico

PRUEBA DE AUTOHEMOLISIS (AH)

Se cuantifica la hemdlisis producida durante una incubacién de 48 h en bafio de agua termostatizado
a 37°C de los eritrocitos suspendidos en su propio plasma. Paralelamente se evalla el efecto en el
porcentaje de hemolisis obtenido habiendo agregado gliSesayn y Dacie 1954, Young et al
1956).

Las muestras se procesan inmediatamente de realizada la extraccidén. Se procesa simudté@heament
menos una muestra correspondiente a un individuo normal (donante sano). Se determina el
hematocrito de las muestr&s. prepara en tubos estériles el “patron” y el “blanco” por dilucion con

NH; 0,04% de sangre entera (1:200) y plasma (1:10) respectivamente. Se consei@attusafite

48 h. Para cada muestra se coloca en dos tubos estériles 1 mL de sangre heparinizadie A

ellos se le agrega 0,2 nale su propio plasma (tubo I), al otro igual cantidad de glucosa al 5% (tubo

II). Se incuba a 37 °C durante 48 h y luego se centrifugan suavenwefect8a una dilucién 1:10

de los sobrenadantes cdiH; 0,04%. Se efectian las lecturas de absorbancia a 540 nm y se
determina el porcentaje de hemdlisis obtenido en los tubos |y II.

% Hemolisis = (A- Avanco) - (100 - Hto)
(Apatrén - Ablanco) . 20

A, = absorbancia del Tubo | 6 Il
Hto = Hematocrito (%)

Valores de referencia
Los limites de % de hemdlisis normales para 48h de incubacién son:

Sin glucosa anadida (tubo I) = 02 a 2%

Con glucosa afiadida (tuboll) = 0 a 0,9%

Interpretacion de los resultados
La prueba permite demostrar un aumento de hemolisis y por lo tanto es unaawdfirde que

existe un proceso hemolitico. En la ESH se observa autohemdlisis aumentada que corrige con el
agregado de glucosa.

Los esferocitos ademds de poseer una relacion area/volumen alterada presentan Hgekceli

bomba de N3y una glucdlisis aumentada para balancear el flujo delMadeplecién de la fuente

de energia impide equilibrar el movimiento de cationes produciéndose lisis osrRétiaael

esferocito la lisis se inicia antes y progresa mas rapidamente por su consamdebglsicosa
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incrementado. Si el paciente presenta gran cantidad de esferocitos en estico puelie no
observarse correccion con glucosa y la prueba de autohemdlisis arrojaria resultados faigos negat
para la correccion. Sin embargo la poblacion esferocitica se evidenciaria en la curvde basal
fragilidad eritrocitaria.

FRAGILIDAD OSMOTICA ERITROCITARIA (FOE)

Se cuantifica la hemdlisis producida en eritrocitos suspendidos en soluciones de hipotonia creciente.
La muestra a utilizar es sangre anticoagulada con heparina, estéril, recientemente extraida.
Simultdneamente con las muestras se procesa sangre de al menos un individud’agparalet

al 1947).

A partir de la solucion madre de NaCl 10% tarffer fosfato NaCl 18,0 g;Na,POH 2,731 g;
NaPQOH,.2H,0 0,486 g; HO dest. c.s.p. 200 mL) se preparan diluciones de concentracion final de
NacCl 0,10%; 0,20%; 0,30%; 0,35%; 0,40%; 0,45%; 0,50%; 0,55%; 0,60%; 0,65%; 0,75%:y0,85%
1,20%. La prueba se realiza en dos etapas

Curva basal se afiaden 5QL de sangre entera recién extraida en 5 mL de las diluciones
mencionadas (desde 0,10% a 0,85%) y en agua destilada. Se homogeiniza suavemente por
inmersién y se deja reposar durante 20 min a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de
incubacién, se homogeiniza nuevamente y se centrifuga durante 5 min a 2000 rpm. Se datermina |
absorbancia de los sobrenadantes a 540 nm. Se utiliza como blanco de lectura la absorbancia
correspondiente al sobrenadante de la dilucién de 0,85% de NaCl. La absorbancia del sobrenadante
obtenido en agua destilada{4) representa la hemdlisis total.

Curva diferida se incuba 1-2 mL de sangre heparinizada recién obtenida durante 24°G ar87

forma estéril. Luego se procede de igual forma que en la curva basal empleando adentéénla dil

1,20% de NaCl para ser utilizado como blanco de lectura.

Expresion de los resultados
Para cada muestra analizada se registra:

—  %Hemodlisis obtenido en cada tubo,calculada de la siguiente forma
%Hemé"SiS(diluciéni) = A sobrenadante ix 100
A total

— Gréfico: %Hemolisis vs MWaCl. A partir de estos graficos se obtiene por interpolacion la

fragilidad corpuscular media basal y diferida (FCM)
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— Grafico: Incremento del %Hemolisis %NaCl. Mediante estos gréaficos se pondra en evidencia
las diferentes poblaciones eritrocitarias.

— Resistencia Minima (Rmingoncentracion de la dilucion (%&Cl) enla que se visualiza el
primer indicio de hemolisis.

— Fragilidad Corpuscular Media (FCM)oNaCl al cual se produce el 50% de hemodlisis

— Resistencia maxima (Rméa3sNaCl en el que se visualiza la primera ausencia de eritrocitos
precipitados (hemolisis completa)

Valores de referencia
— Graficos (ver figura M&M1)

— R min basal: 0,45 - 0,55 % diferida; 0,60 - 0,75 %
— R méx basal: 0,30 - 0 % diferida; 0,40 - 0 %
- FCM basal: 0,400 - 0,445 % diferida: 0,465 - 0,590 %

Interpretacion de los resultados
En el corto periodo de incubacién en los medios hipoténicos no se produce intercambio de cationes,

s6lo se produce la entrada de agua al eritrocito generando su lisis cuando alcanza em volum
critico. La resistencia o fragilidad osmotica depende principalmente de la relaciérisjaeentre

la superficie y el volumen del eritrocito (S/V).

La curva diferida permite acentuar las diferencias respecto de la poblaciérderit@imal.
Durante la incubacion se produce la maduracion de los reticulocitos (osmoéticametdntessiy

se somete a los eritrocitos a un excesivo stress metabdlico incremeatémdoérdida de
membrana.

Los esferocitos poseen una relacién S/V disminuida por lo tanto presentan wrafnangilidad
osmotica. Los efectos que se visualizan pueden ser desde un corrimiento paralelo da la cur
normal (Tipo I), visualizacion de una cola que corresponde a la poblacién esferociticaden est
litico (Tipo Il) o perfiles completamente alterados (Tipo lliy¢fa M&M 1). En aquellos casos en

que se observe un corrimiento de la curva en sentido inverso debera dirigirse el estad& haci
busqueda de una hemoglobinopatigufia M&M 2). En hepatopatias, deficiencia de hierro,

vitamina B, o &cido félico pueden observarse subpoblaciones osméticamente resistentes.
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Figura M&M 1: Curvas de Fragilidad Osmética Eritrocitaria (FOE). En la@stesis hereditaria puede visualizarse un
corrimiento paralelo de la curva normal (Tipo 1), visualizaciéon de unago@laorresponde a la poblacion esferocitica en
estado litico (Tipo Il) o perfiles completamente alterados (Tipo lll).graficas corresponden a pacientes diagnosticados
en el presente trabajo.

Tesis Doctoral Pag37de 167 Renée Leonor Crisp



MATERIALES y METODOS

110 1 0T

2

o 4— B
|

W] B0 -
3 701 = £
3 a0+ — 4
€ g0l - § .
T | 30 1 Y oo .. =
2 -'Iﬂ'J &

kL I 20

20 4 N

10 4 — L

0+ e . i .

G4 07 Bd B4 25 08 BF oE 0§ b 13 13 14 1} AR | na A& ni
" HaCl " HaCi
‘ Conttrol Basal —a— Paciente Basa

Control post-incubacion —g— Paciante post-lrcubacion

Figura M&M 2: Curvas FOE correspondientes a un paciente talasémico. leadifemida presenta resistencia osmética
aumentada, observandose un corrimiento inverso a la observada en Gtesietoereditaria.

CRIOHEMOLISIS HIPERTONICA (CH)

Se cuantifica la hemdlisis que se produce cuando eritrocitos suspendidos en un mediidope

son sometidos a un brusco cambio de temper@Biraichman et al 1990, Streichman y Gescheidt
1998) La muestra, sangre anticoagulada con EDTA o heparina puede conservarse hasta 24 h
posteriores a su extraccion. La técnica utilizada posee leves modificacionetoradpedescripta

por los autores originalé€risp et al 2011).

Se preparduffer sucrosa disolviendo 2,4 g de sucrosa (Biopack) enLll@eabuffer fosfato 50

mM (NaH,PQ, 0,3387 g; NgHPO,.12H,0 3,4657 g; KO c.s.p. 250 ml, pH 7,4). Los eritrocitos se

lavan 3 veces con solucion fisiologica (SF) fria y se suspenden al 50 - 70%cens8fvandolos

en frio hasta el inicio de la prueba. Se preincuba 2 miutfer sucrosa a 37C en bafio de agua y

se agrega 5QL de la suspension de eritrocitos. Se agita vigorosamente unos segunelos y s
contindia la incubacion durante 10 min. Se tramsfel tubo a bafio de hielo durante 10 min. Se
agita vigorosamente unos segundos y se centrifuga 5 min a 3500 rpm. Se determina la a@bsorbanci
del sobrenadante a 540 nm (AbsParalelamente se hemolizan 50 pL de la suspension de
eritrocitos en 2 mL de agua. Se centrifuga, se diluyen 200 uL del sobrenamamtepresenta el

100% de hemolisisen 4 mL de agua y se determina la absorbancia a 540 nmrgAhg. El

porcentaje de criohemdlisis se calcula con la siguiente formula:

% Criohemolisis = (Ahg AbS ot gi) X 5
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Valores de Referencia
Los valores de referencia fueron determinados en la poblacién de donantes sanos dado que la

técnica presenta variaciones respecto a la descripta por Streichman y colaboradores.
VN: (1,48 £ 0,570 (X + DE N= 214 controles sanos)

Interpretacion de los resultados
Los eritrocitos de las esferocitosis hereditarias son mas susceptibles quidososrnormales a

los cambios bruscos de temperatura obteniéndose mayor porcentaje de hemdlisis. La prueba no
depende de la relacion S/V sino de la integridad de las proteinas de membrana. Estagzetaa pr
la ventaja de arrojar resultados normales cuando la presencia de esferocitecieaa con

anemias hemoliticas autoinmunes.

CITOMETRIA DE FLUJO CON 5’EOSINA MALEIMIDA (5’EMA - CF)

Se evalla la intensidad de fluorescencia emitida por el rea6fiussina maleimida que
interacciona covalentemente con las proteinas Banda 3 (principalmente), RhAG, Ri7 deCla
membrana eritrocitari#King et al 2000, King et al 20045e utiliza sangre anticoagulada con
EDTA del paciente y de seis individuos normales obtenida el mismo dia que la deteqade
manera de asegurar el mismo tiempo de envejecimiento de las mismas. Las nogbsras
conservarse a 4C hasta su procesamiento 12 h. El reactivo 3EMA (Sigma- Fluka 63184)
disuelto en PBS estéril (0,5 mg/mL) se conserva 4C70

Se lavan 3QiL de sangre cohufferfosfato salino (PBS) tres veces descartando los sobrenadantes.
Se colocan 5iL del paquete globular en un tubo conteniendoullOde reactivo(5’EMA 0,5
mg/mL en PBS estéril) homogeneizando eficientem&wgacuba en oscuridad durante 15 minutos

a temperatura ambiente. Finalizada la incubacion, se lava con PBS hasta que los sobrenadantes sean
claros (2 - 3 veces) y se resuspende en 1 mL del nisrffier. Se adquieren 20.000 evenis
velocidad baja. Se determina en el detedtbrl la media geométrica de la intensidad de

fluorescencia (IFNly su correspondiente coeficiente de variacion (CV).

Resultado
Se determina el porcentaje de disminucion de la ¥®l porcentaje de aumento del CV respecto

del promedio obtenido para 6 controles normales procesados simultdneamente y quelposean e

mismo tiempo de almacenamiento que la muestra testeadah).
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Interpretacion de los resultados
En la ESH, cualquiera sea la proteina deficiente primaria, se obtiene una dismuheid@n

fluorescencia debido a la pérdida de membrana que contiene las proteinas que reaccionan con el
reactivo fluorescenteiffura M&M 3). Es importante destacar que en otras anemias hemoliticas la
fluorescencia emitida es normal de manera que permite diferenciar los esferocitoepresdat

ESH de aquellos presentes en las anemias hemoliticas autoinmunes. No discrimptadi¢oEils
Congénita(EC) de la poblacién normal pero si la piropoiquilocitosis hereditaria (PPH) @malla
aparece un doble pico en el histograma de fluorescencia, por lo tanto este método es util para
diferenciaeSH, EC y PPH entre gKing et al 2000)

Controles
normales

512
h

1 P2

233001 P2
334002 P2
435003 P2
536.004 P2
637.005 P2
733006 P2

T T T T T "
10° 10° 10°
ENMA

Figura M&M 3: histogramas superpuestos correspondientes al detector &b-tahtroles normales y un paciente con
diagndstico de ESH. Se observa la marcada disminucion de la intensftlaateirencia del reactivi eosina maleimida
en los eritrocitos del paciente. Los datos corresponden a un paciente diado@stieapresente trabajo.

FRAGILIDAD OSMOTICA ERITROCITARIA POR CITOMETRIA DE FLUJO (FOE- CF)

Se cuantifican los eritrocitos resistentes a la hemolisis producida por ekledgrege agua a una
suspension de sangre entera en solucion fisiolggMan y Suh 2009)Puede utilizarse sangre
anticoagulada con EDTA o con heparina que debe ser procesada dentro de las 24 h de obtenida.
Se suspenden 28 de sangre entera en 1 ml de solucion fisiologica. Inmediatamente se agregan 10
pL de esta suspension a un tubo de citdbmetro conteniendo 1,1 mL de solucion fisologicazése reali
la adquisicién en el citbmetro durante 25 segundos, registrando los parametros el fdetéal
FSC(Foward Scatter Channgly el detector ortogon&8SC(Side Scatter Channey el tiempo. Se

pausa la adquisicion, se retira el tubo del citbmetro y se agregan 0,9 mL deeagleaa

homogeneizando por inversion 1 vez. Se continda la adquisicién durante 2 min (figura M&M 4).
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Anélisis de los resultados
En el histograma de tiempsgestablecen marcas consecutivas que involucren un mismo periodo de

tiempo (markersde igual longitud). Se comprueba la estabilidad de los eventos remanentes en los
tiempos mas avanzados. Se generan regiones a partir de las marcas anterioneisSulieTgos
iniciales (R: suspension de eritrocitos &P y otras dos (R Ry) en las etapas finales de la
adquisiciéon (figura M&M 5). Se obtiene el nimero de eventos de cada regién ycska @l

porcentaje de células residuales con la siguiente formula:

% Células Residuales = (EventostREventos B : 2 x 100
Eventos K (1,1 : 2,0)

1023

1023
1023

F5¢-Height
55¢-Height
55¢-Height

1023

FSC-Height

Time: Time:

Eritrocitos en la suspension inicial

Eritrocitos lisados

Figura M&M 4: Dot-plot visualizados al realizar la FOE-CF. En rajs: éritrocitos se encuentran suspendidos en SF. La
zona de interrupcion (sin eventos) corresponde al tiempo transcurridatel el agregado de agua. En verde: los
eritrocitos que permanecen viables presentan un mayor FSC ynan 88C por aumento de su volumen en el medio
hipoténico y disminucion de su complejidad por pérdida de su foicbadava.

Time (6)vs FSC-Height (1)
Region Events %Total
RO 21555 100.00
R1 20895 96 .94
R2 6285 29.16
R3 375 1.74
Tens R4 345 1.60

Figura M&M 5: Andlisis de los resultados. A la derecha: histograma de tiempo qureede determinan marcas que
abarquen iguales tiempos. A la izquierda: Dot-plot donde se obdes/a@giones generadas a partir de las marcas del
histograma R R; y R, en verde azul y violeta respectivamente. La tabla informa el nireereetdtos de cada zona para
realizar el calculo del porcentaje de células residuales.

Tesis Doctoral Pag41de 167 Renée Leonor Crisp



MATERIALES y METODOS

Valores de referencia
Se establecieron los valores de referencia en controles normales dado que la técnica fue

recientemente descripta.
Células Residuales = (60t21,3) % (X+ DE, N= 38)

Interpretacion de los resultados
Los esferocitos presentan una menor resistencia ante el medio hipotonico debido adsuSklaci

alterada que determina un menor porcentaje de eritrocitos remanentes en la suspension.

PROTEINAS DE MEMBRANA ERITROCITARIA

Los eritrocitos se lisan y luego de exhaustivos lavados se obtienen las memtppnashg)fe se
fraccionan por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnatura(ivatuest al
2002) Posteriormente se cuantifica por densitometria.

Obtencién de las membranas eritrocitarias (ghost)

Una alicuota de sangre estéril anticoagulada con heparina se lava 3 velse8ardosfato salino
(PBS: NaCl 0,137 M; KCI 3 mM; NaiQ, 1,9 nM; NaHPQ, 8,1 mM; pH 7,4). La muestra se
mantiene refrigerada y todas las centrifugaciones se realizahCapdra evitar la degradacion
proteica (centrifuga refrigerada Hermle Z323K). Para asegurar la remocion de leucocitos y
plaguetas, se descartan 3 - 4 mm de la porcién superior de la columna de eritrocitos. La hemdlisis se
lleva a cabo por diluciéon 1:13 del paquete globular lmaffer fosfato de sodio hipoténico 5 mM,

pH 8,0; conteniendo inhibidor de proteasas fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PBI&EEM. Luego

de incubar 15 min en hielo, se centrifuga a 13000 g durante 15 mifCa Bl sobrenadante
(fraccion citosdlica) se descarta y las membranas se lavan exhaustivamentensmoebuffer

hasta obtener sobrenadante libre de hemoglobina. Las centrifugaciones se aplitas mismas
condiciones descriptas. Las proteinas totales fueron cuantificadas por el método d¢g.bowret

al 1951) Las membranas eritrocitarias se conservaron & Hasta su procesamiento.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Se realiza la electroforesis de las membranas eritrocitarias en gel deilaolida con dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE). La diferencia de distancia recorrida por lasnpten un gel
restrictivo se basa en diferencias entre sus tamafios moleculares, dado que el tratan#»® con
equipara la densidad de carga superficial de las mismas.

Se utiliza una cuba electroforética Miniprotean Il (Bio-Rad) y una fuente de po@&r6&P

(Pharmacia) con el sistema discontinuo de Laertkif0) Se preparan mini-geles (7 cm x 8 cm X
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1 mm). La concentracion de mondémero (T) en el gel concentrador es 4% (acrilamidg 39 g/L
bisacrilamida 1g/L; SDS 1 g¢gL) en Tris-HCI 125 mM, pH 6,8. Como catalizador de la
polimerizacion se empldd, N, N’, N’- tetrametilendiamina (TEMEP = 0,77+ 0,02 g/L) 0,3 ml/L

y persulfato de amonio 0,37 g/L como iniciador. ElI T utilizado en el gel sepaesdé¥o
(acrilamida 78&/L; bisacrilamida 2,1 g/L; SDS 1 g/L; TEMED 0,3 ml/L; persulfato de amonio 0,37
g/L) en Tris-HCI 375 mM, pH 8,8.

Las membranase solubilizan en ebuffer de muestra (Tris-HCI 62,5 mM; pH 6,8; conteniendo
SDS 2% (p/v); 2-mercaptoetanol 5% (v/v); glicerol 10% (v/v) y amibromofenol 0,01 g/L) por
calentamiento a ebullicién durante 1 min. Una masa de 15 pg de prets$igrmbra en cada calle

En cada placa se siembra la muestra del paciente por triplicado, 6 calles con membranas
pertenecientes a controles normales (donantes) diferentes y un marcador dmglesokres
pretefido.

La electroforesise desarrolla a corriente constante de 20 mA durante el proceso de isotacoforesis
en el gel concentrador y 25 mA en el gel separador utilizanfter de corrida de pH 8,3 (Tris 25

mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%).

Al finalizar la electroforesis (aproximadamente 1 h), elsgadolorea utilizando azul brillante de
Coomassie R-250 0,2% en solucién decolorante (metanol: acido acético: aguaade3tilss

v/viv) durante 30 min y posteriormente se decolora.

Cuantificacion de las proteinas de membrana
Las proteinas se cuantifican por densitometria. Se analiza cada cakeddilelsoftwareGelPro
Analyzer 4.0, determinando el porcentaje relativo de las bandas involucradas en lagat@®pgi
B-Sp, Ank, Banda 3, Prot 4.1y Prot 4.2.
Se promedian los resultados obtenidos en las tres calles correspondientes a la muestra del paciente.
Para establecer la/s proteina/s deficiente/s se genera un intervalo deGretlit®0% a partir de
la cuantificacion porcentual de los seis individuos normales corridos &ireaihente en el gel. Si
el valor promedio obtenido para el paciente se encuentra por debajo delnfienite del intervalo
de prediccion se concluye la deficiencia de la proteina y se calculacehtzge de deficiencia
considerando los valores medios del paciente y los controles normales. Este procedimiento se
realiza para cada una de las proteinas analizadas (figura M&M 6).
Elintervalo unilateral de predicci@s X — t . DE . V(1 + 1/n) 6 bien X - 1,59.DE

Donde t = 1,476 para una probabilidad del 90% para 5 grados de libertad.

Grados de libertad = n-1, donde n = nimero de controles normales.
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La interpretacion es que hay un 908é probabilidad de que un futuro valor sea igual o mayor que

el punto establecido, si el individuo es normal. Si el futuro valor resulta maeoese puntse

puede inferir que es una reduccion significativa.

Utilizar una probabilidad del 90% es aceptable en una situacién en la que se entiende que no se

pueden correr de rutina, mas que unos pocos individuos controles.

4 1B 3o 3 32 3323 23 23 HC.
B 1 1l cieiciciaiat™ H n

. e u

s ‘.Sp Lare 2 urisedl NN1) m ‘.sg Lare 8- urtiied) 11}
> \ wl
3 ::‘: Ak 4u2 2 1‘3; % 42
195 1" 17“ i 0 n 15 ne :; i S0 k4
Controles Normales (n=6) Xcn *+ 1,59 x DEcy Paciente
. — Valor Valor —
Proteina X DE Minimo Maximo X
o-Sp 19,57 0,51 18,75 20,38 19,45
B-Sp 18,80 2,03 15,57 22,03 19,43
Ank 19,77 0,61 18,81 20,73 20,94
Banda 3 23,78 1,55 21,31 26,24 23,96
Prot 4.1 8,82 0,56 7,93 9,71 6,86
Prot 4.2 9,26 0,99 7,69 10,84 9,36

Figura M&M 6: Ejemplo de la cuantificacion de las proteinas de membrana. Arriba gulierda imagen del gel
correspondiente al estudio del familiar de un paciente (ID. 2B3nuestra se siembra por triplicado. Las primeras seis
calles corresponden a membranas obtenidas de donantes sanos (IBD432932 y 33) y la dltima al marcador de pesos
moleculares. Arriba a la derechse muestra la imagen para el analisis del mismoSgelidentifican dos de las calles
cuyos densitogramas figuran abajo (linea 2 (ID 29) y linea 8 (ID Et3)a tabla se informa los valores porcentuales
promedio obtenidos para los 6 controles normales y los valores maximmsirgos obtenidos en los intervalos de
prediccion del 90% para cada proteina relevada. En este estudio cheyeanque el individuo (ID 213) presenta
deficiencia de Prot 4.1 dado que el valor promedio obtenido esstra es inferior al valor minimo que corresponde al
intervalo de prediccion.
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Ensayos para investigacion

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

La observacion con el microscopio electronico de baryida obtencion de las fotografias se
llevaron a cabo en el Servicio de Microscopia Electronica de CITEFA.

Las muestrasse colocan sobre vidrios de 50 rAnde &rea, yse fijan durante 20 min con
glutaraldehido 3% (v/v) enufferfosfato 0,1 M, pH 7,4. Luego de efectuar 3 lavados con el mismo
buffer, se deshidratan mediante sucesivos lavados con acetona de concentracion gradualmente
creciente (de 25% a 100%, v/v). El secado se completa con en una bomba para punto critico
(Balzers CPD 030) utilizando diéxido de carbono como fluido de transicién. Las muestras se cubren
con una fina capa de oro y paladio (Balzers Union SCD 04 examinan en el microscopio

electrénico de barrido (Phillips 515) tomando fotografias digitales de los campGEnealigos.

DETERMINACION DE LA OSMOLALIDAD SERICA

Se determina la osmolalidad sérica de individuos normales y pacientes mediante un osmémetro de
presién de vapor (WESCOR VAPRO modelo 56@Dequipo se calibra con soluciones patrones
de 100; 290 y 1000 mmol/Kg. Cada determinacion se realiza por triplicado.

EXPRESION DE AQUAPORINA 1 (AQP-1)

La expresion de AQP-1 en los eritrocitos se evalla por citometria de flujo. El graictidizado
reconoce especificamente los residuos 242 a 260 de la AQP-1 humana obligando a pEnmeabili
previamente los eritrocitos.

La sangre entera anticoagulada con heparina se suspende (dilucién 1/50) en soluciérfrfgadora
(0,05% de gluteraldehido en PBS) durante 10 min a temperatura ambiente. El proceso de fijaciéon
finaliza por centrifugacion a 4000 rpm durante 4 min y tres lavados con PBS adiciomado co
albumina sérica bovina (BSA) al 0,1%0steriormente los eritrocitos se suspenden sduaion
permeabilizante (0,1% Triton en 0,1% BSA-PBS) durante 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se lava una vez y se resuspende el sedimento en la solucion de lavadedésa pr

la marcacién tomando un volumen de suspensién que contenga aproximadarhenieotios

totales agregando anticuerpo policlonal de conejo anti-AQP1 0,4 mg/mL (Millipore)ueiodil

final 1/12,5 incubando 1 h a temperatura ambiente. Los eritrocitos se lavan y resuspenden a
volumen inicial en 0,1% BSA-PBS. Se agrega el anticuerpo secundario anti-lgG de condjim obten

en raton conjugado con FITC (1 mg/mL) en dilucion final 1/50; se incuba 30 minparegora
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ambiente en oscuridad. Finalizada la incubacién se agrega 1 mL de solucion de lavado, se

centrifuga y se resuspende en 1% de formaldehido en 0,1% BSA-PBS y se analiza en el citometro.

Control negativose prepara una suspension de los eritrocitos fijados y permeabilizados mezclando

iguales volumenes de todas las muestras y el control procesados en el dikizaseonto

anticuerpo primario IgG de conejo (1mg/mL) en dilucién final 1/50.

Control de permeabilizaciénse procede con el mismo protocolo utilizando como anticuerpo

primario anti-Hb en dilucién final 1/50 para cada una de las muestradimlas. Los resultados
se expresan en funcién del control normal procesado simultdneamente, mediante las ohedianas
intensidad de fluorescencia sustrayendo la fluorescencia obtenida para el control isftgatitd

corregida)
% Expresion de AQP= (Med F*corregida del paciente/ Med F*corregida del control) x 100.

Cuantificacion
La determinacién cuantitativa del nimero de moléculas de AQP-1 por eritrocitoiza befb el

mismo protocolo pero utilizando el anticuerpo secundario conjugado a ficoefREnaL& cuna

de calibracién se realizé con microesferas QuantiBritd B&€ton Dickinson). Este fluorocromo

no es el mas conveniente cuando la marcacién es intracelular ya que presenta un mayor
impedimento estérico pero debié ser utilizado debido a que las microesferas que permiten la

cuantificacion solo estan disponibles en nuestro mercado conjugadas con PE.

ENSAYOS DE INHIBICION

Se realizan las pruebas diagnosticas que involucran el pasaje de agua a través teaaanssm
presencia de inhibidores de AQPHg*" y CU/*. Muestras de sangre anticoaguladas con heparina
seincuban previamente entre 1 h y un maximo de 3 h 20 mirHgl, en concentraciones finales
entre 0,1 a 4«M o conCuCkL 400 mM. Las curvas de fragilidad eritrocitaria y las criohemolisis

sonrealizadas de acuerdo a técnicas ya descriptas.

ESTUDIOS DE ERIPTOSIS

Se evalla la eriptosis generada por efecto de la temperatura en muestras de sangra perifér
heparinizada (heparina-litio) de pacientes con ESH y de controles normales. Lamansest

centrifugan por 15 min a 500 g y 4 °C, el plasma y los leucocitos y plaquetas se remueven
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cuidadosamente. Los eritrociteslavan 3 veces con PBS y se susgegral 1% en buffer HEPES
(NaCl 140 mM, KCI 5 mM, HEPES 10 mM, Ca@,5 mM, glucosa 10 mM y BSA 0,1% (p/v); pH
7,4). En algunos ensayos se utiliza buffer HEPES libre dedb#enido por adicion de EGTA 2
mM y sin el agregado de CaClLuego de los tratamientos (incubaciéon a 36,5 y 38,8urante 24

h) se centrifuga a 2000 rpm, 5 min resuspendiengsligtal 1% con PBS.

Células senescentes
Se evalla la senescencia celular por citometria de flujo analizando el tamafio y laidadnplej

interna mediante los detectorEsward (FSC)y Side Scatte(SSC). Se consideran senescentes
aquellas células que hayan disminuido su volumen y/o aumentado su complejidad respecto de su

correspondiente control en el ensayo.

Translocacion de fosfatidilserina
La pérdida de la asimetria de la membrana plasmatica es considerada una icaraseettifica de

la eriptosis. Se identifica mediante citometria de flujo el fosfolipid@atiddserina (FS) traslocado
hacia la capa externa de la bicapa lipidica por la unién con la proteina AWesorgugada con
isocianato de fluoresceina (FITC). A un volumen dall@e la una suspension de eritrocitos al 1%
se afiade 90L de binding buffe(HEPES/NaOH 0,01 M pH 7,4; NaCl 0,14 M; CagJ|5 mM) y 5

pL de Anexina V-FITC (BD Biosciences). Se incuba 15 min a temperatura ambiente enaaiscurid
La reaccion se detiene por el agregado depdlOfe binding buffery el analisis se efectia dentro de

la primera hora subsiguiente.

Especies reactivas de oxigeno (ROS)
Se diluye 1:10 en PBS la suspension de eritrocitos al 1%. Se incuba durante 15 Mm@ en37

atmosfera conteniendo 5% de £€on el reactivo2’ 7° diacetato de diclorofluorescina DCHDA
(Sigma) en concentracion final 0,4 mi@hoti et al 2007)Finalizada la incubacion, la reaccion se
detiene por el agregado de PBS frio y se analiza inmediatamente.

Las células son permeables al reactivo no fluorescente. En el interioraddulas es hidrolizado
por las esterasas yipoxidacion se transforma en 2°, 7° diclorofluoresceina (compuesto altamente
fluorescente) realizando su deteccién por citometria de flujo (figura M&NPermite determinar
en forma rapida y sensible las especies reactivas de oxigeno (ROS) que ae dararte el

metabolismo oxidativo.
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Esterasas celulares H:0. (ROS)
DCFH-DA | == TICFH 1 B P F
Hidrdlisis Oxidacidon

Figura M&M 7. Secuencia de reacciones que se producen en el interior deliteritmda deteccion de las especies
reactivas de oxigeno (ROS).

Glutation reducido (GSH)
Para la cuantificacion de los niveles de GSH intracelular, se diluye 1:10 en PBS la éasgensi

eritrocitos al 1%. La temperatura debe mantenerse’€rd@rante todo el ensayo. A un volumen de
dela suspension se le agrega el reackl@rcury OranggSigma-Aldrich) a una concentracion final

de 20uM (figura M&M 8). Luego de 3 min exactos se analiza la suspension por citonmeftigod
adquiriendo 20.000 eventos en FL-2. El reactivo naranja de mercurio forma aductos fluorescentes
con el GSH mediante sus grupos tioles (SH). La reacciéon es mas rapida con GSH que con los
grupos SH de proteinas, de manera que puede alcanzarse especificidad paraiteaciétene

GSH bajo condiciones de reaccion controladas. En los eritrocitos los grupos tioles ramgrotei
estan constituidos casi totalmente por GSH.

La difusibn de GSH fuera de las células se evita manteniendo baja la temperatura ldurante
reaccion y en todos los pasos previos. El reactivo se disuelve en acetona conservaniiolp en fr

oscuridad.

ar w,
Hg N
/ HO

Figura M&M 8. Estructura quimica del reactivo Naranja de MercufiderCury Orangg utilizado en para la
determinacion de glutatién reducido intracelular.

Cl
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CUANTIFICACION DEL CONTENIDO INTRACELULAR DE CALCIO POR CITOMETRIA
DE FLUJO

Para cuantificar la variacion del contenido de calcio libre intracelulay [@&Eritrocitos se lavam
incuban con la sonda fluorescente Fluo-4 acetometil ester (Fluo-4 AM,obeisify en una
concentracion final de 2,5 uM, a temperatura ambiente durante 30 min en oscuridad. Luego de ser
lavados, los eritrocitos se suspenden en PBS y se analizan a los 30 min por citorflejdakle
contenido de calcio se expresa mediante la intensidad de fluorescencia media.

El reactivo FLUO-4 AM es un indicador de calcio incoloro que entra a la céuanente y es
hidrolizado por esterasas intracelulares no especificas que genera un praduesadhte al unirse

al [Ca] libre.

Tratamiento estadistico

Los resultados obtenidos para las pruebas diagnosticas se expresan como media gritiestio
estandar (Media DE) como medidas de tendencia central y de dispersion.

La determinacién de los valores de corte, la sensibilidad y especiffcieiamh obtenidos mediante

el analisis de curvas ROC.

Para establecer la/s proteina/s deficiente/s se generaron intervalos cadreldil 90% (para cada

una de las proteinas analizadas) a partir de la cuantificacion porcentual ddugsdivormales
aralizados simultdneamente en el gel. Si el valor promedio obtenido para el psgientuentra

por debajo del limite inferior del intervalo de prediccién se concluye la defi@ida la proteina y

se calcula el porcentaje de deficiencia considerando los valores medios del pacisrtenyroles
normales.

Los resultados relacionados a investigacion basica se expresan como media aritragiica y
estandar de la media (Media = SEM).

La prueba de Kruskall-Wallis se utiliz6 para comparar mas de dos grupos independientes. De
hallarse diferencias significativas, posteriormente se realizé la preeld@mh-Whitney entre dos
grupos para comparar distribuciones poblacionales. En el caso de muestras pareadas Ise utili
prueba de Wilcoxon. Diferencias de hasta P < 0,05 fueron consideradas estadisticamente

significativas.
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RESULTADOS y DISCUSION

CAPITULO I: Caracteristicas de la poblacion estudiada

Controles normales (CN)
Se realiz6 el estudio en 569 controles normales, donantes del banco de sangre del ldogpit! N

Prof. A. Posadas. El rango de edad estuvo comprendido entre 18 y 66 afasl(®8,&nos). No

fue posible obtener muestras de controles normales pediatricos pues no se contprobad&a

de los comités de bioética correspondientes. Aquellos que prestaron su camstntiesultaron
predominantemente del sexo masculino (64,3%) con relacién M/F = 1,8. En 252 (44,3%) controles
normales se registro el grupo y factor sanguineo. El 92,1% fueron Rh pogitbsogrupos ABO

mas frecuentes fueron el O (58,3%) y el A (29,8%u(ha I-1).

Estadistica Servicio de Hemoterapia Controles Normales

Aneg
2,6%

AB neg
0,2%

4,0% 0,7% 2,1%

Figura I-1: Distribucion de grupos sanguineos ABO y Rh de los dorzoriesrrentes al Servicio de Hemoterapia (2010
a 2013; N=24483) y de los donantes que fueron analizados cmtnoles normales en el presente estudio.

El ofrecimiento a participar en el presente estudio fue al azar de manera que se peslos

controles utilizados son representativos de la poblacién de donantes habituales. No se encontraron
diferencias significativas en la distribucion de grupos sanguineos derisles asignados en el
presente estudio respecto de los mismos parametros analizados en la poblacion total dei&ervici
Hemoterapia del Hospital Nacional Posadas (tabla ElLServicio de Hemoterapia no realiza la
estadistica segin sexo de manera que no pudo contrastarse esta prevalencia en la poblacion de
donantes totales. Probablemente el predominio masculino se deba a un mayor rechazo de donantes
femeninos por presentar una mayor incidencia de anemia ferropénica. El descenso detitoeematoc

por debajo de 38% descalifica al individuo como donante independientemente del sexo.
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GRUPOYy Estadistica Servicio de Controles normales del Prueba de diferencia de
FACTOR Hemoterapia (2010-2013) presente estudio proporciones

N % N % chi- P valor

cuadrado

A neg 629 2,57 7 2,78 0,00009 0,9924
A+ 7105 29,02 68 26,98, 0,41000 0,5220
AB neg 53 0,22 1 0,40 0,00472 0,9453
AB + 519 2,12 8 3,17| 0,82300 0,3642
B neg 163 0,67 2 0,79 0,02420 0,8763
B+ 2051 8,38 19 7,54 0,13300 0,7153
O neg 987 4,03 10 3,97 0,01270 0,9102
O+ 12976 53,00 137 54,37 0,13700 0,7113
TOTAL 24483 100,00 252 100,00

Tabla I-1: Distribucion de donantes totales ingresados al Servicio de Hemotmapigperiodo 2010-2013 y de los
donantes incluidos como controles normales en el presente egindiba de diferencias de proporciones: no hay
diferencias significativas entre las poblaciones teste&da$,05).

El analisis por grupos sanguineos de los dadores permite confirmar que las muestiasastdecc
son representativas de la poblacién normal disponible como donantes voluntadasiflcacion
por grupo y factor permitird evaluar (ver capitulo V) la influencia endssltados de la prueba
diagnostica S’EMA-CF dado que el 20% de este reactivo se une protein@&righet al 2004).

Familiares directos
En todo estudio de procesos hereditarios hay indicacién de estudiar a |terdandilrectos. Con

este proposito se estudiaron 125 familiares directos, de ellos 24 manifestaron pgsestido de

ESH realizado en otros centros (confirmandose en 23) y los restantes no presegiammisi
sintomas de anemiaidfira 1-2). Una vez realizado el estudio, los familiares sanos con alguna
deficiencia de proteina de membrana, pero por lo demas asintomaticos y con |gsuetras
diagnosticas negativas, fueron considerados portadores sanos (PS). El estudio egxtemilido
detectar 27% de familiares afectados por la patologia en estudio: 18%®%®presentando al
menos dos pruebas diagndsticas positivas aunque no padecian sintomas (figura 1-83, Adem
disponerse del estudio certero de los progenitores, pudo establecerse el patron de dagnirranci

pacientes.
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Primos_ Abuelos Hijos
1 1

Hermanos

/__ 19

Madres
41

Figura I-2: Relacién de parentesco de los familiares asintoméaticos estutkagdecto del propésito

ESH
(asintomatica)
9%
Normal
70%

Hemoglobinopatia

3%

Portador sano
18%

Figura I-3 Diagndsticos realizados en los familiares asintomaticos.

Pacientes estudiados
Fueron estudiados 180 individuos con anemia, de los cuales 51 poseian diagnéstico previo de ESH

(23 familiares directos y 28 pacientes que concurrieron por primera vez a oaastrtia pero que
refirieron conocer su diagnostico) estableciéndose el diagnésticoiovo” en 65 pacientes.
Complementando con otros estudios se establecieron los diagnostigbsaldsemia (n=4),
hemoglobinopatias asociadas a Hb S (n= 3), hemoglobinas inestables (n=2), elptfTitbi
anemias hemoliticas no esferociticas (n=23), deficiencia de Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (n=2),

deficiencia de Piruvato Kinasa (n=2) y ausencia de patologia hereditaria en 27 casos.
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En la figura I-4 se representa la distribucion de diagnésticos realizados teniendo enlauent

totalidad de los individuos estudiados (pacientes y familiares relacionados).

Normales

|
|
F

Enz Hb
4 12

Figura I-4 Distribucion de diagndsticos realizados en la totalidad de individuos estsid{bd@82) (pacientes y
familiares). ESH (esferocitosis hereditaria); PS (portador sano de ESH); Hb (tatasemmemoglobinopatias); Enz
(enzimopatias); EC (eliptocitosis congénita); AH (anemias hemoliticas no esfag)cit

Caracteristicas de la poblacién con diagnéstico de Esferocitosis Hereditaria
Los 143 individuos en los que se establecié el diagnéstico de ESH pertenecen a 84 familias

argentinas no relacionadas (tabla 1) edagésal momento del estudio oscilaron entre 2 dias y

63 afnos, siendo 65 de ellos menores de 18 afios.

Cir?git\i/?;:oge Motivo de estudio Diagn d(’)éstliECé)Hprevio Diagnoéstico final
28 Paciente Si ESH
23 Familiar Si ESH
61 Paciente No ESH
4 Paciente No PS + anemia carencit
9 Familiar No ESHasintomatica
18 Familiar No PS

Tabla I-2: Clasificacion de los individuos en los cuales se establedigabdtico definitivo de Esferocitosis Hereditaria.
Los portadores sanos (PS) fueron identificados mediante el estudio deamasn(SDS-PAGE) siendo todas las otras
pruebas diagnoésticas de ESH negativas.
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La edad al diagnéstico presuntivo inicial también varidé entre 2 dias y 63 afida, signiente
distribucion: < 1 mes 20,7%; 1-12 meses 25%; 1-12 afios 25%; 12-18 afioy #,3%afios 25%

En la figura I-5 puede observarse que esta patologia si bien es congénita, manifestandose
principalmente en la nifiez, también puede manifestarse inicialmente en los adultosmsiroslo
frecuente su diagnéstico en la adolescencia.

50 50

& =
‘;’ 40 ';' 40
z z
= =
2 @
g 30 g 30
o = &
@ L)
= =
Q_J‘ 20 v 20
B £
5 5
S 10 - S 1 -
o =]
a. a.
. .
<lmes 1-12 1-12 13-18 =>18afios <lmes 1-12 1-12 13-18 >18afios
mesas afios anos meses afios afnos

Figura I-5 Distribucion de grupos etarios. A la izquierda: al momento de la presurieigmostica. A la derecha: al
momento de su estudio en el presente protocolo.

El estudio extendido al grupo familiar del propésito permitié establecer el patrén desramen

77 casos, siendo dominante en 65 (84%) y no-dominante en 12 (16%) pacientes.

En la figura I-6 puede observarse la distribucion de los pacientes esplenectonyizados
esplenectomizados categorizados por el grado de severidad, segun criterios ald Wari
colaboradoregMariani et al 2008) de acuerdo al nivel de hemoglobina que presentaron al
momento de realizar las pruebas diagndsticas. En la distribucién de severidad redada p
pacientes con ESH predominan las formas moderadas o tipicas (50 - 60%), seguidaeyeEs las

(20 - 30%), siendo menores al 10% las formas se\{@okscon et al 1998)El predominio de

formas leves en nuestra serie de casos probablemente sea debido a una pesquisa sistematica

efectuada con la implementacion del protocolo de investigacion.

Los pacientes esplenectomizados previamente al estudio eran en su mayoria adwblds7(fidel
presente protocolo de estudio permitié diagnosticar nifios menores de 1 afio de vida que no poseian

diagnostico previo (figura I-8) (ver capitulo IV: diagnostico con sangre capilar).
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Portadores
Sanos

(22)

No
esplenectomizados

(99)

Esplenectomizados

Figura 1-6: Distribucién de los pacientes en los cuales se arrib6 al diagnésii€tidmtegorizados de acuerdo al grado
de severidad al momento de realizar las pruebas diagnoésticas.

70

60

30

B Espienectomizados

40
M Severos

® Moderados

30
Leves

Portadores Sanos

Numero de pacientes

20 4

K=

<1 mes 1-12meses 1-12afios 13-18afios > 18 afios

Figura I-7: Distribucion de los pacientes en los cuales se arribé al diagn@&sES&Hdsegun grupo etarioy grado de
severidad al momento de realizar las pruebas diagnosticas.
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# NO
B 5]

<1 mes 1-12 1-12afios 13-18 > 18 afios

meses

afos

Figura 1-8: Distribucién de los pacientes en los cuales se arrib6 al diagriestit®H seguin grupo etario y existencia de

diagndstico previo.
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CAPITULO lI: Parametros y analisis del laboratorio general

En el estudio del sindrome anémico, la determinacion de los indices hematimétricite perm
establecer la clasificacion morfoldgica propuesta por Wintrobe que sigue aun plensigente
(Wintrobe 1930, 1931, 1934Lon el advenimiento de los analizadores automatizados, no sélo
pueden determinarse los indices hematimétricos con mayor exactitud sino que ademas puede
disponerse de las distribuciones con sus correspondientes coeficientes de vaalbleidhll. En

1983 se propone una modificacion a la clasificacién de las anemias incorporando ladadeplit
distribucion del volumen eritrocitario (ADEBessman et al 1983posteriormente, varias formulas

han sido propuestas para discriminar entre anemias de diferentes etiologiargsasrhan sido

los trabajos publicados a fin de establecer su equivalencia o superioridadoresgepoder
discriminatorio de los tradicionales indices hematimétrii®ignara y Mohandas 2013kl

objetivo de la estrategia es poder definir los estudios especificos pareapid etiologia de la

anemia y detectar aun los casos asintomaticos. Por ejemplo, aplicado al diagnéstiociadiféze

ESH, la determinacién del porcentaje de eritrocitos hipercromicos, definidos commsaqueél

poseen una concentracion de hemoglobina corpuscular mayor a 410 g/L, muestra ser de gr
utilidad como prueba de tamizaje, incluso en los casos (Paset al 1989) Sin embargo, este

indice presenta la limitacion de no estar ampliamente disponible ya que seerameéeel
hemograma sea efectuado en modernos analizadores. Ademds, debe tenerse en cuenta que las
determinaciones de hemoglobina, recuento de eritrocitos y HCM son coincidemedosnt

diferentes equipos pero no asi el VCM y la CH@uttarello y Plebani 2008)

Valor medio

- e Coeficiente de Variacion
Indice hematimétrico

Distribucion

Volumen VCM _ ADEORDW
Amplitud de distribucion eritrocitaria

celular Volumen corpuscular medio Red cell distribution width
Masa de HCM CHDW
hemoglobina Hemoglobina corpuscular media| Cell haemoglobin distribution witi
CHCM

Concentracion
de hemoglobing

HDW

Concentracion de hemoglobina Haemoglobin distribution width

corpuscular media

Tabla II-1: Distribuciones evaluadas por los analizadores automatizetimdea. Los indices hematimétricos pueden
obtenerse por calculo a partir de las determinaciones de hematocriioglbieina y recuento eritrocitario. Los
coeficientes de variacion sélo pueden obtenerse a partir de los histogramssaralientes. Las distribuciones de masa y
concentraciéon de hemoglobina son proporcionadas por un numetadb de analizadores capaces de efectuar la
determinacion en cada célula individual.

Tesis Doctoral Pag57 de 167 Renée Leonor Crisp



RESULTADOS y DISCUSIONJEE

Numerosos trabajos intentan establecer pautas a partir del hemograma y lopamdidesestimar

u orientar el diagnostico hacia la E$Phti et al 1989, Da Costa et al 2001, Danise et al 2001,
Broséus et al 2010y ademas, una vez arribado el diagnoéstico, construir indices marcadores de
severidad para la ESfRocha et al 2011)

En este capitulo se describen los valores hematimétricos de las muestras Dletendestro
hospital, evaluando los resultados de los pacientes clasificados por su severidadaQebkidms
indices no son extrapolables entre diferentes equiBastarello y Plebani 20083e obtienen-con

los valores propioes los cocientes predictores de severidad propuestos por Rocha y colaboradores.

Valores hematimétricos

Se realiz6 el hemograma de las muestras correspondientes a los controles ndoaglesigntes
utilizando el equipo Wiener Lab Counter 19. Los valores de los indices hematimétriaos fuer

corroborados con la observacién del frotis correspondiente. En ldlt@bke detallan los valores

obtenidos.
Controles ESH
Normales esplene'::lt%mizados Esplenectomizados| Portadores sanos

Hematocrito (%)

X = DE 42,2+ 3,5 30,6+7,1 419+ 4,1 40,8+ 5,8

Mediana 42,1 30,0 41,3 40,9
Hemoglobina(g/dL)

X + DE 14,2+1,2 11,0+ 2,6 14,4+ 1,2 13,5+1,8

Mediana 14,2 10,7 14,3 13,2
Eritrocitos (x10'/L)

X = DE 4,72+ 0,42 3,85+ 0,71 4,68+ 0,41 4,55+ 0,77

Mediana 4,70 3,86 4,60 4,31
VCM (fL)

X + DE 89,7+ 4,8 83,1+ 7,6 89,1+ 4,6 90,2+ 7,1

Mediana 89,3 83,5 87,5 89,7
ADE (%)

X + DE 13,7+ 0,8 18,1+ 3,7 14,0+ 1,7 13,5+ 0,8

Mediana 13,6 17,9 13,8 13,5
HCM (pg)

X + DE 30,0+£1,9 28,5+ 29 30,7+ 1,4 29,9+ 2,9

Mediana 30,1 28,9 30,7 29,9
CHCM (g/dL)

X + DE 33,6+1,1 34,4+ 1,7 34,6+1,5 33,1+ 1,4

Mediana 33,6 34,4 34,8 32,9

Tablall-2. Hemograma: valores correspondientes a la serie roja de los controles normalesighbagpa
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Los pacientes presentan una marcada anemia, con un VCM menor acompafado de una marcada
anisocitosis evidenciada por una elevada ADE, presentando todos los parametros diferencias
significativas respecto de los valores obtenidos para los controles normalés(@0%). En los
pacientes esplenectomizados se evidencia la normalizacion del hematocrito, hemogi®né re

de eritrocitos, VCM y ADE (CN vs esplenectomizad®s> 0,05), permaneciendo elevada la
CHCM (P < 0,0001). Los valores hematimétricos obtenidos en los portadores sanos no difieren
significativamente de los determinados para los controles norriRae,(05).

Valores hematimétricos y su relacion con la severidad

En la tablall-3 se visualizan los valores eritrocitarios para los pacientes no esplezaciosnal
momento del estudio, clasificados por severidad. La severidad al momentagiebstico se
establecio en funcién de la concentracion de hemoglobina de acuerdo a los critttargadey
colaboradore¢Mariani et al 2008) Por este motivo se observa una clara diferencia en los valores
de hematocrito, hemoglobina y recuento de eritrocitos entre los diferentes grupos. Sio ciobarg
valores de los indices hematimétricos y el ADE no logran diferenciar a todasolpsipos entre si

(tablasll-3, figurall-1) de manera que no puede estimarse la severidad en funcion de ellos.

ESH no esplenectomizados
Leves Moderados Severos

Hematocrito (%)

X + DE 35,6+5,0 27,1+ 1.8 21,2+ 3,6

Mediana 35,0 27,0 22,1
Hemoglobina(g/dL)

X + DE 12,6+1,7 9,3+ 0,7 72+1,4

Mediana 12,2 9,4 7,7
Eritrocitos (x10'L)

X + DE 4,23+ 0,56 3,49+ 0,41 2,85+ 0,29

Mediana 4,08 3,41 2,77
VCM (fL)

X + DE 86,0+ 6,4 79,0+ 7,7 79,1+ 7.1

Mediana 86,0 79,3 80,9
ADE (%)

X + DE 17,1+ 3,5 19,6+ 3,1 20,0+ 4,7

Mediana 15,9 19,2 18,1
HCM (pg)

X + DE 29,8+£2.2 27,0+ 2,9 26,4+ 3,0

Mediana 29,4 27,3 26,0
CHCM (g/dL)

X + DE 34,8+£1,6 34,2+ 1,6 33,4+ 24

Mediana 34,5 34,3 32,7
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Variable Leve Moderada Severa P valor K-W
Hematocrito C B A < 0,0001
Hemoglobina C B A < 0,0001
Rto GRojos C B A < 0,0001
VCM B A A 0,0006
ADE A B AB 0,0069
HCM B A A 0,0001
CHCM A A A 0,1709

Tabla 1I-3 Arriba: valores hematimétricos presentados por los pacientes no espleéradtsn clasificados por su
severidad al momento del estudio. Abajo: andlisis mediante la ptedkauskal Wallis Los indices hematimétricoon
permiten diferenciar completamente los tres grupos de severidad clinica.sGrapoletra en comdn no son
significativamente diferentes.

Observacion de los frotis

Todos los pacientes a los cuales se les asigné el diagnostico de ESH presentamtogess el

frotis. EI nimero promedio de esferocitos por campo con aumento 100x fue mayor en lisgpacie
esplenectomizados (10,7; rango 2-50). Las ESH leves presentaron el valor proaetajar(6,9;

rango 1-22), mientras que en las moderadas (9,6; rango 1-40) y severas (8,6; rango 1-30) se hallaron
valores intermedios. La ausencia de secuestro esplénico justifica el mayor nénesferdcitos
circulantes en los pacientes esplenectomizados. Frecuentemente se visualizaron ®sferocito
espiculados. La presencia de eritrocitos con forma de hongo se constat® enléR4 de los frotis
—incluso en los PSpero en ninguno de los pacientes esplenectomizados. La poiquilocitosis fue
poco frecuente ya que se observé en menos del 5% de los frotis. La presencia de diamos#éos sol
constat6 en casos en los que existia otra patologia asociada.

La visualizacion de policromasia fue una constante en todos los subgrupos exceppaeiehbss
esplenectomizados, en los que la observacion fue poco frecuente. Este hecho es pspdaable
normalizacion de los valores de hemoglobina con la subsecuente reduccién en la produccién
reticulocitaria. Se observd hipocromia en el 10 - 15% de ESH moderadas y seretas S que
presentaron anemia carencial.

En el 20% de los frotis se hall6 punteado baséiidlependientemente de la severidgdsolo en

el 9% de los pacientes esplenectomizados.
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Figura 1l-1. Box-plots que muestran la distribucion de los valbersatimétricos presentados por los pacientes al
momento del estudio. El grado de severidad en los pacienteslaneespmizados es asignado en funcion del nivel de
hemoglobina al momento del estudio de acuerdo a los criteriosriEnMacolaboradore@Mariani et al 2008)
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Recientemente, Rocha y colaboradores han propuesto la construccién de indices pardapredeci

severidad en la ESHRocha et al 2011)En el célculo utilizan parAmetros cuyos resultados pueden

no coincidir entre los diferentes equipos y por lo tanto los valores de cortebem der

extrapoladogButtarello y Plebani 2008 Dado que los hemogramas fueron realizados en un equipo

diferente, se calcularon estos indiceslamoblacion en estudio (tabla 1}-4on el objetivo de

verificar la utilidad de los mismos.

Controles ESH
Normales . . Esplenectomizados| Portadores sanos
esplenectomizados
Hb / ADE
X + DE 1,04+ 0,11 0,64+ 0,23 1,04+ 0,14 1,00+ 0,13
Mediana 1,04 0,56 1,06 1,00
Hb / CHCM
X + DE 0,42+ 0,03 0,32+ 0,07 0,42+ 0,04 0,41+ 0,06
Mediana 0,42 0,31 0,41 0,41
CHCM / ADE
X + DE 2,46+ 0,17 1,97+ 0,41 2,49+ 0,26 2,46+ 0,20
Mediana 2,48 1,92 2,55 2,47
Indice CN ESH Esplenect PS P valor K-W
Hb / ADE A B A A < 0,0001
Hb / CHCM A B A A < 0,0001
CHCM /ADE A B A A < 0,0001

Tablall-4: Indices propuestos por Rocha y colaboraddxgtha: valores obtenidos en la poblacidn del presente estudio.

Abajo: analisis de los resultados mediante la

significativamente diferentes.

prueba de Kruskal WalliposGron letra en comdn no son

En primer lugar se analiz6 si los indices propuestos por Rocha y colaboradorésmpelistinguir

en los individuos estudiados a los pacientes con ESH. En este analisis, fueron analizados por

separado los individuos portadores sanos y los pacientes esplenectomizados ya que en ambos casos

los parametros hematimétricos no son significativamente diferentes a los gutesepor los

controles normales (ver valores hematimétricos, thk?adel presente capitulo). En lgudrall-2

puede observarse que los indices arrojan valores mas bajos para los pacientes caicaidgnoés

ESH no esplenectomizados permitiendo diferenciar este subgrupo. Los valores obtenidms para |
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pacientes esplenectomizados y portadores sanos no difieren significativamente denio®ob

para los controles normales (tabla 11-4)
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Figura 11-2: Box-plot de los Indices propuestos por Rocha y coldbora. Para la poblacion en estudio. CN, controles
normales; ESH, pacientes no esplenectomizados, PS, portadores sanos; Esatéstets gsplenectomizados.

Habiendo establecido que los indices propuestos por Rocha y colaboradores son signéitativam
diferentes para los pacientes no esplenectomizados, se decidié evaluar estos indigesientes
clasificados por su severidad al momento del estudio (tabla 11-5). El analisistestaduestra que

los pacientes con anemia leve presentan indices significativamente superioredeaniagor
severidad. Los indices no son diferentes en pacientes clasificados como moderados oa@aeros (t
1-5).
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ESH no esplenectomizados
Leves Moderados Severos
Hb / ADE
X + DE 0,77+ 0,22 0,49+ 0,08 0,39+ 0,09
Mediana 0,75 0,48 0,40
Hb / CHCM
X + DE 0,36+ 0,05 0,27+ 0,02 0,22+ 0,02
Mediana 0,35 0,27 0,23
CHCM / ADE
X + DE 2,11+ 0,41 1,80+ 0,34 1,74+ 0,35
Mediana 2,15 1,75 1,72
Indice LEVES MODERADOS SEVEROS P valor K-W
Hb / ADE B A A < 0,0001
Hb / CHCM B A A < 00,0001
CHCM /ADE B A A 0,0038

Tabla 1I-5 Indices propuestos por Rocha y colaboradores y su relacion coretaladv Arriba: valores obtenidos en la
poblacion de pacientes no esplenectomizados en estudio clasificades pewveridad de acuerdo con Mariani y
colaboradores. Abajo: analisis de los resultados mediante la prukbaskial Wallis. Grupos con letra en comdn no son
significativamente diferentes.

El mayor dilema a resolver consiste en poder diferenciar la ESH de otras anemddgicas. Si

los indices pudieran colaborar en esta clasificacion podria establecerse una secemunia a@hra
proceder a los estudios confirmatoriod deagnéstico. Con este objetivo fueron evaluados los
pacientes estudiados con diagnostico presuntivo de ESH en los cuales se arrib6 a uncdiagnosti
diferente (ver figura I-4: distribucién de diagndsticos realizados en pexignfamiliares). El
analisis estadistico permite establecer que de los tres indices construidos por yRocha
colaboradores, solo el indice CHCM/ADE presenta diferencias significativasaanstedgrupos de
pacientes anémicos (tabla II-6). Sin embargo, los pardmetros individii@&s y ADE presentan
mayor poder discriminatorio que el indice compuesto (tabla). llkbs demas indices
hematimétricos (VCM y HCM) no muestran diferencias significativas entrergasi con ESH y

los pacientes con anemia hemolitica no esferocitica (P > 0,05).
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Anemias Anemias P valor
Hemoliticas no ESH no Prueba de Wilcoxon
esferociticas esplenectomizadas

Hb / ADE
X + DE 0,70+ 0,18 0,64+ 0,23 0,1621
Mediana 0,68 0,56

Hb / CHCM
X + DE 0,32+ 0,05 0,32+ 0,07 0,7294
Mediana 0,32 0,31

CHCM / ADE
X + DE 2,16+ 0,27 1,97+ 0,41 0,0444
Mediana 2,16 1,92

Tablall-6: Indices propuestos por Rocha y colaboradores analizados pamaetagms hemoliticas esferociticas y no
esferociticas.

CHCM ADE CHCM /ADE
100 _: H R L — 8 100 _: . v . LA R L H H : 100 _:...J... - PR R L H
an wf wh
&0 80 B e S S RO
70 ok 1| O EORL I LS (R P LG
8 @ B sa B 60 [ ondeae st
5 @ 5 sf 3 @
5o 5 a0 5 wf
30 wf af
ank 2f o Pl
m: 10 8- AUC =0,747 || 10 £
0 10 20 30 40 50 60 70 B0 90 100 D 10 20 30 40 50 60 70 50 90 100 D 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
100-Especificidad 100-E specificidad 100-Especificidad
Curva ROC Area DE Criterio para ESH Especificidad Sensibilidad
CHCM 0,7466  0,0656 >33 80,8 64,2
ADE 0,7469  0,0543 > 17 95,0 57,5
CHCM /ADE 0,6476  0,0592 < 1,956 85,0 56,2

Tabla II-7. Utilidad de los parametros individuale€HCM y ADE- y el indice compuesto CHCM/ADE para discriminar
la ESH de las anemias hemoliticas no esferociticas n@sf). Arriba: curvas ROC obtenidas con los parametros

determinados en pacientes ESH (n=73) y pacientes con AH-no esf (nb2af). tabla de los parametros que caracterizan
a las curvas ROC.
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Discusion

Dos de los indices hematimétricos (VCM y HCM) y la ADE han permitido discriniosar
pacientes anémicos con diagnéstico de ESH de los individuos sin anemia (controles nlmsnales,
portadores sanos y los pacientes esplenectomizados, tabla 1I-2), aunque no pegréteciatilas

anemias hemoliticas entre si. Tampoco permiten diferenciar en forma acabada a ltesasidn

segun su grado de severidad (tabla II-3).

Establecer la severidad en los pacientes con ESH permite direccionar el tratamiento, dado que
esplenectomia es mandatoria en los casos mas séBetmn-Maggs et al 2004, Bolton-Maggs et

al 2012, Grace y Lux 2009, Rapetti et al 2005, Donato et al 2@B4severidad de la patologia
involucra una mayor pérdida de membrana, en consecuencia se increlmemacentracion de
hemoglobina corpuscular. La progresiva pérdida de membrana genera esferocitos rigid
susceptibles a un mayor secuestro esplénico que conlleva el descenso pronunciado del hematocrito
y la hemoglobinemia. La produccién de reticulocitos por la respuesta eritropoyética gener
anisocitosis incrementando el ADE, en forma méas pronunciada en los casos mas severos. De esta
forma, los indices construidos por Rocha y colaboradores entre variables que seamediifi

sentido opuestela Hb disminuye y la CHCM y ADE se incrementapodrian ser mas sensibles

para discriminar los pacientes de acuerdo al grado de severidad. En los pacientds &S

estudio, el andlisis de los indices muestra una disminucién progresiva con idaseftablall -5).

Sin embargo, erl grupo de pacientes en estudio no esplenectomizados, los indices s6lo permiten
discriminar a las ESH leves (tablla5) de los casos mas severos. Esta conclusion difiere de la
obtenida por Rocha y colaboradores quienes encuentran valores de los indices sigmifinsdiv
diferentes para los tres subgrup@®cha et al 2011)La discrepancia podria ser atribuida al
namero de pacientes evaluados, ya que en el estudio de Rocha y colaboradores el nimero de
pacientes moderados y severos involucrados es levemente superior al del presente estudio
(moderados: 27 vs 21; severos 6 vs 4). Sin embargo, no puede descartarse la influeifeiardel d
autoanalizador utilizado en este estudio (Sysmex Wiener Counter 19) en cuanto @sginpe
determinar la CHCM.

Es interesante resaltar que con la esplenectomia se logran normalizar todos los ialdices
hematimétricos a excepcion de la CHCM. De manera que, no sélo la pérdida sucesiva de la
membrana intervendria en generar un aumento de la CHCM. Recientemente se ha postulado que e
gen TAF3 esta asociado a los niveles de CHCM y se lo requiere para la tradscrietigen

SPTAL que codifica la-Sp (Pistis et al 2013)Los niveles de CHCM genéticamente determisado

explicarian la ausencia de normalizacién de este parametro al eliminar el bazo.
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En funcion de los datos obtenidos, se puede concluir que los parametros obtenidos en el hemograma
son buenos marcadores de la patologia ya que los pacientes no esplenectomizados presentan valores
significativamente diferentes de los controles normales. Ademas, frente a un cuadro @ anemi
hemolitica, un valor de ADE > 17 y un valor de CHCM > 33 son orientativ&Sée(tabla 11-7).

La construccion de cocientes a partir de las determinaciones del hemograma efaddinrilada.

La esplenectomia logra normalizar los valores a excepcion del CHCM.
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CAPITULO llI: Evaluacién de la aplicabilidad de las técnicas diagnésticas

Fragilidad Osmética Eritrocitaria (FOE)

La FOE junto con la autohemdlisis son las pruebas diagnésticas mas antlaaasten la ESH.
Tradicionalmente se grafica el porcentaje de hemdlisis en funcion de la conéantadlaCl
(figura IlI-1: gréfico convencional). Sin embargo algunos trabajos publicados en lagprimitad

del siglo pasadg@Suess et al 1948, Ponder 1948jizan graficos basados en el incremento de la
hemodlisis (figura IlI-1: grafico no convencional). En funciéon de esto se dealiz estudio
retrospectivo de curvas de fragiliddd pacientes y controles normales. Los resultados permitieron
observar que se visualizan en forma mas eficiente las alteraciones utilizamgpéfi¢a no
tradicional(Crisp et al 2007)En la confeccién de todos los informes realizados durante el presente
estudio se utilizaron ambos tipos de gréaficos (figura IlI-1). La inicidtieabien recibida por el

personal médico a cargo de los pacientes ya que les facilité la interpretacion de los resultados.

Gréfico convencional Grafico no convencional
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Figura lll-1: Diferentes formas de graficar la FOE. Convencionalrafiecg el porcentaje de hemdlisis en funcion de la
concentracion deNaCl. No convencional: se grafica el incremento del porcentaje de lse&snéh funciéon de la
concentracién dslaCl.

Criohemélisis Hipertonica (CH)

El mecanismo de la lisis hiperténica en la ESH no ha sido dilucidado pero se postula geete! def
cuali/cuantitativo de las proteinas de membrana seria responsable de la faliatidelgd del
eritrocito ante los cambios bruscos de la temperatura en dicho medio.

Para investigar este medamo, se procedid a “visualizar” los cambios morfologicos que

experimentan durante la prueba los eritrocitos ESH con respecto a los normales, empleando
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microscopia electrénica de barrido y evaluandolos a diferentes tiempos. En la primedariaste

la incubacion en el medio hiperténico a 32, los eritrocitos de los controles normakes
deshidratan generando estructuras aplanadas y espiculadas. En los pacientes se observa que la
células mas grandes no adquieren dicha morfologia, sino que se contraen en formadrkagnlar
permanecen con forma esférica (figura 1l1I-2). Ademas puede observarse qusfelaites
pequefios presentan bordes irregulares, probablemente por la pérdida de membrana o been debido

una lisis prematura durante la prueba (figura I11-3)

Qe / B2
o &

o N

1657 18.0kV »2500 5Spm »-

1652 18.0kV x2500 Spm »

Figura 1ll-2: Microscopia electronica de barrido. Durante la prueba de criohemdlidimmseon alicuotas de las
suspensiones a los 10 min de la incubacién en el medio hipertdB®&. Arriba: eritrocitos dein pacientelLas flechas
sefialan los bordes irregulares que presentan los esferocitos (verAbajo) eritrocitos de un control normal.
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1815 15.0kV x2100 Spm ——— 1814 15.0kV x10000 1pm r——

Figuralll-3: Microscopia electronica de barrido. Eritrocitos de un paciente a lognl@e la incubacion en el medio
hiperténico a 37C. A la izquierda: esferocitos con diferentes grados de deformaciénDérecha: Se observa a mayor
aumento el esferocito que ha sufrido la ruptura de su membrana.

Una vez completada la incubacion a°87 la suspension se traspasa a un bafio de hielo. &n est
condiciones los eritrocitos normales mantienen la morfologia adquirida duranteubadidn
previa, mientras que los esferocitos ahora muestran el hundimiento de algunos seclares de

membrana (figura 1l1-4).

2

S

1818 15.0kV x5000 2pm —— 1804 15.0kV x10000 1pm ——

1808 15.0kV x5000 2pm +——— 1806 15.0kV x10000 1pm ——

Figuralll-4: Microscopia electronica de barrido de los eritrocitos de un pagiemecontrol normal suspendidos en
medio hipertdnico a los 5 min del traspaso &0 En las imagenes superiores se observa la escasa plasticidad del
esferocito que contrasta con la alta deformacion del eritrocito normal z&l@kn las imagenes inferiores.
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De acuerdo a las imagenes observadas, podemos concluir que en la prueba de crioleemdlisis
deshidratacion de los eritrocitos normales en el medio hipertonico, lleva al aplanateidato

célula, con formacion de pequefias y numerosas proyecciones o espiculas y que este proceso no se
ve afectado por el enfriamiento. Por el contrario, los esferocitos presentariaayoraesistencia

a perder su forma esférica en las primeras etapas de la prueba, pero en la ag8hide
enfriamiento se producen depresiones o aplastamientos que generan una imagen similarea la de u
“pelota rigida desinflada”. En la figura Ill5 se compara la morfologia de los eritrocitos en su propio
plasma con la obtenida durante la etapa de enfriamiento en la prueba de criohemdlidisdaipert

para un paciente y un control normal.

1659 18.0kV x3700 2

1667 18.0kV x2100 Spm » 1

Figura Il -5: Microscopia electronica de barrido. Las imagenes de la parte superespomden a un paciente con
diagndstico de ESH. Las imagenes inferiores a un control normal procgsadtaneamente. A la izquierda muestras en
su propio plasma, a la derecha las muestras incubadas en el medimicipérEgo de 5 minutos del traspaso°€0 Las
flechas sefialan al esferocito.

Se ha sugerido que durante el enfriamiento los lipidos de la bicapa sufren una transforehacion d

estado fluido a gglGreen y Jung 1977Estudios posteriores atribuyen la hemdlisis hipertonica en
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estas condiciones a la imposibilidad del acomodamiento mecanico de la bicapa podraltierei
estructura proteica de la membraf@ubbelman et al 1979)La disminucion de la relacién
superficie/volumen no seria determinante de la hemdlisis sino la integridad de dfsagroe la
membrana. Este concepto se refuerza con la observacion de que los esferocitos obtenidos
artificialmente por métodos quimicos o fisicos, si bien son fragiles, muested@smormales para

la criohemdlisi(Streichman et al 1990FI| analisis de las imagenes obtenidas por MEB permit
constatar el diferente comportamiento de la membrana de los esferocitos de lospeespeicto

de la de los controles sugiriendo que la prueba podia ser considerada potencialmente espacifica

el diagnostico de ESH.

Al realizarla prueba de CH sistematicamente se observd que los valores obtenidos en individuos
normales y pacientes no eran coincidentes con los reportados en la literatura. Debidoea esto s
analizaron los datos de los primeros 18 pacientes estudiados mediante el empleasiROC vy

se validaron con los subsiguientes pacientes y controles incorporados al pr@edolgré validar

los resultados ya que se obtuvo el mismo valor de corte, sensibilidad y eslaecgiendo grupos

independientes (tabla 1ll-1).

CRIOHEMOLISIS Analisis primer corte Validacion
N° Controles Normales 103 115
N° de Pacientes 18 31
Valor de corte 2,8% 2,8 %
Sensibilidad 78 % 77 %
Especificidad 96 % 95 %

Tablalll-1: Criohemdlisis Hipertonica. El analisis mediante curvas ROC permite estableedorefler corte en 298
dado que fue validado mediante dos series independientes de comtrolakes y de pacientes.

Cabe mencionar que StreichmgnGescheidt reportaron como rango normal 3 - 15% siendo
indicativo de ESH valores > 20% de lisis. Sin embargo Roper y Lagimsejan determinar los
valores de referencia en cada laboratorio ya que encontraron, en su practica pgusotal,
mayoria de las muestras normales arrojaban valores inferiores(Bdg#r y Layton 2011Esta

observacién es coincidente con los resultados aqui presentados.
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Estandarizacion del analisis de proteinas de membrana

El analisis de las proteinas de la membrana del eritrocito constituye una prueltablegiara el
diagnéstico de ESH ya que permite determinar cual es la proteina deficiente. Sin embargo exist
una gran variabilidad en los métodos para la preparacion y evaluaciéon de la SDM¢ASEEN y
Avvisati 2008) De manera que debieron determinarse las condiciones Optimas para reslizar lo
desarrollos electroforéticos y establecer la metodologia para la cuantificacion.

Las variables analizadas en diferentes desarrollos electr6foréticos fuenmentracion del gel
separador, masa de proteina a ser sembrada por calle, intensidad de corriente pan®liEl des
electroforético, reproducibilidad en la obtencion de membranas y reprdidiacbiintra e
interensayo para la cuantificacion de las bandas.

Se utilizaron diferentes geles con T % (concentracion de acrilamida + bisat@a)la® 10%, 8%

7% para el gel separador manteniendo una concentracion de 4% para el gel conc&hffato
6ptimo fue establecido en 8% ya que una concentracion menor de monémeros no mastré may
resolucion para las bandas de interés y generaba un gel de dificil manejo y una concentracién mayor
no permitia la resolucién de las bandas de espectrina.

Para establecer la masa proteica a analizar se sembré un gel con diferentes masas en cada calle (15
40 ng de proteina por calle). Cantidades entre 15 yugOmostraron ser Optimas para la
visualizacion y analisis de las bandas.

Las condiciones eléctricas fueron descriptas en Materiales y Métodos. Pequefigangaride

estas condiciones no alteran los resultados pero no debe superarse el voltaje maximo de 250 V.

La reproducibilidad intra-ensayo se establecié sembrando diferentes calles casrmaarestra

y cuantificando las proteinas de interés. Se observa que el coeficiente de varidgdal es
inferior a 6% para todas las bandas de interés (tabla I1I-2).

Gel 1 | Callel | Calle2 | Calle3 | Cdle4 | Calle5

Banda| (%) | (%) | (%) | (%) | (%) Prom DE | CV(%)
a-Sp 24,93| 25,38| 25,05| 25,43 24,77 a-Sp 25,11 0,29 1,1
B-Sp 22,03| 21,53| 21,17 21,82| 21,06 B-Sp 21,52 0,41 1,9
Ank 7,89 7,98 7,78 8,94 7,97 Ank 8,11 0,47 5,8
B3 30,70 31,19| 31,84| 30,61| 32,93 B3 31,45| 0,96 3,0
4.1 8,54 7,67 7,94 7,44 7,37 4.1 7,79 0,47 6,1
4.2 5,92 6,26 6,23 5,76 5,91 4.2 6,02 0,22 3,6
Suma 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0
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Gel 2 | Callel | Calle2 | Calle3 | Calle4 | Calle5 | Calle6

Banda| (%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%) Prom DE | CV(%)
a-Sp 28,19| 28,41| 27,68| 26,92| 26,58| 25,74 o-Sp 27,25 1,03 3,8
B-Sp 22,21 21,93| 22,38| 22,71| 22,03| 21,60 B-Sp 22,14 0,38 1,7
Ank 8,25 8,25 8,52 8,95 8,78 8,95 Ank 8,62 0,32 3,8
B3 26,93| 27,64| 27,72 27,56| 28,22| 29,07 B3 27,86 0,72 2,6
4.1 7,90 7,55 7,75 7,69 7,67 8,46 4.1 7,84 0,33 4,2
4.2 6,52 6,23 5,95 6,18 6,72 6,18 4.2 6,30 0,28 4.4
Suma 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0| 100,0

Gel 3 | Callel | Calle2 | Calle3 | Calle4

Banda| (%) | (%) | (%) | (%) Prom DE | CV(%)
o-Sp 23,03| 23,01| 23,19| 23,00 a-Sp 23,06 0,09 0,4
B-Sp 18,86| 19,34| 19,27 19,04 B-Sp 19,13 0,22 1,1
Ank 6,81 6,99 7,03 7,03 Ank 6,97 0,11 1,5
B3 32,18| 32,33| 31,78| 32,07 B3 32,09 0,23 0,7
4.1 9,59 9,00 9,63 9,29 4.1 9,38 0,29 3,1
4.2 9,53 9,32 9,09 9,56 4.2 9,38 0,22 2,3

Suma | 100,0 | 100,0 | 100,0 | 100,0

Tabla 1ll-2 Reproducibilidad intra-ensayo. Se establecié sembrando difercites en un mismo gel con una misma
muestra y cuantificando las proteinas de interés. Se observa queogteetle variacion es igual o inferior al 6% para
todas las bandas de interés.

En la evaluacion de la reproducibilidad de los geles analizados en diferentes sesays®Erva que
la variabilidad inter-ensayo se ve incrementada superando en todos los césgsadt@&nzando en

algunos casos valores muy elevados (tabla 111-3).
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Valor Promedio (%)

Banda| GEL1 GEL 2 GEL 3 Prom DE CcVv

a-Sp 25,11 27,25 23,06 a-Sp 25,14 1,71 6,81
B-Sp 21,52 22,14 19,13 B-Sp 20,93 1,30 6,21
Ank 8,11 8,62 6,97 Ank 7,90 0,69 8,73
B3 31,45 27,86 32,09 B3 30,47 1,86 6,12
4.1 7,79 7,84 9,38 4.1 8,33 0,74 8,84
4.2 6,02 6,30 9,38 4.2 7,23 1,52| 21,05

Tabla 111-3: Reproducibilidad inter-ensayo. Se muestra el valor promediasdeuantificacion de las fracciones proteicas
obtenidas en diferentes geles para una misma muestra. La variabiljgeid en todos los casos el,%#tanzando en
algunos casos valores muy elevados

En base a estos resultados se decide que la cuantificacion de las proteinas de nuwbblana
realizarse en un mismo gel, comparando los resultados obtenidos para el individwaliencest
los obtenidos para diferentes controles normales (atentos a la variabilidad idgdisetyian lo

expuesto precedentemente en la descripcion de la técnica (ver Materiales y Métodos).

Estandarizacion de la citometria de flujo con 5’eosina maleimida

La prueba diagnéstica se basa en la unién del reactivo fluorescente a proteinas déerémanem
eritrocitaria (figuralll-6). Debido a que es de reciente utilizaciéon, no hay uniformidad en el
tratamiento de los resultados. Varios autd&sya et al 2006, Won 2010, Golafshan et al 2014)
utilizan la intensidad de la fluorescencia media (IFM) en valores absolutos mieméragros
(Girodon et al 2008, Bianchi et al 201&yaltuan la disminucién de la intensidad de la fluorescencia

en comparacion al promedio obtenido para 6 controles normales obtenidos y procesados
simultaneamente con la muestra del paciente. Esta Ultima modalidad propuesta pgr King

colaboradore2000)ha sido adoptada en este trabajo.
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Figura Ill-6: Tincién con 5’eosina maleimida visualizada por microscopia de fluoresceitiaeactivo se une
principalmente al residuo Lys430 de la proteina Banda 3 y a las proteinas Rin&&D47 de la membrana eritrocitaria

La intensidad de fluorescencia emitida por los eritrocitos se modifica con laadadédreactivo
utilizada, el tiempo de incubacién y el almacenamiento de la muestra. Debido a esto, se
establecieron los valores de referencia para las condiciones metodolégicas adfmadas
Materiales y Métodose analizaron los datos de los primeros 48 pacientes estudiados mediante el
empleo de curvas ROC obteniendo un valor de corte > 17% (disminucién de la intefesidad
fluorescencia medjacomprendido dentro del rango informagiola literatura internacional (16 -

21%) (tabla 111-4).

5’EMA-CF Analisis por curva ROC
N° Controles Normales 201
N° de Pacientes 48
Valor de corte 17 %
Sensibilidad 69,8 %
Especificidad 96,5 %
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Tabla IlI-4: Citometria de flujo con 5’eosina maleimida. Punto de corte obtenido por andlisis mediante curva ROC.
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Estandarizacion del andlisis de fragilidad osmética por citometria de flujo

A mediados del afio 2009 Won y colaboradores publicaron esta nueva técnica diagndstica que
permite evaluar la fragilidad osmotica eritrocitaria por citometria de flajmediatamente de
conocida, se reprodujo la técnica y se evaludé si podia mejorarse utilizando ltigoseac
tradicionales para el estudio de fragilidasblucion Pepart- (Parpart et al 1947)en lugar de
solucion fisioldgica. La diferencia entre ambas soluciones radica en que en la ptiNa@l se
encuentra disuelto en un sisteméfer proporcionando un medio mas estable. La fragilidad de los
eritrocitos se incrementa marcadamente con la disminucion del pH. El cambio ded@desirde

pH es equivalente a alterar 0,1 g/L la concentracion de la soluciéa(&adiper y Layton 2011)

Considerando que en individuos normales la hemdlisis inicial ocurre a una conéerdesdaCl

0,46 + 0,02%; la hemodlisis total: 0,32 0,02% vy la fragilidad corpuscular media (FCM) se
encuentra comprendida en el rango 0,4@)445%, se procedié a realizar curvas de concentracion
de N&ClI para encontrar la relacion 6ptima para realizar la determinacién por citometriade fluj

Se empled solucion fisiologica estéril (Baxtgrolucion Parpart 0,85% recientemente preparada.
Luego de la adquisicion inicial, utilizando sangre de un control normal, se agregarentes
volumenes de agua a fin de variar la concentracion findNaf& en la cual se determina el
porcentaje de células remanentes de acuerdo a la técnica descripta anterigaivantié-5). De

los resultados se desprende una mayor sensibilidad a la lisis utilizando soluolégide. El
medio amortiguado de la solucion Parpart protegeria a los eritrocitos disminuyedider&aias

en el porcentaje de células remanentigsi@lll -7).

TUBO Slsalina| Agua [NaCl] final Sl Fjsiol Sl Pfirpart
(mL) (mL) (g/dL) % cél Res| % ceél Res

1 2,2 2,0 0,445 9,9 87,4

2 2,2 1,8 0,468 69,7 95,4

3 2,2 1,6 0,492 84,4 98,1

4 2,2 1,3 0,534 97,4 84,2

5 2,2 1,0 0,584 97,4 86,9

Tabla lll-5: FOECF. Evaluacion del porcentaje de células residuales para distintas ttaocicgres finales dé&aCl
obtenidas por dilucién de solucion fisiolégica y solucion Parpart utdizaangre de un control normal.
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Figuralll-7: FOE-CF. Evaluacion del porcentaje de células residuales para distintas corioeegdmales deNaCl
obtenidas por diluciéon de solucién fisiolégica y solucién Parpart. IEmeelio amortiguado de la solucion Parpart
permanence un mayor porcentaje de eritrocitos viables.

Repitiendo el ensayo, utilizando muestras de un control normal y un paciente con idaghgst
ESH se obtuvieron resultados similares (tabla Illiguras1ll-8 y 111-9). Se concluye que el
procedimiento mas sensible corresponde al detallado en la técnica oridimahdai solucién
fisiolégica y una concentracion final de 0,468% MaCl ya que logra proporcionar maxima
diferencia en el porcentaje de células residuales del control normal y el paciente.

Sl Fisiok % cél Res | Sl Parpart% cél Res
Tubo % NaCl

C.normal | Pte ESH| C.normal | Pte ESH
1 0,445 12,1 21,9 91,1 27,8
2 0,468 69,2 18,8 100,0 39,1
3 0,492 82,1 34,9 97,4 56,6
4 0,534 89,2 64,5 87,4 65,9
5 0,584 94,4 87,4 86,2 88,1

Tabla IlI-6: FOECF. Evaluacion del porcentaje de células residuales para distintas traoioeres finales délaCl
obtenidas por dilucién de solucién fisioldgica y solucion Parpart utilzaadgre de un control normal y un paciente con
diagnostico de ESH.
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Figuralll-8: FOE-CF. Evaluacion del porcentaje de células residuales para distint@ntraciones finales déaCl
obtenidas por diluciéon de solucién fisiol6gica. A una concentradital fle NaCl de 0,468% se obtiene la maxima
diferencia en el porcentaje de células residuales para el control nashgalgiente.
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Figuralll-9: FOECF. Evaluacion del porcentaje de células residuales para distintas corioeegdmales deNaCl
obtenidas por dilucion de solucién Parpart. En el medio amortigdadla solucién Parpart permanence un mayor
porcentaje de eritrocitos viables, siendo mas pronunciado el efedtoasrel normal.

Con el propésito de establecer una interpretacion de esta prueba con el método tradecional
evaluar la fragilidad osmética eritrocitaria, se elaboré un ensayo envejeciendo artificialmemte sangr
y mezclandola en diferentes proporciones para obtener poblaciones eritroides en un rango de
fragilidad osmotica. La mitad de la muestra se conservo°@ Ge manera de preservar a los
eritrocitos. La otra mitad se incub6 a8 en bafio de agua durante 24 h. Este proceso ocasiona el
envejecimiento de la poblacién eritroide lo que incluye la pérdida parcial de |dbramam

eritrocitaria aumentando su fragilidad osmética. Luego se obtuvieron suspemsiomeszcla de
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ambas muestras en proporcion 1:3; 1:1 y 3:1, evaludndose la fragilidad de las enepensis y

sus mezclas.

En la evaluacion de la fragilidad osmaética por el método tradicional se observa el incréenkent
poblacién fragil a medida que la muestra posee mayor proporcién de la sangre envejecida. La
gréfica convencionatbasada en el porcentaje de heméliggsidencia un perfil cada vez mas
irregular, mientras que la visualizacion de la mayor proporcion de eritrocitdledrag favorece

con la representacion del incremento de hemolisis (tablaylflguralll -10).

% de Hemilias % de Imcreniento de Hemélisis
% Mafl | IFCA8hs | T9IIC | S0 AT | 258%637C | 0C-a3k: S blall | 3748k [7T83TC |50 ITC | 15%37C | 0C-48hk:s

1,20 [ i 0 1] [T 124 0 ] 1] | fl
035 3 7 5 4 i 085 ] 7 & i [
0,75 12 21 17 ] 1 0,75 8 14 i fi 0
0,65 41 55 L) all ] 0465 29 L) 12 10 1
0,60 59 i 42 4 3 Ik, i) 18 a [ 4 1
054 T2 12 48 7 § 0,55 13 ] [ 3 |
03,50 75 TF ] 31 ] 54 [ 5 3 4 3
45 4 78 53 41 4 43 f ) 1 1 16
0,40 ap a2 i 55 Bifi 0,40 ] 3 L 44 42
n.3% ai 4] EE] 4% 9l 035 ] a i 13 15
0,30 a7 100 59 b 58 0.3 4 9 ] | 3
5,20 Lon 180 [T a4 ET L] ] 1] ] 1] )
010 100 10 114 100 108 010 1] 1 1 | ]
] 100 180 104 100 108 0 0 ] 1] fl i

Tabla 1lI-7: Curvas FOE de muestras preparadas por mezclas de sangeevadas a 0 y 37C en diferentes
proporciones. La muestra conservada @ O0mimetiza eritrocitos normales y frescos. La muestra conservadd@ 3
contiene eritrocitos envejecidos artificialmente que mimetizan a los esferocito

110 = 50
100 ﬁ—_.s 3
a0 ‘ -
so AN
- N2 T, 3
£ 70 ; - 5
% 60 ! X H
£ s L\ 3
2 Y £
40 A s
\ 2 H
30 s
\ \ B
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% NaCl
[ —e—37C-48hs 75%37C  « - 50

Figuralll -10: Graficos correspondientes a las curvas FOE. La muestra consef/&damimetiza eritrocitos normales y
frescos. La muestra conservada a@tontiene eritrocitos envejecidos artificialmente que mimetizan a los esfer&gto
observa el incremento de la poblacién fragil a medida que la mpesta mayor proporcion de la sangre envejecida. La
visualizacion se favorece con la representacion del incrementonddidis.
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Las mismas suspensiones celulares fueron analizadas simultaneamente mediantealalgécn
fragilidad osmética por citometria de flujo. El porcentaje de células resgdvamanentes fue
disminuyendo a medida que las suspensiones incrementaban la proporcion de la poblacion

envejecida (furalll -11).

0°C-48h 25% 37°C 50% 37°C 75% 37°C 37°C-48h

2 ]
g #

Rl

FSG-Ho
FSG-Haight
FEG-Heignt

Troe (20480 2} Tere (20480 sec) Time (20480 sec Time (204,80 sec

56% 46% 33,2% 15,4%

Figuralll-11: Gréficos correspondientes a la determinacion de FOE-CF de las sipespraradas por mezcla de sangre
conservada a 0 y 3T en diferentes proporciones. La muestra conservad&€ arfimetiza eritrocitos normales y frescos.
La muestra conservada a 3C contiene eritrocitos envejecidos artificialmente que mimetizéws sesferocitos. Se

representan los dot-plot FSC vs tiempo y el porcentaje de células residbtdeglo mediante el analisis de los

resultados.

Después de analizar las mismas muestras mediante las dos técnicas, Geelreai@isis de
correlacion para los parametros representativos de ambas técnicas: la fragilidacutarpoedia
(FCM) para la técnica tradicional y el porcentaje de células residualesap@@ica basada en
citometria de flujo. El valor de FCM aumenta a medida que la poblacién efapiésya que
representa la concentracién de una soluciONafd a la cual se produciria la hemolisis del 50% de
la poblacion eritroide. Este pardmetro correlacioné en forma significativa con el peramta

células residuales evaluadas con la nueva metodologia (coeficiente Rho de Spearman ==0,900; P

0,037) (fguralll-12).
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o5 Correlacion: FOE-CF vs FOE Muestra S R

700 100% 0°C-48hs 0,419 ELA|
£ 60,0 AL ITNC + TAVL 0T 0,439 46.10
T osop 50% 37°C + 50% 0°C 0,520 33,2
E 40,0 i : T5% 37°C + 25% °C 0664 5.4
z 00 S 100% 37°C -48hs 0,624 2.8
s 00 .

10,0 S Coeficiente Bho de Speanran = - 0,900

0.0 . . . N |
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Frag.Coxp. Media (FCM)

Figuralll-12: Andlisis de correlacion para la fragilidad osmotica eritrocitari@da mediante las curvas de fragilidad
tradicional y la determinacion mediante citometria de flujo. Las muestras fpeeparadas por mezcla de sangre
conservada a 0 y 3T en diferentes proporciones. La muestra conservad€ arfimetiza eritrocitos normales y frescos.
La muestra conservada a 7 contiene eritrocitos envejecidos artificialmente que mimetizan a los esferocitos.

De acuerdo a los resultados expuestos puede inferirse que la determinacién de FOE-CEnaermite
buena aproximacién de la fragilidad osmotica eritrocitaria evaluada por laatémivencional
siendo de suma importancia para el trabajo en recién nacidos en los cuales esnititpessci

realizar el diagnostico utilizando un minimo de muwestr

Conclusién
Los ensayos descriptos en el presente capitulo permitieron un conocimiento mas profusdo de la

técnicas habitualmente utilizadas y de las mas recientes.

Asi pudo establecerse la utilidad de graficar las curvas FOE mediante eleintratal porcentaje

de hemodlisis que permite una clara visualizacion de las poblaciones fragiess(fl -1 y 111-10).

Se pudo visualizar, mediante microscopia electronica, la falta de plasticidad dsférocitos
sumergidos en el medio hiperténico, fundamento de la prueba diagndstica de criohemdlisis

hipertonica (iguraslll -2 a 111-5).

El andlisis de las proteinas de membrana mediante SDS-PAGE, si bien es una tdizaida uti
desde hace varias décadas, no es realizada en forma estandarizada. Los esizalitus neast
evaluar la variabilidad intra e inter-ensayo (tablas 1lI-2 y Jllgrmitieron establecer las

condiciones Optimas bajo las cuales serian establecidas las deficiencias proteicas.
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Siendo la citometria de flujo con 5’EMA una técnica mas reciente, tampoco se disponia de un
manejo uniforme de los resultados. Se oejtidrtunadamentepor el que hoy en dia se ha impuesto
internacionalmente. La conservacion del reactivo fluorescente fue un aspéctoqeré requirio

realizar la propia experiencia.

Los puntos de corte fueron establecidos mediante el andlisis de curvas ROC pearabas de

criohemolisis hipertonica y citometria de flujo con 5S’EMA.

Respecto a la prueba diagnéstica mas recidf@E-CF- el desafio consistié en intentar mejasarl
introduciendo maodificaciones en la concentracion final de la solucién hipoténica o en su
composicion. Pudo comprobarse que el disefio con la que fue presentada por sus autores era Gptimo.
Luego, mediante muestras generadas artificialmente se evalué su relacién con las curvas de
fragilidad tradicional concluyendo que podria ser de utilidad cuando éstas no pudieran realizarse. La
evaluacién utilizando muestras reales y la determinacién del punto de corte pagmé@steto de

ESH se realiz6 en una etapa posterior en la que esta prueba cobr6 fundampentahcia para el

diagnéstico utilizando sangre capilar (ver capitulo V).
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CAPITULO IV: Diagnéstico con sangre capilar

La expresion clinica de la ESH es heterogénea, abarcando desde formas severas deplendientes
transfusiones a formas silentes con una adecuada compensacion de la hemolisisAtganios.
pacientes, incluso aquéllos que son clasificados como formas leves 0 moderadasailméal edf

pueden presentar un fenotipo severo al nacimiento. Debido a esto es conveniente poder diagnosticar

este subtipo de anemia en neonatos.

El recién nacido y el lactante presentan una problematica especial. En ellos puittzl sgrain
imposible, tomar muestras con la cantidad de sangre necesaria para realizauebas
confirmatorias habituales, ya sea por las dificultades practicas inherentesna ldet la muestra o

por la inconveniencia de extraer grandes volimenes de sangre en nifios pequefios. Ademas, si
presentan hemolisis severa que requiera transfusiones o exsanguineotransfusiones, itmrdalizac

las pruebas confirmatorias debe ser postergada por 2 - 3 meses. En consecudingiaystico
etiologico de la anemia hemolitica puede retardarse semanas o0 meses. De hecho,tetdmalan

los nifios afectados por esta patologia se les realiza el diagnéstico duranteeelafio de vida
(lolascon et al 1997)Ademas no eéh bien definidos los criterios diagnosticos de ESH al

nacimiento(Delhommeau et al 2000)

Es importante destacar que muchos neonatos que requieren transfusiones en el priméadafio de
luego desarrollan una forma compensada de hemodlisis crénica independizandose de las
transfusionesgDelhommeau et al 2000Establecer el diagndstico a temprana edad permitiria

contemplar esta evolucién natural.

Considerando que la obtencién de muestras de sangre capilar es un procedimiento sameilla, y
ausencia de publicaciones previas al respecto, decidimos investigar su utilidadabaaa las

pruebas de laboratorio confirmatorias de ESH en neonatos e infantes.

Las pruebas diagnosticas tradicionalesSutohemolisis y Fragilidad Osmotica Eritrocitaria

requieren un gran volumen de sangre que solo puede obtenerse por puncion venosa.

Las nuevas pruebas diagnésticastometria de flujo con "EMA, criohemdlisis y FOE-CF-
utilizan un volumen pequefio de sangre que puede obtenerse por puncién capilar. Sin embargo, la

pequefia muestra es aspirada de un tubo de hemograma obtenido por puncién venosa.

Previamente al desarrollo del protocolo de diagnéstico para neonatos, se decidio lesaluar

siguientes aspectos:
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1. Investigar la existencia de diferencias entre las mediciones efectuadas en \samupa
anticoagulada con EDTA y en sangre capilar heparinizgattaprueba 5’ EMA-CFy CH.

2. Establecer la utilidad de la FOE-CF en el diagnéstico de ESH dado que la prueba eya de mu
reciente descripcion. Determinar la correlacion entre la nueva prueba diagnostica y la
tradicional curva de fragilidad osmotica.

3. Aplicar el desarrollo de las pruebas con sangre capilar al diagndéstico en infantes.

Para analizar si el anticoagulante y el tipo de muestra tenian efec® msultados de la prueba
5’EMA-CF, seevaluaron 31 pares de muestras (19 controles normales y 12 pacientes con anemia de
distintas etiologias), extraidas por puncion venosa (tubo con EDTA) y capitaotfernatocrito
heparinizado), que se obtuvieron y procesaron simultdneamente. Los parametros hematgeaétrico
presentan en la tabla IV-1. El andlisis de los resultados utilizando la prueba t para detamoapar

y el método grafico de Bland Altman permitié establecer que no habia difereigaidisativas en

los pardmetros obtenidos utilizando sangre venosa o capilar (tablai¢a, fV-1). Por lo tanto se

concluye que la técnica puede realizarse indistintamente con ambos tipos de muestras.

C. Normales (N=19) Anemias (N=12)

Sexo 12F;7M 7F;5M

Rto Grojos x 10%%/ L 4,39+ 0,43 4,16+ 0,93
Hb (g/dL) 13,3+ 1,3 10,5+ 1,8
Hto (%) 39,8+ 3,2 32,5+ 4,7

VCM (%) 91,1+ 5,5 80,0+ 11,3
HCM (pg) 30,4+ 1,9 25,9+ 4,3
CHCM (g/dL) 33,4+ 1,0 32,1+ 1,4
ADE (%) 14,0+ 2,0 16,7+ 3,0

Tabla IV-1: Parametros hematimétricos obtenidos en las muestras venosas sipiizadsl estudio de equivalencia entre
muestras venosas y capilares en la prueb®B-CF.
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IFM (media + DE) CV (media + DE)
Muestra
Total Normales | Anemias Total Normales | Anemias
Venosa| 104,0 + 12,5 105,9 + 14,2| 101,0+9,0 26,2+7,9 23,9+5,7 29,8 +9,7
Capilar 102,4 + 11,6/ 103,1 +13,4| 101,4+83| 26,1+7,4 23,9 6,2 29,6 £8,1
P valor NS NS NS NS NS NS

Tabla IV-2: Resultados obtenidpsra la determinacién de 5’EMA-CF en muestras venosas y capilares. No se encuentran
diferencias significativas en la totalidad de las determinaciones ni enlisisapér subgrupos (controles normales y
pacientes anémicos) IFM: intensidad de fluorescencia media. CV: coeficientarideién de la intensidad de

fluorescencia para 20.000 eventos. NS: no significativo (P > 0,05)
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i1 ] I 0 [ 5 1] (5 ]+] Ly i | 25 3 35 4 45 1]
[ IFM wermnsn = IF M capilar ) 2 | S vanosd + OV cagdar ) 2
IFM ven / IFM cap CV ven / CV cap
Media 1,0167 1,0185
Desvio Estandar 0,06619 0,1831
IC 95% para la media 0,9924- 1,0410 0,9513- 1,0857
Hipdtesis 1 1
Diferencia 0,0167 0,0185
Tamafo de la muestra 31 31
Estadistico t 1,405 0,563
Nivel de significacion 0,1704 0,5779

Figura IV-1: Grafico y analiside Bland y Altman para la determinacion de 5’EMA-CF en muestras venosas y capilares.
No se encuentran diferencias significativas para las determinacionesdesalzan sangre venosa o capilar. IFM

intensidad de fluorescencia media. CV: coeficiente de variacion de la intensifladrdscencia para 20.000 eventos.
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En 22 donantes se determiné la criohemdlisis utilizando sangre capilar. Se obtuaborun v
promedio de 1,48 0,34%, comprendido dentro del valor de referencia establecido utilizando
sangre venosa. Se infiere que el cambio de muestra y del anticoagulante no togsdidares de

referencia establecidos anteriormente.

La prueba diagnéstica FOE-CF fue descripta por Won y Suh en 2009. Debido a que no se disponia
de datos de otro grupo de investigadores que la hubiera adoptado, se decidié cdenptihidad

de este ensayo para discriminar las ESH. Se evaluaron 75 muestras venosas u obtenidas por puncion
capilar de 38 controles normales y 37 pacientes con anemia (25 ESH, 12 no ESH). Ser@ompar

los grupos mediante la prueba de Kruskal-Wallis. La determinacion de la FOE se efeciudeen f
tradicional y por CF en 36 muestras. Se analiz6 la correlacion eri@Haradicional y la FOE-

CF. Se establecio la sensibilidad y especificidad de la nueva prueba mediante curva ROC.

Se logré establecer la utilidad de esta nueva prueba diagndstica ya que los paaief®sl co
mostraron un porcentaje significativamente menor de eritrocitos residuales que lmdegont
normales y las anemias no-ESky(ira IV-2). La FOE tradicional evaluada mediante la fragilidad
corpuscular media y el porcentaje de células residuales por FOE-CF mostrardueamsa
correlacion (coeficiente Rho de Spearman -0,6861, P < 0,d90da 1V-3). Por dltimo, el andlisis
de curva ROC (AUC = 0,912) arroj6 una sensibilidad del 80,0% y una esigecifdel 100% para
un valor de corte de 22,8% de células residuaigsré 1V-4).

B
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Figura IV-2 Porcentaje de eritrocitos residuales evaluados por citometria de dlgoudrdo a la técnica descripta por
Won y Suh. Los resultados son analizados entre los subgrupos Gidléonormales), ESH (esferocitosis hereditaria) y
Anemias no-ESH (anemias de diversas etiologias excluyendo la ESH). La geuéheskal Wallis arroja resultados muy
significativos (P < 0,0001¥5rupos con letra en comun no son significativamente diferentes.
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Figura IV-3: Andlisis de la correlacion entre el porcentaje de eritrocitos residuales egpmdcitometria de flujo de
acuerdo a la técnica descripta por Won y Suh y la fragilidad cadgusoedia de la curva basal FOE. Se observa una
buena correlacion, siendo muy significativa.
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Figura IV-4: Andlisis mediante curva ROC del porcentaje de eritrocitos ressdesaluados por citometria de flujo de
acuerdo a la técnica descripta por Won y Suh.
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Por lo tanto, habiendo establecido que podia utilizarse sangre capilar con igual efieatia
sangre venosa y comprobando la adecuada sensibilidad y especificidad de la FOBi€pense
ahora de tres eficientes pruebas diagnésticas susceptibles a ser reatizadasninimo volumen
de sangre.

Protocolo para el diagnéstico precoz de ESH

Los criterios de inclusion para el protocolo de estudio fueron: a) presentar sigimismyas de

anemia hemolitica; o, b) tener un familiar directo (progenitor o hermano) gmosdiico previo de

ESH. Se defini6 anemia hemolitica como nivel de hemoglobina por debajo del limiterinferi
normal para la edad, asociado a recuento reticulocitario y nivel de bilirrubina poaefeilos

limites superiores normales para la edad. Las muestras de sangre se recolectaron porgitaicion di

o de talén en tubos de microhematocrito heparinizados. Se tomaron 6 tubos por paciente para
realizar todas las pruebas (300 pL). Se realizaron las siguientes pruebas: criohemolisis hipertdnica

(CH), citometria de flujo cod’eosinamaleimida (5’EMA-CF) y fragilidad osmatica eritrocitaria

por citometria de flujo (FOE-CF). Los valores de corte de referencia paragabsiico de ESH
utilizados fueron los siguientes: CH > 28%EMA-CF: disminuciéon de intensidad de
fluorescencia media > 17%; y FOE-CF < 22,8% de células rojas residuales. éodidnd de

sangre periférica fueron examinados independientemente por dos expertos. Todas las pruebas
fueron realizadas dentro de las 24 horas de obtenida la muestra. Los criteriadostiflmra
confirmar el diagnéstico de ESH fueron: a) visualizacién de esferocitos ereedliekt de sangre

periférica; y, b) resultado positivo en por lo menos dos de las pruebas de laboratorio.

Resultados

Se estudiaron 40 nifios, de 2 dias a 7 afios de edad (mediana: 5 meses); 9 de ellos eran menores de 1
mes de vida (tabla IV-3). El 80% de los pacientes presentaban signos y sidoramemia
hemolitica, los restantes fueron estudiados por poseer un familiar diregenipores o hermanos)

con diagnostico de ESH (figura IV-5). Se diagnostic6 ESH en 24 casos: 23 poseian signos y
sintomas de anemia hemolitica y 1 paciente sélo presentaba antecedentes sfapoidigineds

(figura IV-6). LaCH y la 5’EMA-CF se realizaron en todos los nifios, y la FOE-CF en 36 de ellos.

La CH fue positiva en 23 (9604 la S’EMA-CF en 22 (92%) pacientes con ESH, mientras que la
FOE-CF fue positiva en 19 de 22 nifios (86%) con ESH en quienes se realizo la pruedbd\figur

7). El Unico resultado falso positivo se observé en la CH de un neonato con enfermedad hemolitica
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del recién nacido secundaria a incompatibilidad ABO. La mayoria de los pacientes canv&SH t
resultados positivos para todas las pruebas realizadas. Solo 6 de ellos pressukacio mormal
en una de las pruebas: 2 para S’EMA-CF, 1 para CH y 3 para FOE-CF.

5" EMA-CF FOECF N° DE

EDAD Mé)s-,r':'\l/JODE)E % (%/S (% células PRUEBAS DIAGNOSTICO DEFINITIVO
disminucion residuales) | POSITIVAS

9m AHneo 9 4,78 7,9 2/3 ESH

4m AHneo+ AF 29 15,48 NR 2/2 ESH

22m AHneo 20 4,55 9,2 3/3 ESH

21m AHneo + AF 39 10,37 4,0 3/3 ESH

1m AHneo 19 8,45 NR 2/2 ESH

3m AH 29 11,25 7,5 3/3 ESH

20m | AH +AF 49 9,38 42 3/3 ESH

10 m AHneo + AF 48 21,35 5,4 3/3 ESH

4 a AH 0 2,28 62,9 0/3 Anemia hemolitica no esferocitic|

1m AHneo 16 1,90 99,0 0/3 Anemia hemolitica no esferocitic

3m AH + AF 47 | 18,50 5,8 3/3 ESH

14 d AHneo 0 2,80 67,8 0/3 Anemia hemolitica no esferocitic

3a AH + AF 24 1,96 15,7 2/3 ESH

2m AH + AF 25 511 9,8 3/3 ESH

4 m AHneo 5 0,83 NR 0/2 Anemia hemolitica no esferocitic|

18 m AF 11 0,71 NR 0/2 Normal

1m AHneo 16 1,10 84,2 0/3 Anemia hemolitica no esferocitic|

15d AHneo 1 3,47 43,0 1/3 Incompatibilidad ABO

6 a AH 38 17,36 7,1 3/3 ESH

3m AF 15 0,89 32,8 0/3 Normal

6m AHneo 11 1,25 87,8 0/3 Anemia hemolitica no esferocitic|

6m AHneo 11 1,61 94,9 0/3 Anemia hemolitica no esferocitic|

2d AHneo 25 4,15 20,3 3/3 ESH

12m AF 32 5,32 3,6 3/3 ESH

3m AHneo 28 4,31 8,6 3/3 ESH

7a AH 31 14,77 21,3 3/3 ESH

3a AF 5 1,17 100,0 0/3 Normal

2a AH 34 8,42 13,0 3/3 ESH

2a AH 37 5,16 18,7 3/3 ESH

2m AHneo 25 3,67 56,9 2/3 ESH

4 a AH 3 18,52 21,3 2/3 ESH

4m AHneo 1 1,28 95,7 0/3 Incompatibilidad ABO

8m AF 11 1,35 99,9 0/3 Normal

50d AF 7 2,00 80,5 0/3 Normal

8d AHneo 34| 10,26 45,0 2/3 ESH

42 d AHneo + AF 23 3,28 22,7 3/3 ESH

1m AHneo + AF 38 4,17 17,6 3/3 ESH

3a AF 7 1,38 100,0 0/3 Normal

21d AHneo + AF 36 5,88 71,2 2/3 ESH

23m AF 13 1,12 81,9 0/3 Normal

Tabla IV-3: Datos de los pacientes estudiados con sangre capilar. litesdes positivos se indican en italica.
Abreviaturas: AH, anemia hemolitica; AHneo, anemia hemoliticamatah AF, antecedentes familiares; 5"EMA-CF,
citometria de flujo cos’eosinamdeimida; CH, criohemdlisis hiperténica; FOE-CF, fragilidad osmética eritrocitaria po
citometria de flujo; NR, no realizada; ESH, esferocitosis hereditaria.
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Figura IV-5: Distribucién de los motivos del estudio. El estudio alizéeen pacientes con signos y sintomas de anemia
hemolitica y/o por poseer un familiar del niicleo primario con diagndaigidesferocitosis Hereditaria. Abreviaturas: AF,
antecedentes familiares. A + AF, anemia y antecedentes familiares.

Figura IV-6: Distribucion de los diagnésticos definitivos. Se diagnostic6 BESlnepaciente sin anemia pero con
antecedentes familiares positivos y en 23 de los 32 pacientes (72%)epa@taban signos y sintomas de anemia
hemolitica.
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Figura IV-7: Porcentaje de resultados positivos para cada pruebaciemtes con y sin esferocitosis hereditaria. CH,
criohemolisis; 5’EMA-CF, citometria de flujo coid’eosina maleimida; FOE-CF, fragilidad osmotica eritrocitaria por
citometria de flujo.

Discusion

La ictericia neonatal es a menudo la primera manifestacion de ESH, asociandose a anemia en el 50 -
80% de los casa®urman 1958, Schroter y Kashnitz 1983, Grace y Lux 2@(G8pximadamente

el 50% de los pacientes con ESH presentan antecedente de ictericia n&vaatey y Diamond

1957, Burman 1958, Schroter y Kashnitz 1983, Pinto et al 19@5ha observado que el 1% de los
neonatos ictéricos con requerimiento de luminoterapia padegr{Saada et al 2006)a que es
actualmente reconocida como una causa importante de kerni@erasd et al 2006, Sgro et al

2010) Por lo tanto, al evaluar un neonato con anemia hemolitica la ESH es uno de lpalpsnci
diagnésticos diferenciales a tener en consideracion. A pesar deedib postulado recientemente

que la ESH es una causa significativamente subdiagnosticada de hiperbilirrubinemia neonatal
(Christensen y Henry 2010)

Actualmente se dispone de varias pruebas confirmatorias para el diagné&feid.dgin embargo,
ninguna de ellas puede detectar al 100% de los pacigtaassoun y Pak1996, Gallagher 2005,
lolascon y Awvisati 2008, King et al 2Q08ariani et al 2008, Grace y Lux 2009, Bianchi et al
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2012) En consecuencia, el procedimiento habitual es realizar varias de ellas simultéagarent

poder confirmar el diagnéstico. Sin embargo, para realizar todas las pruebas se requiere una muestra
de 8 - 10 mL de sangre. Bolton-Maggs y colaboradaf@sniendan el uso de CH y 5’EMA-CF

como las pruebas méas utiles y mas sencillas de redBadton-Maggs et al 2004 y 2012)
Coincidentemente, en nuestra poblacion, la asociacion de estas dos pruebas muestra la mayor
exactitud para el diagnéstico de ESH (ver capitulo V).

Una vez establecido que no habia diferencias en los resultados obtenidos uti@ayrdacapilar o
venosa y confirmada la utilidad de la prueba FOE-CF, se disponia de tres piagbésticas que

requerian un minimo volumen de sangre.

Los resultados muestran que el uso simultdneo de estas tres pruebas permite confirmar el
diagnoéstico de ESH en el 100% de los casos. La sensibilidad fue de 96% para CH, #2% par
5’EMA-CF y 86% para FOE-CF. Estos resultados son similares a los comunicados con el uso
habitual de sangre veno8&/on y Suh 2009, Warang et al 201H) Unico resultado falso positivo

se vié en un neonato con incompatibilidad ABO, observacion que merece una futurgaones

La facilidad de toma de la muestra y el hecho de poder disponer rapidamente (dentro de las 24 horas
de realizada la extraccion) de los resultados confirmatorios del diagnostico permiterejonmén
adecuado en los pacientes mas pequefios. De hecho, hemos podido realizar diagnostico de certeza
de ESH en un nifio de 2 y en otro de 8 dias de vida. No se han publicado hadia fatréec

estudios relativos al uso de sangre capilar para realizar estas pruebas.

En conclusidn, la utilizacién de sangre capilar demostro ser util para el diagrigs&SH. El uso
de muy pequefios volumenes de sangre permite realizar un diagnéstico etiologmm@aoasen

recién nacidos y lactantes pequefios.
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CAPITULO V: Resultados de las pruebas diagnésticas (poblacion total)

En la actualidad se dispone de varias pruebas confirmatorias para el diagnéstico dedeigHtl D

afio 2007 evaluamos la utilidad de varias de ellas, tanto las clasicas (AH y FOE)asomés
nuevasCH y 5’EMA-CF). A partir de su publicacion, en el afio 2009, incorporamos como estudio
de rutina la técnica de FOEF. Es sabido que ninguna de las pruebas puede detectar el 100% de los
pacientesflassoun et al 1996, lolascon y Avvisati 2008, King et al 2008, Mariani et al 2008, Grace
y Lux 2009, Crisp et al 2011, Bianchi et al 2D12as guias de diagndéstico y tratamiento britanicas
establecen que no es necesario realizar estudios especiales de laboratoricewdispone del
diagnoéstico certero en miembros del grupo familiar primario y presentando el @acient
manifestaciones clinicas y resultados del laboratorio general inequivocos. Cuaretpisee r
asegurar el diagnostico se realizan pruebas de laboratorio especializaddasieadomendadas la
criohemolisis y la citometria de flujo con 5S’EMA por ser mas especificas y sensibles. Soélo
excepcionalmente se requiere la determinacibn de la/s proteina/s déficiemdiante
electroforesis en gel de poliacrilamida con la finalidad de detectar portadoes o en aquellos
casos en que las pruebas habituales arrojen resultados en valorBotiie-Maggs et al, 2004 y
2012. Dichas pruebas de laboratorio especializado no habian sido desarrolladas hasta el presente en

nuestro pais.

Objetivos

Analizar los resultados de las pruebas diagndsticas en la totalidad de pacientes sstudiado
estableciendo la utilidad de las mismas.

Evaluar si las pruebas de mas reciente utilizacion presentstajage sobre las pruebas
tradicionales.

Establecer la frecuencia de las distintas deficiencias deipastde membrana en nuestro pais

y compararlas con las comunicadas en otras poblaciones de caractetistaasnilares.

Analizar si hay relacion entre el resultado de las pruebas detlaimrael tipo de deficiencia

de membrana o la severidad de la enfermedad.

Autohemolisis (AH)
Esta prueba permite poner en evidencia la existencia de un proceso hemolitico, gmradear
especificidad ya que arrojara resultados positivos en todas las anemias hen@ditisgera que el

agregado de glucosduente de energialogre disminuir la hemolisis. En 19,6% de los pacientes
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que presentaron autohemdlisis aumentada no se observé correccidn por el agregado de glucosa. Este
porcentaje no difiere significativamente del grupo control, ya que en 1&8%oco hubo
correccion El porcentaje de correccion alcanzado en pacientes fue significativamente mayor que e

el grupo control (tabla V-1). En el grupo de pacientes, los valores de autohemddisiw qu
presentaron correccion con glucosa fueron superiores a aquéllos que corrigieron cen lghucos
ausencia de correccion puede responder a la presencia de un gran numero de seritrocito

condicionados (pre-liticos), situacién que puede corroborarse con el foptis (§-1).

. Desvio Valor Valor .
Media Estandar Minimo Maximo Mediana
Controles Normales
Autohemodlisis 0,66 0,40 0,10 2,58 0,59
AH con glucosa 0,46 0,26 0,05 1,36 0,41
% Correccion de AH 35,5 21,0 0,0 79,0 35,0
Pacientes ESH
(poblacion total)
Autohemodlisis (*) 6,76 6,29 0,65 32,68 4,80
AH con glucosa (*) 4,86 7,44 0,23 46,33 2,52
% Correccion de AH (*) 50,5 20,8 7,0 95,8 50,0
Pacientes ESH que
no corrigen AH
Autohemodlisis 8,35 9,07 1,45 32,68 5,67
AH con glucosa 13,43 13,61 1,88 46,33 7,39
Pacientes ESH que
corrigen AH
Autohemodlisis 6,42 5,69 0,65 25,10 4,36
AH con glucosa 2,91 2,79 0,23 14,26 2,21

Tabla V-1: Valores obtenidos para la autohemolisis espontanea sgregado de glucosa en muestras de controles
normales y pacientes ESH. (*) Los valores obtenidos en pacientes guficatigamente diferentes de los
correspondientes obtenidos en los controles normales (Mann-WH#trey,0001).
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Figura V-1 Diagrama de cajas que representa el nimero promedio de esferocitasl@smel frotis (campo 100x) de
los pacientes ESH clasificados segun la capacidad de corregir la prusiiatdamélisis con el agregado de glucosa. Los
pacientes que no muestran correccion presentan un nimero magtardeites en el frotis (Mann- Whitnel < 0,05).

Curvas de Fragilidad Osm6tica Eritrocitaria (FOE)

La FOE -basal y diferida constituye el método mas antiguo para el diagnostico. Descriptas por
Chauffard a principios del siglo XX y luego clasificadas por Dacie en tipy llllli(ver Materiales

y Métodos). Al igual que la AH, no es una prueba especifica para la E&¢. @rificarse
previamente que la prueba de Coombs directa sea negativa descartando la presencia deauna anemi
hemolitica inmune.

En la figura V-2 se observa la amplia distribucion de valores que adoptandten@as minimas y
maximas en la poblacion de pacientes en comparacion con los valores acotados que presentan lo
controles normales. Es llamativa la variabilidad que se observa en las resistéxamas basales

de los portadores sanos, probablemente éste sea el Unico reflejo de la fragtlideithea. Sin
embargo debe tenerse en cuenta que estos parametros surgen de una estimacion visuahtopor |

es poco precisa. En la tabla V-2 se describen los rangos observados para cada grupo.
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Figura V-2 Distribucién de valores registrados para las resistencias minimas y maximasiendasasales y diferidas
de los controles normales, pacientes ESH y portadores sanos.

CURVA BASAL

CURVA DIFERIDA

Resistencia Maxime

Resistencia Minima

Resistencia Maxime

Resistencia Minima

CN 0,00- 0,20 0,45-0,50 0,00- 0,30 0,55-0,75
ESH 0,00- 0,40 0,45- 0,85 0,00- 0,45 0,55-1,20
PS 0,10-0,40 0,45-0,50 0,10- 0,30 0,55-0,75

Tabla V-2: Valores registrados para las resistencias minimas y maximasarnvéassbasales y diferidas de los controles
normales, pacientes ESH y portadores sanos. La frecuencia con que secadasti@or se encuentra representada en la
figura V-2.
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El parametro numérico que se utiliza para caracterizar a las curvas FOEaggitkad corpuscular

media (FCM) obtenida por interpolacién. Como ya se ha mencionado, representa la concentracion
de NaCl-expresada en g/100 mL de solueidm la cual se obtendria la hemdlisis del 50% de la
poblacién eritrocitaria. Los valores obtenidos se describen en la tabla V-3. Debe termrseta

gue la coexistencia de patologias puede modificar sensiblemente los valores. psgiiente con
diagnéstico de ESH presenta un valor de FCM extremadamente bajo (0]282P6 por
hepatopatia secundaria al virus de Hepatitis C (contraido por el alto régamsfudional) en cuyo

frotis podian observarse numerosos dianocitos y ocasionales esferocitos. La «iexdten
anemias hereditarias puede generar el mismo efecto, como se observa en urid?P&idests que
ademas posee diagndstico fi¢alasemia menor (0,367% NacCl). El aumento de la resistencia en

todos los casos se pone de manifiesto al realizar la curva diferida.

CURVA BASAL CURVA DIFERIDA

Valor Valor Valor Valor
Minimo | Maximo Minimo | Maximo

FCM (X + DE) Mediana| FCM (X + DE) Mediana

CN |0,427+0,023 0,370 | 0,480 | 0,421 | 0,527+ 0,028 0,466 | 0,597 | 0,528

ESH+ | 0,490+ 0,042/ 0,400 0,654 | 0,480  0,648+0,119| 0,292 0,911 | 0,635

PS |0,439+0,017| 0,405 | 0,468 | 0,436 | 0,527+ 0,045| 0,367 | 0,580 | 0,534

Tabla V-3: Pardmetros descriptivos de la FCM obtenidos en los controles nopaalestes ESH y portadores sanos.
** |os valores correspondientes a los pacientes difieren muy significativameids derrespondientes a los controles
normales y portadores sanos (Kruskal-Wallis, P < 0,0001)

El incremento de la FCM obtenida por incubacion es pequefio y homogéneo paraXos OB £
0,100+ 0,020; Mediana = 0,100), siendo mayor para la mayoria de los pacikeat®&H = 0,170t
0,090; Mediana = 0,150) (figura V-3).
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Figura V-3 Diferencia entre la fragilidad corpuscular media de las curvas diferida y bdizald@s con muestras de
controles normales y pacientes. (Mann-Withrieéy 0,0004)

Mediante el analisis por curvas ROC (figura V-4) se puede observar que la incubacién de la muestra

permite un incremento en la especificidad diagnéstica a expensas de la sensibilidad. Lascocient

de probabilidad permiten establecer que la curva diferida posee mayor capacidad pestichiag

la presencia de la enfermedad.
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FCM basal FCM diferida
Area bajo la curva (AUC] 0,932 0,875
Error Estandar del are 0,023 0,036
Punto de Corte > 0,450 > 0,566
Sensibilidad 93,0 % 83,1 %
Especificidad 85,9 % 95,3 %
Cociente de Probabilidad Positivo (CP 6,58 17,66
Cociente de Probabilidad Negativo (CF 0,082 0,180
Nivel de significacion < 0,001 < 0,001

Figura V-4 Analisis mediante curvas ROC del parametro FCM basal (arriba a la izquierda) y FGtaddda derecha).
Las areas bajo la curva no son significativamente diferentes (P = 0,1821).

La FCM es un pardmetro Gtil pero no siempre representativo de la fragilitaditeria. Para
obtener la maxima informacién que provee esta prueba diagnéstica, es nedesafipar los
graficos para definir la poblacién eritrocitaria como fragil y a supader clasificarlas en los
subtipos I, Il y lll Las curvas basales clasificadas como fragiles son tipo | y tipo I, mientras que las
diferidas presentan en su mayoria la distribucién tipo Il (figura V-5). lppitancia de realizar
ambas curvasbasal y diferida radica en que sélo un pequefio porcentaje de las curvas basales
normales permanecen normales post-incubacion siendo por lo tanto esta prueba negatigkepara
establecer el diagndstico (figura V-6). En la mayoria de los casos en que la catveefdtd

normal y la diferida resistenthabiendo resultado negativas las demas pruebas para el diagnéstico
de ESH, se arrib6é al diagnéstico de hemoglobinopatias (talasemias, rasgo drepanocitico o
hemoglobinas inestables) prosiguiendo con estudios no contemplados en la presente tesis. Sin
embargo, como ya se ha mencionado, algunos pacientes presentaron la curva diferidi& resiste
debido a la coexistencia de ESH y talasemia o hepatopatia. Estos casos pudieostiatiese por

positividad de CH y S’EMA-CF o estudio de membrana.
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Figura V-6 Distribucion de las curvas FOE clasificadas segun su grafica. El grafico melestbdipo de curvas diferidas
obtenidas en los pacientes ESH a partir de las basales clasificadas segéficau Las curvas diferidas resistentes
sugieren la coexistencia de patologias.
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Fragilidad osmética eritrocitaria por citometria de flujo (FOE-CF)

Esta prueba permite evaluar la fragilidad con escaso volumen de sangre, resultandaitiédgd

para el diagnostico neonatal (ver capitulo 1V). Comenzé a realizarse emdagras obtenidas a
partir de 2009, afio en que fue descripto el enséiam (y Shu 20Q9La incorporacion de la misma
para el diagnéstico no parece estar extendida aun, ya que solo tres grupos ltcadgoshbb
resultados\\Von y Shu 2009, Warang et al 2011, Crisp et al 2012 y 2014, Shim y Wgn 2013

El andlisis por curva ROC efectuado con 76 pacientes diagnosticados como ESH y 10%&controle
normales genera un punto de corte superior al que establecimos previamente grgisis|
neonatal (52,5% vs 22,8% de células residuales). La incorporacién de nuevos pa@entes tr
aparejado el corrimiento del punto de corte. Esta situacion también la reflejainetstigadores

que han propuesto la modificacion de 24% a 61,9% de células residilgtasy(Won 2093 Sin
embargo, considerando la utilidad de la prueba con criterio diagnéstizode screening
aconsejamos mantener un valor de corte bajo (< 22,8%) evitando asi los falsos pgsitivos

reforzando la especificidad (figura V-7).

Funto de Corte S22 gagy S EIR G
E Sensibilidad 5 4 &80
= Especificidad 925
I'|I:T " - - B —
[}: i 215 337

CP- 0,34 0,1t

L & TR I | [ AUC =0863
P < 00001

1 i 1 I i i i i i

0 10 20 30 40 S0 8 70 80 90 100

100-Especicedad

Figura V-7 Curva ROC del porcentaje de células residuales (FOE-CF). Al utilizar ulo pencorte mas bajo se
incrementa la utilidad de la prueba ya que se genera un cocieptelmilidad positivo (CP+) mucho més elevado,
manteniéndose bajo el cociente de probabilidad negativq.(CP-

Tesis Doctoral Pag 102 de 167 Renée Leonor Crisp



RESULTADOS y DISCUSION [EREI

Criohemélisis hipertonica (CH)

La CH constituye la primera prueba especifica para el diagnéstico de ESH. Esrméadancomo
primera linea para el diagndstico conjuntamente con 5’EMA (Bolton-Maggs et al, 2004 y 2011).
Analizando la totalidad de la poblacién con diagnéstico ESH puede establecerse comde val
corte para CH 2,63%, ligeramente inferior al establecido y validado en las pritagas de este
estudio (ver capitulo Ill). Esta prueba ha mostrado ser la mas sensible yieaspdeiflas
presentadas en este estudio (figura V-8) y con gran poder diagndéstico ya que el cociente de

probabilidad positiveselevado (CP+ =15,9), manteniéndose muy bajo el cociente de probabilidad
negativo (CP- = 0,07

100

Sensibilidad

Sensibilidad: 93,4 %
Especificidad: 94,1 %
Criterio; CH > 2,683 %

10 ALIC = 0,067
P < 00001

0 10 20 30 40 &0 680 FO O &0 Q90 100
100-Especificidad

Figura V-8 Curva ROC para la Criohemdlisis Hipertonica (CH). La prueba presenta un alto dgasensibilidad y

especificidad, con elevado poder diagndstico. Para valores de CH igualgseriores a 4,6% se alcanza 100% de
especificidad.

Los resultados de la prueba de CH no dependen de la relacion superficie/volumede &no
integridad de las proteinas de membrana. Este concepto es reforzado por la ausenekcién
entre la CH y las pruebas de fragilidad osmotica (figura V-9).
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Figura V-9 Andlisis de correlacion para la Criohemdlisis Hiperténica (CH) y la fragilidad asanétitrocitaria (FOE).
Arriba: CH y la fragilidad corpuscular media basal (FOE tradicional). Abajo: @Hpprcentaje de células residuales
(FOE-CF). En ambos casos se verifica ausencia de correldBibo de Spearmdrk 0,1, P > 0,05).
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Citometria de Flujo con 5’eosina maleimida (5’'EMA - CF)

De las pruebas diagndsticas mas recientes, ésta ha sido la mas difundida debidpleisadiyna

la rdpida obtencion de los resultados. La Unica desventaja es que requiere dispooentdsdes
normales simultdneos limitando la implementacion a centros que dispongan diariamente de
donantes o bien establecer alguna estrategia programada con anticipacion.

El reactivo se une principalmente a Banda 3, pero un 20% de la fluorescencia emitida selasocia
union con grupos sulfhidrilos de las proteinas Rh. Las alteraciones de las proteinagcenmen

la ESH es heterogénea y por lo tanto la disminucion en la intensidad de fluorescenmdaeer
explicada s6lo en base a la disminucion de Banda 3. Ha sido demostrado que el contenido de
proteinas Rh se encuentra disminuido en un 25-30% en la esferodfiogjsef{ al 2004. El
complejo Rh se asocia a Banda 3 y a través de la ankirina se une al el&iesge manera que los
defectos de interaccion vertical repercuten también en el anclaje del complegniRiugéndo su
expresion Yan Kim et al 2006 La densidad antigénica varia para los diferentes fenotipos Rh
También es heterogéneo el mecanismo mediante el cual un individuo es Rh negatso lpero
mayoria de los sujetos de origen caucasico, el haplotipo Rh negativo surge pentsaads gen

RHD con la presencia del gen RHQ®esthoff 2007)De esta manera, podria verse afectada la
cantidad de residuos capaces de unir el reactivo fluorescente. Por este motivo selanaliz
expresion de fluorescencia en los controles normales en los que fue registrado el grupoosanguine
(figura V-10). La ausencia de diferencias significativas habilita a utiieatroles normales de
cualquier grupo y factor sin perjuicio de sesgar la determinacién diagnéstica.

Para un manejo adecuado de los resultados se evalla la variacién de la intensidad de flaorescenci
de los pacientes respecto a la obtenida en promedio con seis controles normalgst(Verita

De la misma manera, se calculé la variacién obtenida para cada control normaloresbect
promedio en el dia de procesamiento. El andlisis de los resultados muestra que quarizoles
normales dicha variacién no difiere significativamente de cero + (SEM: -0,098+ 0,344,
Mediana 0,369). Las variaciones de la intensidad de fluorescencia para los pacientes son
significativamente diferentes de cem £ SEM: -26,262+ 0,997; Mediana -25,882). Ademas,

ambos gruposcontroles normales vs pacientelifieren significativamente entre si (figura V-11).
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Figura V-0: Intensidad de fluorescencia media (geométrica) obtenida con 5’EMA en controles normales clasificada por
grupo y factor (Media SEM). Las diferencias observadas no son significativas (P > 0,05).
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Figura V-11: Variacion de laiensidad de fluorescencia media (geométrica) obtenida con 5’EMA en controles normales
y pacientes respecto del promedio obtenido en los 6 controles noenatdsdia de procesamiento de las muestras.

Ambos grupsson significativamente diferentes (Mann WhitnEy 0,0001).
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Los pacientes presentan un VCM significativamente menor que los controles normales t{yler capi
II), de manera que corresponde analizar si la variacion de la fluorescencia pradriel@sionada
con la variacién del volumen eritrocitario. El andlisis de correlacién, si biegnéficativo, resulta
pobre (Rho de Spearman < 0,2) o regular (Rho de Spearman < 0,4) en los Co pacidntes
respectivamenteiffura V-12).
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Figura V-12 Andlisis de correlacion entre la variacion de la intensidad de fluordseeadia con 5’EMA y el volumen
corpuscular medio. El gréafico de la izquierda corresponde a los contofesles, el de la derecha a los pacientes.

Conjuntamente con la intensidad de fluorescencia, se evaluaron los coeficientes @ \(&@\4c

que se relacionan con la amplitud de la curva obtenida en los histogramas. En los controles
normales este pardmetro no se correlaciona con el ADE (es decir con la variabilithrdafi
eritrocitario) ni con los niveles de hemoglobina (figura V-13). El descenso de lobmagy el
aumento del ADE que caracterizan a los pacientes mas severos, muestran una correlacion
significativa pero no fuerte (Rho de Spearmaf,5) con el CV (figura V-14). Sin embargo el
aumento del CV ha sido el Unico parametro en las pruebas diagnosticas que piéenaitidiar los
subgrupos de severidad (ver mas adelante). Notese que las variaciones de C\bsgedistri

torno a cero para los controles (figura V-13) mientras que para los paciestgalores son
mayoritariamente positivos (figura V-14)
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Figura V-13 Analisis de correlaciéon entre la variacion del coeficiente de variacionistegfama de fluorescencia

5’EMA con la amplitud de distribucion eritrocitaria (a la izquierda) y con iedes de hemoglobina (a la derecha) para
los controles normales.
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Figura V-14 Andlisis de correlacién entre la variacion del coeficiente de variacidnistepgfama de fluorescencia
5’EMA con la amplitud de distribucion eritrocitaria (a la izquierda) y con loslesvde hemoglobina (a la derecha) para
los pacientes con diagnoéstico de esferocitosis hereditaria.

El andlisis mediante curvas ROC realizado con la totalidad de los datos establede/glarade
corte utilizado (disminucion de la intensidad de fluorescencia media superior a uki&lo)
sensibilidad de 85,1% con una especificidad del 97,7%, CP+ 37,0 y CP- 0,15 (figura V-15).
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Figura V-15 Andlisis mediante curva ROC de la disminucion de la intensidad de fluorieseeedia (geométrica)
obtenida con 5’EMA en controles normales y pacientes respecto del promedio obtenio® & controles normales en el
dia de procesamiento de las muestras. Las variaciones positivas (aumentoreteehcia) se contabilizan como
disminucion igual a cero y las variaciones negativas (disminucion desitemi@a) se contabilizan en valor absoluto.

Proteinas de membrana eritrocitaria

El andlisis de las proteinas de la membrana constituye el patron de oro (prueba diaggndstica
standard”) que permite certificar la disminucién de una o mas de las proteinas integrales o de
citoesqueleto del eritrocito. Es una técnica laboriosa que arrojé resultados pesitpaa® mas del

70% de los pacientes, porcentaje coincidente con el informado por la mayoda detdres
(Miraglia del Giudice et al 1994Lee et al 2000, Yawata et al 2000, Sdnchez-Lopez et al 2003
Perrotta et al 2008 La mayor utilidad residio en identificar portadores sanos en el estudicafamili
(ver en agpitulo I, figura 1-3).

La SDS-PAGE fue realizada en 151 individuos, correspondiendo a 96 pacientes y&rearail
estudio y a 55 controles normales. Los resultados del estudio de membrana fuerawdosnaliz
incluyendo los portadores sanos identificados. Predominé la deficiencia aislada teagraias
deficiencias mas frecuentemente encontradas corresponden a ankirina y espectrina (figura V-16).
espectrina fue la deficiencia mas comun en las formas dominantes y la ankirina en las no
dominantes. La deficiencia de proteina 4.2 se observo preferentemente en lasdanhinadas.

En miembros pertenecientes a siete familias diferentes se establecié defidermioteina 4.1

aislada o combinada con deficiencia de espectrina o proteina 4.2 (figura V-17).
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Ni el nivel de disminucién ni el tipo de proteina deficiente mostrarociasdn con el resultado de
las otras pruebas diagnosticas realizadas.

Prot 4.2
119%

Prot 4.1
254%

B3;8,5 %

. Ank
> 27,1%

Normal e

17,2 %

Sp
27,1%

Figura V-18 Tipo de alteraciones y prevalencia (en porcentaje del total de dadas)proteinas de membrana detectadas
en los pacientes con esferocitosis hereditaria y portadores sanos.
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Figura V-17 Prevalencia de las proteinas de membrana deficientes (aisladas o dasjbdetectadas en pacientes con
esferocitosis hereditaria y portadores sanos.
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Resultados de las pruebas y severidad de la enfermedad

El rango de resultados obtenidos en las pruebas diagnosticas es amplio y la variabilidad podria
responder a la gravedad de la anemia. Por este motivo se evaluaron los resultadprudbass
diagnosticas en funcion de la severidad de la enfermedad (tabla V-4 y figural&4 &es nuevas
pruebas (FOE:F, CH y 5S’EMA-CF) no muestran resultados significativamente diferentes. Las
pruebas tradicionales (AH, FOE basal y diferida) sélo logran diferesigi@ficativamente algunos
subgrupos (tabla V-4). Notese que en los pacientes que requirieron esplenectontien persis
resultados alterados en todas las pruebas diagndsticas a pesar de que el pnbazertimige la
anemia.

Prueba Desvio : P valor Grupos
Diagnéstica SEvRIEEr el _Estandar Mediana K-W diferenciables
Leve 5,15 5,86 3,50 A
Autohemlisis | Moderada 1023 728] 7.60] 469 AB
(% hemolisis) Severa 7,27 7,06 5,70 ' AB
Esplenectomizados 7,07 4,62 7,10 B
FOE.CE Leve 33,42 29,99 20,70
(% celulas Moderada 26,71 24,13 18,15 03133
residuales) Severa 23,95 26,42 9,80
Esplenectomizados 18,02 11,65 12,70
FOE-basal Leve 0,48 0,04 0,47 A
(Fragilidad Moderada 0,49 0,03 0,48 0.0057 A
Corpuscular Severa 0,51 0,06 0,50 ’ AB
Media) Esplenectomizado 0,51 0,03 0,52 B
FOE-diferida Leve 0,61 0,12 0,61 A
(Fragilidad Moderada 0,65 0,09 0,64 0.0002 A
Corpuscular Severa 0,62 0,04 0,62 ’ A
Media) Esplenectomizado 0,78 0,08 0,79 B
Leve 12,86 9,10 11,00
Criohemdlisis Moderada 9,98 6,84 8,45 0.0856
(% hemdlisis) Severa 8,81 5,13 7,95 ’
Esplenectomizados 7,44 4,98 5,90
S’EMA-CF Leve 25,37 10,09 26,00
i (% de d Moderada 27,53 10,88 26,50 0.8473
Tt e Severa 26,17| 12,87[ 2500|
fluorescencia) | Esplenectomizadoy 29,41 15,86 27,00

Tabla V-4. Resultados de las pruebas diagndsticas clasificados por su deafendenento del estudio de acuerdo a los
criterios de Mariani y colaborador@¢ariani et al 2008) Para cada prueba diagndstica se realiza la prueba de Kruskal-
Wallis. Grupos con letra en comun no son significativamente diferentes.
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Figura V-18. Graficos dix-plot que muestran la distribucion de los resultados de las pruebaédliegs presentados por
los pacientes al momento del estudio. Los pacientes no esplenectomspadolasificados en funcion del nivel de
hemoglobina de acuerdo a los criterios de Mariani y colaborafiegmni et al, 2008)
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En la prueba diagnéstica S’EMA-CF —ademas de evaluar la disminucion de la intensidad de
fluorescencia mediase evalud el coeficiente de variacion (CV). Este parametro no es de utilidad
diagnostica en cuanto a caracterizar la patologia. En todos los cuadros anémicos que hemos
evaluado, independientemente de su etiologia, el coeficiente resulta incrementado respscto de
controles normales. En los pacientes esplenectomizados se corrige la anemiaagitanvdel CV
disminuye (figura V-19).
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Figura V-19. Box-plote la distribucién de los coeficientes de variacion (CV) de los histogramasgondientes a la
evaluacion de la intensidad de fluorescencia con 5’eosina maleimida. Los pacientes no esplenectomizados son clasificados
en funcion del nivel de hemoglobina segun los criterios de Marianlaporadore¢Mariani et al, 2008) Los grupos
difieren significativamente entre si (Kruskal Wallis; P < 0,05)

Se calcularon los cocientes entre el contenido de las proteinas de la membracitogsdgleleto
(B3/Sp; B3/Ank; B3/Prot 4.1; B3/Prot 4.2; Sp/Ank; Sp/Prot 4.1; Sp/Prdt Ank/Prot 4.1;
Ank/Prot4.2 y Prot4.1/Prot4.2). Las alteraciones en dichos cocientes no perndiserminar los

grupo de severidad (Mann Whitney, P > 0,05). Los cocientes Sp/Prot 4.2 y Prot4.1/Prot4.2 fueron
los Unicos que correlacionaron débilmente pero en forma significativa con elcaABiiciente Ro

de Spearman: 0,<0,03) y el indice CHCM/ADE (coeficiente Rho de Spearman: -0,27; P< 0,05).

No hubo correlacion significativa con otros pardmetros hematimétricos.
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Sensibilidad y especificidad

Con el objetivo de comparar la eficacia de las pruebas diagnosticas realizadasuédaeval
positividad de las mismas. Debido a que la totalidad de las pruebas no fudranl@asan algunos
pacientes (se incluyen las determinaciones realizadas con sangre capigayltasas se informan
como porcentaje del total de pacientes en los cuales fue realizada la prueba (figura V-20).
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Figura V20. Porcentajes de positividad de las distintas pruebas en pacientes emtitesfs hereditaria. AH:
autohemolisis a las 48 h; FOE: fragilidad osmotica eritrocitaria; SDS-PAGE: éeesis de proteinas de membrana;
CH: criohemolisis hipertonica; 5’EMA-CF: citometria de flujo con eosirfa-maleimida; FOE-CF: fragilidad osmética
eritrocitaria por citometria de flujo.

Las pruebas diagndsticas que tumh mayor sensibilidad fueron CH, FOE y 5’EMA-CF. La FOE
tuvo una positividad del 92%, superior a la informada por otros auttoesngs y Pearson 1989
Dacie et al 1991 Esto es debido a que para considerar positiva la prueba se ha evaluado no sélo la

fragilidad corpuscular media sino también su grafica.

En 118 pacientes (97,5%) se efectuaron 3 o mas pruebas diagnésticas. En 19 pacie¥ese(15,7
observo que presentaban sélo 2 pruebas positivas. Al evaluar los resultados obtenidos en los
pacientes en quienes se habian realizadaes nuevas técnicas (CH, 5’EMA-CF y FOE-CF), se
observo que todos habian tenido al menos una prueba positiva, y que el 95,9% presentaron dos d
estas pruebas positivas, permitiendo establecer el diagndéstico.
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Resultado de las pruebas en otras anemias hemoliticas

La sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnésticas establecidas mediast®ROEL soélo

tienen en cuenta los resultados obtenidos en pacientes con la patologia en estudio (ESH) y los
obtenidos en controles normales. Sin embargo, es de gran interés observar kdosedeltlas
pruebas en otras patologias que se presentan como diagndsticos diferenciales-#igu@ovho

se mencion6 en el capitulo | (ver figura I-4) en varios pacientes con fenotipaitiemse
desestimé el diagndstico de ESH y con estudios complementarios fueron diagnosticados como
hemoglobinopatias, enzimopatias, eliptocitosis congénita y anemias hemoliticls aiteas no
pudiendo arribar un diagnéstico especifico aun. El grupo de hemoglobinopatias incluye pacientes
con Hb S (heterocigotas, heterocigota compuesto con beta talasemia y homocagothgta
talasemia menor y con hemoglobinas inestables. Las enzimopatias corresponden a dosageficienci
de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y dos deficientes en piruvato kinasa. Los pagientes ¢
anemias hemoliticas no clasificables incluyen a los pacientes que presentaron anemiashemolitic
neonatal. En ellos el estudio fue realizado durante el cuadro hemolitico yuishisatp clinico
determiné la transitoriedad del mismo. La eliptocitosis congénita (1 caso) pneseiitados de las

nuevas pruebas en el limite de los valores para ESH, sin embargo el diagnéstico sedmtidticd

a que en el frotis se observaban eliptocitos pero no esferocitos. En ninguno de los otros diagnésticos

se observo la simultaneidad de dos de las nuevas pruebas positivas.
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Figura V21 Gréficos lox-plot de los resultados obtenidos en las nuevas pruebas diagnésticassppexiémtes
agrupados de acuerdo al diagndstico final. CN: controles normales, Arhiean hemoliticas no esferociticas (no
clasificables), EC: eliptocitosis congénita, ENZ: enzimopatias; Hb: hemogptiias, ESH: esferocitosis hereditaria.

Discusion

La ESH ocurre en todos los grupos étnicos y raciales, pero es particularmente frecuente en la
poblacién de Europa del norte, con una prevalencia reconocida de 1 en 5.000 pkledoas( al

1962. Sin embargo, dada la frecuencia de formas muy leves de enfermedad quep@dese
detectar a traves de pruebas de laboratorio muy sensibles, se estima que esta @revalenci
probablemente sea 4 a 5 veces magmdal y Heist 1981, Eber et al 199En nuestra poblacion,

al igual que lo generalmente aceptadérace y Lux 2009 la mayoria de los casos se
diagnosticaron en la infancia. Sin embargo, debe llamar la atenciéon que en algunos pelcientes
diagnéstico recién se haya realizado en las décadas sexta o séptima de la vilaseBsaion

puede estar indicando subestimacion o desconocimiento de los sintomas de la enfermedad, asi como
falta de acceso a las pruebas de laboratorio especificas.

La curva de FOE es altonsiderada como el “patron oro” por algunos autores (lolascon y
Avvisati 2008, Perrotta et al 2008, Grace y Lux 208@%esar de no ser (til para diferenciar
ESH de otras patologias con esferocitos circulantes, como anemaititamautoinmune
(AHAI), incompatibilidad ABO o eliptocitosis esferociticRdrrotta et al 2008, Bolton-Maggs

et al 2004, King et al 2000En nuestro estudio, esta determinacion ha mostrado un alto grado
de positividad (92%) siempre y cuando se evalle la gréafica conyplatasolo la fragilidad

corpuscular media. La coexistencia de talasemia o hepatopatias queen gemeas resistentes
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y la posibilidad de desarrollar una prueba de Coombs directa positiva en gmcient
transfundidos determinan la necesidad de disponer de pruebas espparficakdiagndstico

de ESH. La CH vy la citometria de flujo con 5’EMA han mostrado ser altamente especificas y
sensibles. Ambas arrojan resultados normales en la esferocitmsmslaea a AHAIL Si bien

hay opiniones controvertidas respecto de la utilidad de laRoFhéro et al 1997, Streichman y
Gescheidt 1998, Iglauer et al 1999, Bolton-Maggs et al 2004, lolascon y #2698,
Mariani et al 2008, Grace y Lux 200®n nuestro estudio fue la prueba con mayor indice de
positividad (93%) con una especificidad del 94%.

Uno de nuestros objetivos al comenzar a evaluar nuevas técnigadstiicas era establecer si
algunas de ellas, asociadas o no a las tradicionales, podianficampéi metodologia de
estudio alcanzando a la vez mayor sensibilidad y especificlBadun estudio anterior
habiamos comunicado que alguna de las dos pruebas nuevas (CH y 5S’EMA-CF) era positiva en

el 93,5% de los pacientes con ESEtigp et al 201). Esta observacion se corresponde con la
opinién de Bolton-Maggs y colaboradores, que recomiendan a ambas como lass prueb
diagnésticas nmeltiles Bolton-Maggs et al 2004 Con la incorporacion de la FOE-CF a esta
asociacion se logré que en el 100% de los casos al menos una pruepaditiesa Se observo
ademas que con esta triple asociacion se pudieron cumplimentatdoescdiagnosticos que
propusimos para ESH2 pruebas positivasen el 95,9% de estos pacientes. Estas tres pruebas
son de realizaciéon sencillp ademas permiten alcanzar resultados en el mismo dia de la
extraccion. Pueden realizarse tanto con sangre venosa como (@psdpret al 2012, 2010a,
2010b, 2013 por lo que requieren un volumen de muestra muy pequefio, facilitando un
diagnostico precoz en neonatos y lactantes pequefios. En nuestro pafanacemunicado
hasta la fecha otras experiencias con el uso de estas tres prukbés fe estos resultados,
consideramos que coa flealizacion rutinaria en forma simultanea de CH, S’EMA-CF y FOE-

CF se puede llegar al diagnostico de ESH, sin necesidad de reairadicionales pruebas de
FOE y AH. Solo en el 4% de los casos se requerira de laagalizde pruebas adicionales
para arribar al diagnostico. En aquellos casos en que hubo coexistendialagigsa(ESH vy
talasemia o hepatopatias) la CH arrojo resultado positivo yaliesle membranas permitio
asegurar el diagnéstico.

La SDS-PAGE es una técnica laboriosa que permiti6 demostrar cual era la preteiambrana
deficiente en poco méas del 70% de nuestros pacientes, porcentaje coincidente camadanpor

la mayoria de los autorekee et al 2000Yawata et al 2000, Miraglia del Giudice et al 2001,

Sanchez-Lépez et al 200Bu presunta utilidad como marcador de severidad segun cual sea la
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deficiencia encontrada, no pudo ser confirmada en nuestro estudio, y es actualmieotalenot
controversia Agre et al 1986, Jarolim et al 1996, Nakanishi et al 2001, Mariani et al )2008
Ademas se postula que el desbalance en el contenido de proteinas de membrana y el citoesqueleto
refleja la severidad de la anemRogha et al 2005 pero no hemos podido confirmarlo en este
estudio como tampoco lo han confirmado otros investigadbtasani et al 200§. Por lo tanto,
coincidimos con la mayoria de los autores en que no debe utilizarse como prueba de rugina para
diagnéstico de ESHBplton-Maggs et al 2004, Mariani et al 2008, Grace y Lux 2089 este

estudio se pudieron establecer, por primera vez, las deficienciasptetideas de membrana que
caracterizan a los pacientes con ESH en nuestro pass.deficiencias mas frecuentemente
encontradas corresponden a espectrina y anki@rigp( et al 201}y son coincidente con lo
informado en otras poblaciones hispanoamericaGasad et al 1994, Ricard et al 2000
Sanchez-Lopez et al 2003in embargo, difieren de aquéllos que reportan la deficiencia de Banda

3 como la mas prevalent€ynober et al 1996, Yawata et al 2000, Rocha et al 2005, Mariani et al
2008. Es inusual la alta prevalencia de deficiencia de proteina 4.1 encontrada en nuestra poblacion.
Este hallago es controvertido ya que la deficiencia de esta proteina se asocia generalménte con
Eliptocitosis Congénita. Cabe mencionar que los frotis de los pacientes preserfiioaiicss no
observandose eliptocitos en ninguno de los casos. Adesnéscepcion de los portadores sanos
presentaban mas de dos pruebas positivas para el diagnéstico de ESH. La proteina 4.1 esta
involucrada en la estructura del citoesqueleto y también en la unién de éste a la membrana pudiendo
entonces estar involucrada en la fisiopatologia de la Eliptocitosis Congélait&sferocitosis
Hereditaria. La inusual prevalencia de deficiencia de proteina 4.1 en nuestmygsayila de
proteina 4.2 en las poblaciones coreana y japoiYeseafa 1994, Lee et al 2000odrian responder

a factores étnicos.
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CAPITULO VI: La fiebre en las ESH

El diagnostico de ESH se establece generalmente en la infancia o en adultos jovenes, pero
excepcionalmente puede diagnosticarse entre la séptima y novena década. La enfermedad puede se
asintomatica y diagnosticarse incidentalmente ante episodios hemoliticos induaidfisbre,
ejercicios fisicos fuertes o embargkweuger y Burgart 1966, Taylor 1973, Moore et al 1976, Do

1984) Los nifios coreSH, especialmente los menores a 6 afios de edad, presentan frecuentes crisis
hemoliticas asociadas a infecciones virdlesylor 1973, Tissieres et al 2000, Grace y Lux 2009,

Ballin et al 2011).

El 67% de los pacientes en seguimientolos cuales se le ha realizado el diagndstico bajo la
presente tesispresentan descensos significativos del hematocrito durante el desarrobbcekgpr
febriles (ver Anexo). La préctica clinica habitual sugiere que el estado feprdsenta una

situacion de riesgo para los pacientes y afecta la sobrevida eritrocitaria.

La apoptosis es un mecanismo de autodestruccion controlada que permite la elimifakion ce
mediante el sistema macrofagico. Los progenitores eritropoyéticos son suceptibbgsoptdsis

dado que poseen nucleo. Los eritrocitos maduros, carentes de organelas y nucleo pueden desarrollar
una muerte programada denominada eriptisisxg et al 2005) La apoptosis y la eriptosis
presentan algunas caracteristicas en comun, por ejemplo la contraccion celular y labexgesici
fosfatidilserina en la membrana plasmat{€augas et al 2001, Bosman et al 2005, Lang et al
2005) El proceso de destruccion prematura de los eritrocitos puede ser acelerado por diferentes
factores, como por ejemplo estrés oxidativo, shock osmético, deplecion energética ccddular
presencia de metales toxicesntre otros factoregBratosin et al 2001, Lang et al 2004, Vota et al

2012)

Hipotesis
En base a estas observaciones se postulo ealelaagravamiento de la anemia por los procesos
febriles podria ser debido, al menos en parte, a un efecto directo de la terapsoate los

esferocitos.

Con este objetivo se expusieron eritrocitos de pacienteE&86ry de controles sanos durante 24 h
a 36,5 °C y 38,5 °C simulando la temperatura corporal y el estado febril respectie. Se

determind el desarrollo de eriptosis y los posibles mecanismos involucrados.
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Eriptosis
Luego de la incubacién de los eritrocitos a las temperaturas que mimetizabésidgides (36,5

°C) y la de procesos febriles (38,5 °C), las muestras fueron analizadeitometria de flujo para
detectar signos de eriptosis. Una alteracion caracteristica de la eriptsenesgimiento celular.

Se definié como células eriptéticas a aquéllas que presentaban muy bajo tamafio (evadiado en
detector FSC). En la figura VI-1 se muestran los graficos de un experimentel @padlisis de los

datos obtenidos en 9 controles normales y 9 pacientes permite establecer queosrates
normales no se observan cambios significativos por incremento de la temperatura. Losspaciente
presentan mayor porcentaje de células eriptéticas que los controles a angmatteas y el
porcentaje de células eriptéticas aumenta significativamente con el incremento dpeliatigna
(figuraVi-2).
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Figura VI-1: Evaluacion de eriptosis mediante el encogimiento celular. Las muestras &walaadas luego de ser

incubadas durante 24 h a las temperaturas indicadas. A) dot-plot SST\deFun control normal y un paciente a las
diferentes temperaturas de incubacion. B) Histogramas superpuestos del wontral y el paciente para cada

temperatura. C) Histogramas superpuestos para CN y paciente para evaluty dedéetemperatura. La zona M1 define
las células eriptéticas.
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Figura VI-2: Porcentaje de células eriptticas (MedicSEM) evaluadas en 9 controles normales y 9 pacientes con
diagnostico de ESH. El andlisis estadistico para evaluar el efecto de laatengpen cada grupo se realiz6 mediante la
prueba de Wilcoxon. El andlisis entre los grupos (CN vs ESH) para caglerégura se realizo con la prueba de Mann-
Whitney.

La exposicion de fosfatidilserina (FS) es considerada una caracteristica especifedptiesia. Su
evaluacion por citometria de flujo a través de la unibn a Anexina V permitibooar los
resultados anteriores. Consistentemente, el incremento de temperatura produjo urm aument
significativo en el porcentaje de eritrocitos con exposicion de FS en las muestosspacientes

pero no en la de los individuos normalégyfaVl-3). Se observa un incremento muy significativo

en la exposicion de FS por el incremento de la temperatura en los pa@&ie36,5 °C vs ESH

38,5 °C). Este efecto no se visualiza en los controles normales (CN 36,5CIC 38,5 °C). La
exposicion de FS en los pacientes es significativamente mayor que la de los controlessnormal
cuando la temperatura es elevada (ESH 38,5 °C vs CN°@38,5A la temperatura corporal los
grupos no muestran diferencias significativas en cuanto al nivel de exposici8n(ESH 36,5 °C

vs CN 36,5 °C).
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FiguraVI-3: Porcentaje de células eriptéticas (Metdli@EM) evaluadas mediante la exposicion de fosfatidilserina. El
analisis estadistico para evaluar el efecto de la temperatura en qaalagyrealizd mediante la prueba de Wilcoxon. El
andlisis entre los grupos (CN vs ESH) para cada temperatura se realizo con la piMiaba-téhitney.
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Mecanismos de eriptosis
La eriptosis caracterizada por la exposicion de PS puede ser producida, entre otrogocasos,

compuestos oxidantes generados durante procesos de estrés oxidativo o medianfe deinflu

calcio en los eritrocitofLang et al 2005, Vota et al 2013)

Estrés oxidativo
El mecanismo de estrés oxidativo se evalué mediante la presencia de especies deamtigeno

(ROS) y el contenido eritrocitario de glutatién reducido (GSH). El mayor nivelQf® R bajo
contenido de GSH sugiere un mayor nivel de estrés oxidativo en los eritideitos pacientes
respecto de los controles normales. Sin embargo, no muestran diferencias $igsifieat
condiciones basales. Tampoco se observan variaciones significativas intra supaerpgpr efecto

de la temperatura (figuhdl -4).
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FiguraVI-4: Evaluacion del nivel de estrés oxidativo de los eritrocitos de contratasles (CN) y pacientes (ESH). Los
niveles de ROS y GSH fueron determinados por citometria de flujo. dietesetan diferencias significativas entre grupos
en condiciones basales ni inter grupo por efecto de la temperaturgp(0-85). Los valores se expresan como (Media
SEM). El andlisis estadistico para evaluar el efecto de la temperatesda grupo se realiz6 mediante la prueba de
Wilcoxon. El analisis entre los grupos (CN vs ESH) para cada temperatura sea@alad@rueba de Mann-Whitney.

Influjo de calcio
El encogimiento celular y la subsecuente exposicion de FS en la membrana erirpaéeen ser

desencadenados por el incremento de calcio intracelular. Se evalué el conteniddodencalc
pacientes y controles normales a ambas temperaturas de incubacion. Se comprobé que el
incremento de la temperatura en los eritrocitos de los pacientes produce un aumento s@nificativ

del calcio intracelular pero no se modifica sustancialmente en los norngleaVi-5).
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FiguraVI-5: Evaluacién del calcio intracelular de los eritrocitos de controles nor(@\gsy pacientes (ESH). Para las
mediciones se utilizé citometria de flujo con Fluo-4AM. Se olasemiferencias significativas por el incremento de
temperatura en los eritrocitos de los pacientes respecto de los controhedesoy de los eritrocitos de pacientes
expuestos a temperatura corporal (P < 0,05, N=9). Los valorepresax como (Media SEM). El analisis estadistico
para evaluar el efecto de la temperatura en cada grupo se readiehta la prueba de Wilcoxon. El andlisis entre los
grupos (CN vs ESH) para cada temperatura se realiz6 con la prueba deVkiamey.

De acuerdo a estos resultados, la eriptosis generada por hipertermia pareciedsestauhada al
incremento en el calcio intracelular (figyw/5) que a los efectos del estrés oxidativo (figwirat).

Si el gran influjo de calcio generado durante la hipertermia fuera causante de $isegpfmoceso
debiera prevenirse incubando las células en un medio libre de calcio. Para comprobalilisa re
ensayo en otro grupo de pacientes y controles. Se observo que el secuestro da etloiedio
extracelular disminuye significativamente la eriptosis en los eritrocédsslpacientes generada

por el incremento de la temperatura (figuitab).
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FiguraVI-6: Rol del calcio en los eritrocitos de pacientes ESH por el efecto dmpersgturalos eritrocitos fueron
expuestos a ambas temperaturas suspendidos en el medio deidrcaba disponibilidad de calcio extracelulbuffer
Hepes con calcio) o sin calcio extracelular disponibigfér Hepes sin calcio y con EGTA). Se evalud el porcentaje de
células eriptdticas, la exposicion de FS y el contenido de calcio ioleaceEl menor influjo de calcio al medio
intracelular redujo significativamente la generacién de células eriptéticas xpdsia@on de fosfatidilserina en los
pacienes (P<0,05; N=6). El porcentaje de variacion se calcula como %Var = [(de3B,5- Medida 36,5) / Medida
36,5] x 100. Los resultados se expresan como (Me&BM).

Discusion

Los pacientes con diagnostico de ESH presentan frecuentemente un agravamiento de su anemia
durante los procesos febriles. Ha sido establecida la influencia de las citoquinas arr@lalds

la anemia asociada a los procesos inflamatorios secundarios a procesos inféRoiaates Gomez

et al 2001) En los pacientes ESH el incremento de la hemdlisis se observa dentro de las 48 horas de
iniciada la fiebre. Por este motivo, si bien las citoquinas pueden desempefiar algupacb es
probable que constituyan el mecanismo principal del agravamiento de la anemia duraseliel ep

febril. En base a este razonamiento se decidié estudiar si el incremento de la teanpecditur

tener un efecto directo sobre los esferocitos. El estudio se realiz6 a dos termetstarque

mimetizo la temperatura corporal (36() y la otra que represento el estado febril (386 °C
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En este estudio no se observé translocacién de FS en los eritrocitos de lospaniabtelos a
temperatura fisiologica. Este resultado es coincidente con lo hallado por Bumdabgradores
guienes sugieren que la exposicién de FS no constituye la causa de la remociontdecitssezn

las anemias hemoliticas, con la posible excepcion de aquellas debidas a la presencia de
hemoglobinas inestables o H{Eoas et al 1998)Sin embargo, el presente estudio muestra que la
incubaciénin vitro a38,5 °C de los eritrocitos de pacientes induce un significativo incremento de la
eriptosis, caracterizada por el encogimiento celular y la exposicion destSresultado sugiere

que la hipertermia produce un dafio celular directo y que los esferocitos de la ESH son mas
sensibles al incremento de temperatura, mientras que este incremento de lauesnpertuvo
consecuencias significativas en los controles normales. Este resultado no concuerda con e
publicado en un estudio recientedller et al 2012)que describe que los eritrocitos normales
muestran un significativo encogimiento celulaevaluado mediante citometria de flujo por
disminucién del FSE cuando son expuestos a alta temperatura. Sin embargo en dicho trabajo las

diferencias significativas se alcanzan empleando un incremento térmico extremo (37 °C)vs 41 °C

Algunos procesos fisioldgicos, como la sintesis de prostaglandinas, el envejecimidatoydalu
fagocitosis, estan asociados con mecanismos oxidagBuwak Cimen 2008)El estado oxidativo

en el eritrocito esta determinado por el balance entre los agentes oxidantes, como ROS vy los
compuestos antioxidantes como GSH. En varias anemias hemoliticas congénitas y adauiridas h
sido demostrado un alto nivel de estrés oxidaivoer et al 2004, Rachmilewitz et al 2005, Amer

et al 2006, Fibach y Rachmilewitz 2008s mas, la administracion de sustancias antioxidantes
contribuye a disminuir la hemdlisis vitro e in vivo en pacientes con ESfghoti et al 2011)En
situaciones patoldgicas, coraalos procesos inflamatorios, se observa una produccion exacerbada
de ROS(Chan et al 1999)Por este motivo se investigé si un mecanismo involucrado en las crisis
hemoliticas secundarias a procesos febriles podria ser el dafio oxidativo. Losscamizl

contenido de ROS y GSH fueron pequefios y no hubo significacion estadistica.

Es sabido que la sobrecarga de calcio intracelular genera alteraciones en ¢bgBuatcisin et al

2001, Lang et al 2004, Bosman et aD30Vota et al 2013)Como ya fue mencionado, Foller y
colaboradores encontraron que los eritrocitos normales sometidos a un cambio de temperatur
extremo (37 °C vs 41C) desarrollaban eriptosis y este proceso era acompafiado por un aumento
del calcio intracelular que resulta significativo a partir de la exposicidosderitrocitos a 39 °C
Coherentemente, los resultados expuestos en el presente trabajo no detectan incrementos
significativos en el contenido de calcio intracelular para los eritrocitapates ya que se los

expuso a una temperatura maxima de 3&5 Sin embargo el influjo de calcio resultd ser
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significativo en los pacientes. El contenido intracelular de calcio emcitids de pacientes y
controles normales no mostré diferencias significativas en condiciones sinailE®disiologicas
(36,5 °C).

Con el objetivo de confirmar que el influjo de calcio influye en el proceso tptibservado por

la hipertermia, se expusieron los eritrocitos normales y patolégicos a ambas tempecarporal
fisiologica y la del estado febril, en un medio en el cual pudieran incorporar calcio y en otro privado
de calcio extracelular. Se observo que el desarrollo de células eriptéticagposicion de FS en

los eritrocitos de los pacientes sometidos a hipertermia eran signéioatite menores cuando no

se disponia de calcio extracelular. Esto sugiere que la eriptosis geperddahipertermia es un
proceso que requiere la entrada de calcio a las células.

Para explicar el efecto de la temperatura sobre los eritrocitos normales, y=dthlaboradores
propusieron que el mecanismo implicado se caracteriza por la estimulacién dedec@aldos
produciendo pérdida de’l agua y generando en consecuencia la contraccion de las células. En
modelos animales de ESH se ha comprobado una mayor sensibilidad a la activacionl del cana
Gardos mediada por calcig-ranceschi et al 2005)de manera que el incremento de calcio
intracelular mediado por el aumento de la temperatura podria explicaraglolesde las crisis

hemoliticas observadas en los pacientes.

Otros mecanismos pueden ser responsables de la translocacion de FS inducida por lgasdérecar
calcio celular. Se sabe que, en condiciones fisioldgicas, la calpaina eslagor C& en los
eritrocitos humanogMichetti et al 1997) Se ha demostrado que en la eriptosis se produce la
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas con externalizacion de F& Wablaboradores
estudiaron los mecanismos involucrados en el modelo de eriptosis inducida por agdatéssox

de forma comparativa con la generada por la entrada masiva de calcio a la célula. Observaron que la
activacion de fosfatasas tendria un rol mas relevante en el modelo de ewsadade calcio a la

célula. En particular, el hallazgo de gran actividad de la proteina tifosfeasa 1B (PTP1B)

sugirié la participacion de la calpaina, proteasa dependiente de calcionecaeismo de eriptosis

(Vota et al 2013)

La exposicion de FS en la superficie celular puede constituir la sefal para el sedeidsso
glébulos rojos circulantes por los macréfagos. Es de esperar que el desarraiibodes &r vivo,
inducida por la temperatura, provoque una perturbacion en el delicado equilibrioleentre
produccion y la destruccion de eritrocitos. Los eritrocitos pueden entonces convertiédelan c

anormales, mas propensas a ser eliminadas por el sistema reticuloendoteliahnBatiria a la
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destruccién prematura de eritrocitos, reduciendo asi la supervivencias drismos y, por
consiguiente, causando anami

En conclusién, sobre la base de los presentes resultados, se propone que la hipertermiasdurante |
procesos febriles puede tener un efecto directo sobre los esferocitos, induciciods enipdiada

por la entrada de calcio, lo que contribuye al empeoramiento de la anemia en los faSidotak
desarrollo de la misma en individuos no diagnosticados.
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CAPITULO VII: Expresion de Acuaporina-1

La AQP-1 es una proteina gue se expresa en las membranas celulares. Descriptopgr Agest
en 1991, es la mas ubicua de las acuapotiResston y Agre 1991)Su funcion principal es

constituir un canal de aguagira VII-1).

hemipore-1 hemiporo-2

extracelular

bicapa
lipidica

mtracelular

reloj de arena

HOOC

Figura VII-1 Estructura de la AQP-1. Se compone de dos dominios en imageunlasp8eis segmentos de estruca
hélice (1-6) atraviesan la membrana estando unidos por cinco lazos &-Bzo B (intracelular) y el lazo E
(extracelular) se pliegan hacia la membrana para formar el canbhbsAlazos son portadores del triplete asparragina-
prolina-alanina (NPA) caracteristico de todas las acuaporinas. La zenateeto de los tripletes NPA constituye el sitio
mas estrecho del parba estructura se ensancha hacia ambos lados de la membrana por lo que se la denomina “reloj de
arena” por su semejanza con éste. En rojo se destaca el residuo Cys-189 sensible a la inhibicién por mercurio. Aunque
cada acuaporina forma por si sola un canal, en la membrarar ;guensambla en grupos de cuatro. El arreglo
tetramérico confiere mayor estabilidad de las proteinas en ehefifddico. Adaptado dégre et al 1998.

Mediante el pasaje de agua a través de la membrana celular, las acuaporinas permgpido

cambio del volumen celular como respuesta a la modificacion de la tonicidad del medio externo.

En el eritrocito humano se han descripto dos acuaporinas A®fedton y Agre 1991, Preston et
al 1992)y AQP-3(Roudier et al 1998 y 2002ksta Ultima es una acuagliceroproteina que no soélo
es permeable al agua sino que también facilita el flujo de glicerol y de ureambargo su
importancia en el transporte acuoso e incluso su presencia en el eritrocito esedd(Mang et

al 2001)

Durante la eritropoyesis la membrana eritrocitaria es extensamente remodelada.d8schipto

dos niveles importantes que regulan la expresion de las proteinas de la membrana: unel durante
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proceso de enucleacién del eritroblasto acidéfilo y posteriormente, durantaodetacion de la

membrana del reticulocito que conduce a la obtencién del eritrocito maduro.

Durante la enucleacion del eritroblasto las proteinas de la membrana plagnugicitoesqueleto

se reorganizan dinAmicamente mientras el nlcleo, rodeado de membrana plasmatica, se separa
generando un nuevo reticulocito. La particién de las proteinas de membrana entre el nlcleo extruido
y/o el reticulocito naciente no es equitatifleoury et al 1989, Bell et al 2013) uno de los
mecanismos que regula la particion es el grado de conectividad de las proteinas al @toesquel
(Salomao et al 2010Esto sugiere que en la ESH no sélo la pérdida continua de la membrana del
eritrocito maduro justificaria el hallazgo de la deficiencia de mas de una proteieantheama sino

gue deficiencias multiples podrian estar establecidas desde la concepcién del reticulocito.

Blanc y colaboradoreg®2009) han demostrado que en reticulocitos jovenes obtenidos de ratones, la
AQP-1 se encuentra expresada en la membrana plasmatica y en el compartimiento endosomal,
mientras que en el eritrocito maduro (que carece de compartimientos intracelglaeds)
expresada soélo en la membrana plasmatica. Los estindioBo mostraron que en condiciones
hipertdnicas se bloquea la liberacion de AQP-1 en los exosomas del reticulooimeinizndose

su expresion en la membrana eritrocitaria. Postulan que mecanismos de ubiquitinacién o
fosforilacion determinarian la incorporacion del pool de AQP-1 en la membrangberaaion al

plasma por via exosomaligfira VII-2). Los mecanismos mencionadosaymodificacion de la
expresion de AQP-1 mediante ubiquitinacion fueron demastrad trabajos previos de otros
autoregHershko et al 1979, Leitch et al 200E) estudio de Blanc y colaboradores demuestra que

la tonicidad del medio influye en la remodelacion de la membrana del reticulocitmidatedo la
expresion de AQP-1 en la membrana eritrocitaria. La remodelacién de la merplvdneida
durante la maduracion del reticulocito es de fundamental importancia ya que conduce a la

modificacion de sus propiedades reoldgicas y morfolodldaset al 2010)
En base a lo expuesto podemos establecer que:

a) Alteraciones en el anclaje de proteinas de la membrana pueden generar defidiencias
proteinas en el eritrocito maduro.

b) La AQP-1 esta involucrada en los rapidos cambios del volumen celular ya que snciphpri
es constituir un canal de agua.

c) Durante la maduracion del reticulocito, se modifica el nivel de expresion de AQReLeteo

a la osmolaridad externa.
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Condiciones isotonicas Condiciones hipertonicas
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Figura VII-2 Modelo propuesto por Blanc y colaboradores para la regulacida depresion de AQP-1 durante la
maduracion de los reticulocitos. En condiciones fisiolégicas (medionisojélos niveles de AQP-1 son regulados a
través de la via exosomd&n condiciones de estrés osmotico la secrecion de AQP-1 esta inhibligdlpmente por
regulacion de su ubiquitinacién o de su fosforilacion. Debidtase redirecciona de la via secretora a la via de reciclaje
aumentando la expresion de AQP-1 en la membrana, ayudandta asil@a a contrarrestar el choque osmotico. Por el
contrario, el trafico del receptor de transferrina (R-Tf) no se ve afectada perturbaciéon osmética y continta siendo
distribuido y secretado por la via exosomal. AdaptadBlaec et al 2009

El esferocito presenta un comportamiento osmotico diferente del eritrocito normal. Lass prueba
diagnosticas de Fragilidad Osmotica y Criohemdlisis ponen de manifiesto esesciife En
ambas pruebas, el pasaje de agua a través de la membranao u otro sentidoconstituye el
mecanismo prevalente. Es posible entonces que el eritrocito ngretatsferocito muestren un
nivel de expresion diferente de AQP-1, teniendo en cuenta que éste Ultimo presentaidisaiénuc

alguna de las proteinas de membrana, pudiendo influir en el anclaje de otras.
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Participacion de AQP-1 en las pruebas de FOE y CH

Los resultados de las pruebas diagnosticas que involucran el pasaje de agua a través de la membrana
eritrocitaria debieran verse afectadas si se realizan en presencia de inhiledad@i3-dl. Ademas,

si el nivel de su expresion fuera diferente en controles normales y paciergasde esperar un

efecto desigual. Ha sido profundamente estudiado el efecto inhibidor que ejercennddtesm

moléculas y iones sobre el transporte de agua mediada por AP et al 2006)

Para evaluar la presencia de AQP-1 y su posible influencia en la etiologia dertaedafd, se
realizaron las curvas FOE vy la criohemdlisis (CH) en presencia de inhibido®®R-1: HG' y
CUW?*. Las concentraciones utilizadas en los ensayos son las descriptas para inhiti-1ad&Q
acuerdo a lo establecido en la literatura: una concentracion mayaié 8 Hg* podria interferir
en los canales ibnicos y una concentracion menor@vilo logra inhibir la AQP-1 aunque genera

caracteristicas asociadas a eript@Bisele et al 2006)

Curvas de Fragilidad Osmética Eritrocitaria

Muestras de sangre heparinizada fueron incubadas durante 3,5 h con distintas camzntraci
finales de HgCl Finalizado el tiempo de incubacion se efectuaron las curvas FOE en la forma
tradicional. El proceso de lisis en medios hipoténicos no se ve alterado pabiEidnide la AQP

en todo el rango de concentracion de inhibidores utilizadar#f VII-3). La observacion de los
frotis efectuados luego de finalizada la preincubacion con HuytCmostraron alteraciones en la
morfologia eritrocitaria. Tampoco arroj6 diferencias el analisis por cit@argriflujo en cuanto a
tamafio (FSC) y complejidad (SSC) de los eritrocitos suspendidosa(iVIl-4). La cinética del
proceso evaluada entre 0 a 15 min muestra el mismo porcentaje de lisis en preseseiaia de
inhibidores (fgura VII-5).
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Fragilidad Osmética Eritrocitaria: efecto del Hg Fragilidad Osmética Eritrocitaria: efecto del Hg
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Figura VII-3 Curvas de fragilidad osmética eritrocitaria realizadas con muestragie $&parinizadas preincubadas con
HgCl, en diferentes concentraciones finales. No se observan efectos inhilitolzdsemodlisis.
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Figura VII-4 Complejidad y tamafio de los eritrocitos preincubados con HgCiliferentes concentraciones finales. No
se observan efectos en los parametros evaluados.
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—e— Muestra Control
—s— Muestra con HgCl,
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Figura VII-5; Cinética del proceso hemolitico. Eritrocitos controles y preincubadddg®h fueron suspendidos en una
solucion 0,40% délaCl (tubo 8 de las curvas FOE) determinandose el porcentaje de hemdlisis iaitmal 3,5, 8, 10 y
15 min. No se observa diferencia en la cinética de la hemdlisis con la preséitidiior de AQP1.

La prueba FOE se desarrolla a temperatura ambiente de manera que el ingreso|ldeiaguaca
podria realizarse por difusién través de la capa lipidica, enmascarando el pagaja doOAQP-1.
Para evaluar este efecto se realiz6 el procedimiento°@. Nuevamente no se encontraron
diferencias cuando el inhibidor se hallaba presente y el transporte difiestaréh minimizado por

efectos de la baja temperaturigfa VII-6).
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Figura VII-6: Curvas FOE. La muestra fue preincubada a temperatbraraencon los inhibidores de AQP-1. La curvas
FOE fueron realizadas manteniendo las soluciones salin&s adra minimizar el transporte de agua por difusion. No se
observa efecto por la presencia de los inhibidores.
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Podemos concluir que el proceso de lisis en medios hipotonicos no se ve alterado por laninhibicid
de la AQP-1 en todo el rango de concentracion de inhibidores utilizada. Tampacalsrada la
cinética del proceso evaluada entre 0 a 15 min por presencia de inhibidores. Realipprwksela
bajas temperaturas para evitar la difusion de agua a través de la capa lipidicaentewno se
encontraron diferencias cuando el inhibidor se hallaba presente. Mathai y addabsr
demostraron que otros mecanismos, adicionales a la AQP-1 y la difusion, intergierian

introduccion de agua en los eritrocitos y sugieren al transportador de glucosa ghotl co
responsablé@Mathai et al 1996)

Los ensayos efectuados en medios hipoténicos no permitieron inferir una expresionediferen

AQP-1 en el esferocito debido a que el ingreso de agua se realizaria por varias vias simultaneas.

Criohemolisis

En los ensayos de criohemdlisis, las células se suspenden en un medio hiperténico de manera que se
produce deshidratacion del eritrocito.

Los ensayos en muestras de controles normales y pacientes con ESH se llevaron d&aalo util

una concentracion final de HgCI0 uM. Esta concentracion mostré un méximo efecto en la curva
dosis-respuesta (figura VII-7)

% Aurm CH = (CH inh - CH basal) / CH basal x 100
100

ED
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&)
40
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10

10

o FELFE

¥ Aumento de CH

] 10 20 30 40 50
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Figura VII-7: efecto de la presencia de inhibidor de AQP-1 en laemdlisis de eritrocitos normales. Concentraciones
mayores a 5QM podrian alterar el transporte de cationes.
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Las muestras expuestas a los inhibidores de AQP-1 mostraron mayor criohemdlisis, stendo e
efecto mas pronunciado en los controles normales que en los pacigntas\(fl-8).

150+

100+ _I_

a1

Incremento de Crichemolisis (%)

Ch ESH CN ESH
40 b Hg 't 400 M cu®*

Figura VII-8: efecto de la presencia de inhibidor de AQP-1 en laamidlisis de eritrocitos normales y pacientes con
ESH El incremento de la criohemdlisis en los controles es significativamente oize en los paciente€N=8, ESH=9,
P < 0,05).

El eritrocito normal es sumamente plastico y la deshidratacién paulatina en un medio hiperténico es
acompafiada por los cambios en su forma y volumen. Con el bloqueo de los canales AQP-1 se
impide la salida de agua, lo que generaria en el eritrocito una deplecion mas prefukda d
intracelular y consecuentemente un incremento significativo de la lisis. En &oene
criohemdlisis el defecto en las proteinas de membrana genera la falta dedathsie los
eritrocitos de los pacientes y es responsable de la gran lisis que sufraneatiochipertonico. El

menor efecto registrado con la inhibicion de la AQP-1 en los pacientes puede dehaesel

proceso de deshidratacion no constituye el mecanismo principal de la criohemdlisis. Sin embargo,
no puede descartarse la hipétesis de una expresiéon menor de AQP-1 en el esferoditmia cua

responsable de registrar un menor efecto con su inhibicion.
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Expresion de AQP -1

Inicialmente se planted la hipétesis de que los esferocitos podrian presentar emtsana un
contenido diferente de AQP-1. Los ensayos de inhibiciébn en medios hipoténicos no permitiero
corroborarlo. Sin embargo, la inhibicion en medios hiperténicos podria ser consistenieac
disminucién de la expresién de los canales de agua en el esferocito respecto deodisserit

normales.

Se determiné la expresion de AQP-1 en 6 controles normales (CN), 10 pacieri&tHc(hleves,

3 moderadas, 2 severas, 3 esplenectomizados), 1 con anemia hemolitica autoinmune RHAI) y
portadores sanos (PS). Las ESH y los PS presentaban deficiencias aisladas y/o combinadas de
ankirina, espectrina, proteina 4.1 y proteina 4.2 (tabla VII-1). En el frotis AelAl se observé
marcada presencia de esferocitos, sin embargo la formacion de los mismos responden a una
etiologia diferente de la ESH. Este control se incorpora con la finalidad de carrgber los

hallazgos se relacionan a la patologia en estudio.

Severidad Protgma Edad Pruebas alteradas
 deficiente
PS 4.1 14a Ninguna
PS 4.1;4.2 48 a Ninguna
PS | 41;Sp | 35a Ninguna
Leve 4.2 32a CF
Leve NR 26 a CF-CH-AH-FOE
Moderada NR 18 a CF-CH-AH-FOE
Moderada NR 3m CF-CH
Moderada NR 18 m CF-CH
Severa NR 8m CF
Severa NR 5m CF-CH-AH-FOE
EPT Ank 11 a CF-CH-AH-FOE
EPT 4.1;4.2 37 a CF-CH-AH-FOE
EPT Sp; 4.1 37a CF-CH-AH-FOE

Tabla VII-1: descripcion de los pacientes evaluados para la expre®o AQP1l. PS: portador sano; EPT:
esplenectomizado; Spespectrina; Ank: ankirina; NR: no realizado; CF: citometria de flujo con 5’EMA; CH:
criohemdlisis; AH: autohemdlisis; FOE: fragilidad osmotica eritrocitaria.

La expresion de AQP-1 result6é disminuida en todos los pacientes con ESH respecto ti®lun con
normal procesado simultaneamente. Cabe destacar que no se encontrd disminucion dada expre
de AQP-1 enel paciente con anemia hemolitica autoinmune (AHAI) que presentaba visibles

esferocitos en el frotis, el nivel de expresion no difiere del control normal (figur@sy VII-10).
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Figura VII-9: Expresion de AQP-1 evaluada mediante citometria fiedan permeabilizacion y doble marcacion (ver
Materiales y Métodos). Arriba: Histogramas superpuestos y dots plots correspondiem@esde los ensayos tipo.
Pacientes ESH (ID 165, 167 y 168). Paciente con anemia hemoliticanaune (AHAI). Dots plots: arriba, de izquierda
a derecha, pacientes ESH 165, 167 y 168. Abajo, de izquieddeeeha: control normal, paciente AHAI y control de
isotipo. La expresion de AQP-1, evaluada mediante la mediana dedatkm& fluorescencia o por el porcentaje de

eritrocitos con expresion positiva, resultdé disminuida en todos los fexieon ESH respecto de un control normal
procesado simultineamente. Los gréaficos corresponden a un ensayo tipo.
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FiguraV11-10: Expresion de AQP- Porcentaje de expresion de AQP-1 en los pacientes ESH (N=13) redpdo®
controles normales procesados simultdneamente (N=5). La expresioQRle Ae expresa con la mediana de la
intensidad de fluorescencia: (Med F*corregida del paciente/ Med F*atardgl control) x 100La expresion de AQR-

en los pacientes ESH difiere significativamente de la de los CN y del paciemtelabiKruskal-Wallis, P = 0,0011).

Una pregunta esencial es si la disminucién de la intensidad de fluorescencia que se ole®rva en
pacientes responde a una menor densidad de moléculas de AQP-1 o si es el resultado de una
medicion efectuada en una célula mas pequefa. Los pacientes ESH no esplenectomizados presentan
un VCM significativamente menor al de los controles normales (en Capitulbld, ii-2). La

diferencia de tamafios logra apreciarse por citometria de flujo en algunos pacientes l(fijliya V
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Figura VII-11: Distribucién del tamafio celular evaluado por citometdaflujo. Histogramas superpuestos para el
detector FSC en los ensayos de expresién de AQP-1. Los histogramagastos (gris) corresponden a controles
normales procesados en forma simultanea con los pacientes, losahiste@n color corresponden a pacientes ESH. A la
derecha: dos pacientes presentan una marcada disminucién del teni@gieritrocitos (en azul y verde), los restantantes
pacientes no muestran diferencia respecto de su correspondiente control normal.
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Al analizar la expresion de AQP-1 en las poblaciones eritrocitarias dedguefio, se observa que
la expresion de la proteina en todos los pacientes siempre es inferidelactatrol normal. La
pérdida progresiva de la proteina es mayor para los pacientes ESH que para eiaonatoEn el
paciente con AHAI y visibles esferocitos en su frggobserva un comportamiento similar al del
control normal (figura VI11-12).
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Bondad de ajuste {)r 0,9937 0,9907 0,9906 0,9180 0,9183
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Figura VII-12: Expresién de AQP-1 en funcion del tamafio celulas. dritrocitos se clasificaron en subpoblaciones de
igual tamafio mediante la definicion de pequefias regiones (50 aitlades arbitrarias) en el histograma FSC. Para cada
una de estas subpoblaciones se registro la expresion de AQP-1 mediante ladesitlimnescencia.
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Analizando de igual manera el contenido de la Banda 3, evaluad&«&sina maleimida, se
observa un comportamiento analogo en cuanto a la mayor pérdida de la proteina en los pacientes
ESH (figura VII-13).

En base a lo expuesto, se puede concluir que la menor expresién de AQP-1 no estd vinculada a un
menor tamafo del eritrocito. EI comportamiento similar de los eritrocitos de ld YAH& control
normal, que difiere del hallado en las ESH, refuerza la hipétesis de que la expresiénateilzesspr

depende del anclaje eficiente de las mismas a la membrana eritrocitaria.
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Figura VII-13: Evaluacion del contenido de Banda 3 en funcidrtageafio celular. Los eritrocitos se clasificaron en
subpoblaciones de igual tamafio mediante la definicién de pequefiagseiorunidades arbitrarias) en el histograma
FSC. Para cada una de estas subpoblaciones se registegsidad de fluorescencia media de la 5’EMA.

En algunas muestras de pacientes se estimé el nimero de moléculas de AQP bt jeaita lo

cual debi6 cambiarse el anticuerpo conjugado, ya que solo se dispone comercialhente de
calibrador con ficoeritrina (PE). Este fluorocromo no es el mas conveniente cuando la marcacion es
intracelular ya que presenta un mayor impedimento estérico. A pesar de ello esitgjercle
expresion deAQP-1 es similar al obtenido con FITC. Se logd@nfirmar una menor expresion de

AQP-1 en los eritrocitos de los pacientes respecto del control noigaia(i/11-14).
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Figura VII-14: Determinacion cuantitativa de AQP-1 por citometria de flujo etreymacientes con ESH y un control

normal. La cuantificacion se realizé mediante permeabilizacion lg dadrcacion. La curva de calibracion fue realizada
con QuantiBrité"-PE.

En ensayos en los cuales se realizd con la misma muestra la determinacién de la expredfén de AQ
1y la criohemdlisis basal y con inhibidor, se observaron valores mayoreshn@ilisis para las
muestras que expresaban menor cantidad de AQP-1. Coherentemente, la presenciaHdg" iones
afectaba en mayor medida a las muestras con mayores niveles de AQP-liquradYi(F15). Para

la totalidad de la poblacion estudiada se encontrd correlacion signifi¢ativa 0,65,P < 0,09

entre el % de expresion de AQP-1y % de CH (ensayos no simultangas) \fl1-16).
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Figura VII-15: Relacién entre los niveles de expresion de AQP-1 detelosipar citometria de flujo con: a) valor de la
Criohemodlisis b) incremento de la CH por la presencia de iones mercurio.
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Figura VII-16: Relacion entre los niveles de expresion de AQP-1 deterrsipadeitometria de flujo y el porcentaje de
la Criohemodlisis (determinaciones no simultaneas).

Los pacientes estudiados pertenecian a diferentes grupos de severidad. El andlisppesda dg
AQP-1 permitié establecer que la AQP-1 se encuentra disminuida en la ESH y estaai@sm
correlaciona con el grado de severidad clinica. Los pacientes pertenecen a difeugags gr
familiares y con deficiencias aisladas y/o combinadas de las diversas protetiadassa ESH
(figura V11-17). Consistentemente se encontrdé una correlacién significativa entre la expiesion
AQP-1 y los niveles de hemoglobina al momento del estuidjoréfV11-18).
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FiguraVI11-17: promedio de expresion de AQP-1 segun subgrupo de severidad.
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Figura VII-18 Correlacién entre el promedio de expresion de AQHa concentracion de hemoglobina al momento del
estudio. Los pacientes esplenectomizados fueron excluidos.

Osmolalidad sérica

En experimentosn vitro, Blanc y colaboradores demostraron que si la maduracion de los
reticulocitos se producia en un medio de mayor tonicidad, los eritrocitos obtenidos expresaba
mayores cantidades de AQP-1 en su membrana. Para corroborar si estos cambiogoduaren

se determinaron las osmolalidades de los sueros en un grupo de pacientes y contnales. nor
Consistentemente con el hallazgo previo de la menor expresion de AQP-1 en paciensesyée ob
que las osmolalidades de sus sueros (n=13; leves 4, moderados 4, severos 2, esplene@pmizados
fueron significativamente menores que las de los individuos normales (R=20QE: 270,5+ 1,57

vs 275,9 1,50 P= 0,015 (fgura VII-19).
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Figura VII-18 Osmolalidades de sueros de controles normateSEM: (275,91t 1,50; N=20) y de pacientes (270,63
1,57; N=13). Cada determinacion fue realizada por triplicaddifeaencia (5,38 mmol/Kg) es significativa (Manrn
Whitney, P = 0,0149)

Discusion

La primera descripciéon de disminucién de AQP-1 asociada a una patologia eiigrdcitar
realizada por Peter Agre y colaboradorfgsggre et al 1994)en un paciente con anemia
diseritropoyética congénit®osteriormente en un estudio sobre el macrocomplejo Banda 3 también
se la describié disminuida en un paciente deficiente para Banda 3 homocigota y erkretckes
out Banda 3 -/{Bruce et al 2003)En el presente estudio se observa que la AQP-1 se encuentra
disminuida (10 - 55%) en todos los pacientes estudiados (N=13) y esta disminucitatiooae

con el grado de severidad clinica. Los pacientes pertenecen a diferentes grupamegaynidon

deficiencias aisladas y/o combinadas de las diversas proteinas asociadas a ESH.

La disminucion en la expresion de AQP-1 podria deberse a una segregacion anémala durante el
proceso de enucleacion del eritroblasto ya que en la ESH se encuentra alterado el grado de
conectividad de las proteinas al citoesqueleto. Este mecanismo fue demostrado pamrateinas
en modelos murinos de ESH y de Eliptocitosis Congdigdomao et al 2010)AGn mas, en la
maduracion de los reticulocitedn vivo- podria acentuarse la pérdidaA@P-1 por via exosomal
ya que, como hemos comprobado en el presente estudio, las células se encuentran innmersas en u
plasma de menor osmolaridad respecto de individuos normales. La regulacion de la expresiéon de

AQP-1 mediada por la tonicidad del medio fue demostiadeitro por Blanc y colaboradores
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(2009) Los datos obtenidos sugieren que este mecanismo podria observeirsehabiéndose

hallado una mayor expresion de AQP-1 en los individuos con mayor osmolalidad sérica.

Es interesante mencionar que la administracién de eritropoyetina en adultos samasugene
aumento de la expresién de AQP-1 en los eritro¢Rentsch et al 2006 eniendo en cuenta el
hallazgo de la disminucion de la expresion de AQP-1 relacionada con la severittadddifa

ESH, podemos hipotetizar que éste podria ser al menos uno de los mecanismos por los cuales la

administracién de Epo mejora transitoriamente el cuadro clinico de los pacientes.

En aproximadamente un 10% de pacientes ESH no puede identificarse la mutacién en el gen
responsable de la alteracion en la proteina de mem@xanaMohandas 2008Un estudio reciente
mostrd que mutaciones en el gen GATAL generan deficiencias simultdneas de erpréspin1,

Banda 3 yn-espectrina desencadenando un cuadro compatible cofHeESEgawa et al 2012)

La ESH, patologia basada en la alteracién de diferentes proteinas de mensraitagsqueleto,
constituye un grupo heterogéneo de desdrdenes si se considera la severidad clitesagitm a
proteica involucrada. Dichas alteraciones no logran explicar totalmenteelidaevde la anemia.

No existe relacion entre la severidad del cuadro clinico y la proteil@andembrana alterada. La
menor expresion de AQP-1 proporciona una alteracibn en comun en los pacientes y puede
correlacionar con la severidad de la anemia independientemente de cual sea na ptei

membrana afectada.
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Aspectos clinicos y evolucion de los pacientes

El tiempo de seguimiento de los 86 pacientes con ESH evaluables para evoluciontkaidnges

y 33 afos. Clasificados por formas clinicas, 29 fueron leves (33,7%), 38 moddraadés) (y 19
severas (22,1%).

Se detectaron 5 casos de crisis aplasicas secundarias a infeccion por paidviilsanalisis del
comportamiento de cada caso durante el curso de enfermedades febriles permitié estat#ecer que
67,2% de los pacientes hacian repetidamente crisis hemoliticas severas apiswosiéos febriles

de etiologia tanto viral como bacteriana.

En 89 pacientes se dispuso de los antecedentes al nacimiento. De ellos, 72 (80,9%6) habia
presentado ictericia y/o anemia en periodo neonatal. Se observé que la incidencia de estas
manifestaciones neonatales era significativamente mayor en las formas modeedaaque en

las leves (figura VI-1). Como tratamiento, requirieron luminoterapia 57 pacientes
exsanguineotransfusion 4 casos (figura VI-2).

Leves 60,7 %

Moderadas

Severas

6] 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Figura VI-1: Incidencia de manifestaciones neonatales (ictericia y/o anemim) segeridad de la evolucién clinica. La
incidencia es significativamente menor en las formas leves (chi cuadradd@)%) < 0

Tesis Doctoral Pag 146 de 167 Renée Leonor Crisp



ANEXO

-
- -
-
- T

-

Y N
\“‘ \\\
. Sin - Con \
| Antecedentes Antecedentes
| Neonatales < Neonatales EXT
17 ptes 72 ptes
19% 0 4 ptes
81% 5 6%

P

__________ Sin tratamiento
11 ptes
15,3%

Figura VI-2: Incidencia de manifestaciones neonatales (ictericia y/o anemia)nyieératarequerido. Fueron evaluables
para estas variables 89 pacientes con diagnostico de ESH. LMT: luminoterapiax&xduieeotransfusion.

Al evaluar la evolucién de la enfermedad, no se pudo demostrar asociacion entre selricdad
forma de transmisioén o deficiencia proteica predominante. Tampoco se observésestitEtopos
de severidad diferencia significativa en lo relativo al resultado de las prdigsdsticas

confirmatorias (en capitulo V, ver figura V-18).

Presentaron litiasis biliar el 21% de los pacientes. La edad al diagnéstico fue220]7afos (4 -

59 afios; mediana 10,5 afos).

Los resultados de las distintas medidas terapéuticas utilizadas en estos paciendesnniostr

siguientes datos.

La cantidad de transfusiones recibidas por paciente varié entre 0 y 29 {mb&a3,6+ 5,8;

mediana 1,0). El 37,7% de los pacientes no recibioé ninguna transfusion.

Se realizd esplenectomia en 24 pacientes. La edad media al procedimiento fuel 16 7afos
(mediana 11,6 afios). En 15 pacientes (62,5%) se realiz6 por via laparoscopi¢h &&o3 por
laparotomia y en 5 (20,8%) se comenz0 por laparoscopia pero debid terminarse pmmiéparo
Todos los pacientes alcanzaron valores de hemoglobina normales después de la operacion, que

fueron sostenidos durante el tiempo de seguimiento. La Unica complicacion perioperatoria fu
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perforacion diafragmatica intraoperatoria en un nifio. En un solo paciente se ldeperistencia

de un bazo supernumerario luego de la esplenectomia, pero hasta la fecha continua con
hemoglobina en valores normales. Como profilaxis de la sepsis postesplenectomia, godos lo
pacientes menores de 18 afios recibieron vacunacioén previa para estreptococo, neumococo y
H.Influenzae, y profilaxis antibidtica con penicilina/amoxicilina luego de la operakdidgsta la

fecha ningun paciente ha padecido algun episodio infeccioso severo.

Se realiz6 colecistectomia en 14 de los 121 pacientes. La misma fue realizada amates de |

esplenectomia en 6 de ellos y simultaneamente con la misma en 8 casos.

Discusion

En el recién nacido la ictericia es el sintoma mas frecuente, presentésetdeh©0% de los
pacientes diagnosticados en esta etapa, asociandose a anemia en 50 - 80% de(R&moasos

1958, Trucco y Brown 1967, Schroter y Kashnitz 1988)estima que aproximadamente el 50% de

los pacientes a los que se diagnostica ESH presentan como antecedente el haberigiadei@gido
neonatalStamey y Diamond 1957, Burman 1958, Schroter y Kashnitz 1983, Pinto et al 1995)
estando siempre presente el riesgo de kernic{@uwsnan 1958, Berardi et al 2006, Sgro et al
2006) Saada y colaboradores comunicaron que el 1% de los neonatos que requerian luminoterapia
padecian ESHSaada et al 2006)y Christensen y Henry recientemente han llamado la atencién
sobre su subdiagnoéstico, postulando que la ESH es una causa significativamente ignorada de
hiperbilirrubinemia neonatdlChristensen y Henry 2010kl antecedente de ictericia y/o anemia
neonatal estuvo presente en el 80,9% de nuestros pacientes, valor superior al 50fer6tdo

por otros grupo$Stamey y Diamond 1957, Pinto et al 1995, Gallagher 2005, Mariani et al .2008)

La explicacién para esta diferencia no estéa clara, pero no puede descartarse laainftutantores
genéticos de nuestra poblacién que determinen un distinto comportamiento dernedadeen

este periodo de la vida.

La distribucion de las distintas formas clinicas en nuestra poblacion fue sitailde atras series
de pacientegMariani et al 2008, Grace y Lux 20090 se pudo demostrar asociacion entre
resultados de las pruebas de laboratorio y la evolucién del paciente. La asamaaéiipo de
transmision y severidad de la enfermedad es actualmente motivo de contrélgusias autores
opinan que las formas no dominantes son mas severas que las dom{Bhatest al 1990
Miraglia del Giudice et al 2001, lolascon y Awvisati 2008 embargo, en nuestros pacientes no

pudimos demostrar dicha relacién, coincidiendo con lo informado por Mariani y colaboradores en
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su serie de 300 pacient@dariani et al 2008) A diferencia de otros autor¢&ramburu Arriaga et
al 2000, Delhommeau et al 2000, lolascon y Avvisati 2@¥&ervamos 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. En series publiaatis del
advenimiento masivo de la ecografia, se estimaba una incidencia de 37 - 436tesceates y

adultos, y aproximadamente 5% en nifi@apetti et al 2005)Es probable que, si se realizara una
deteccién rutinaria y precoz, esta incidencia se elevaria considerablemente. En una busqueda
sistemética realizada a pacientes de 4 a 22 afios de edad, Tamary y col. encontraron uria incidenc
de 41%, por lo que recomiendan examen ecogréafico anual a partir de los @afasy et al

2003) Es probable que la menor incidencia en nuestra poblacion de pacientes se deba al hecho de

gue recién en los ultimos afios se ha comenzado con la deteccion precoz sistematica de la litiasis.

La esplenectomia corrige la sintomatologia de la enfermedad en casi todoseotepaon ESH,

debido a que se elimina el principal érgano donde los eritrocitos sufren severos camstnos y
finalmente destruidos. La anemia y la hiperbilirrubinemia se corrigen totalmente¢uento
reticulocitario desciende a valores normales o cercanos a lo normabirivida eritrocitaria se
normaliza(Grace y Lux 2009)En la totalidad de los pacientes de nuestro grupo en los que se
realiz6 se obtuvo remision completa de la sintomatologia. A diferencia deaatores(Grace y

Lux 2009) nuestros resultados no mostraron ninguna mejoria en las curvas de FOE luego de la
esplenectomia. Si bien la sepsis fulminante es la mayor complicacion postesplenestomi
desconoce su real incidencia actual en pacientes que han recibido prevenciéon con vacunas y
profilaxis antibidtica. En nuestra serie no hemos tenido ningdn caso, coincidiendo con otros

informes(Jugenburg et al 1999)
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La ESH es la anemia hemolitica hereditaria méas frecuente en sujetos caucasicmiddrzcia se

ha estimado en 1 cada 5.000 nacimientos en el norte de EMopan et al 1962) Estudios de
fragilidad osmética eritrocitaria (FOE) efectuados en controles sanos estabie prevalencia de

1 cada D00 habitantegGodal y Heisto 1981, Eber et al 1992unque esta prueba no posee la
maxima sensibilidad para detectar los casos subcliifi@oison-Maggs et al 2004,Grace y Lux
2009, Crisp et al 2011)Se la conoce también como enfermedad de Minkowski-Chauffard por
haber sido quienes describieron el aspecto clinico y proporcionaron el primer méagstico

de laboratorio en 1900 y 190°&spectivamente. Hasta los afios 70, el diagndstico de ESH se basaba
en el cuadro cliniceanemia, ictericia y esplenomegalia- y desde el laboratorio sélo se disponian de
la prueba de autohemdligiSelwyn y Dacie 1954) las curvas de fragilidad osmética. La técnica

de electroforesis discontinua con SDS, descripta por Laemmli en fl@78plicada al estudio de

las proteinas de la membrana eritrocitaria permitiendo establecer quedgi@tie la enfermedad
subyacia en los defectos cuali o cuantitativos de las proteinas de la misma,apaditiede
aquélas que estan vinculadas al anclaje del citoesqueleto con la bicapa lipidica (“interacciones
verticales”): espectrina, Banda, &nkirina y proteina 4.2. Los avances de la biologia molecular no
resultaron efectivos para la aplicacion diagnéstica de rutina dado que las basessgdadtica
enfermedad involucran a multiples proteinas con variadas alteraciones. @ass3fanscurrieron

hasta que nuevas técnicas diagndsticas fueran desarrolladas. Sin embargo, en nuestro pais no

estaban disponibles.

El principal objetivo de esta tesis consistid6 en desarrollar y difundirs esuevas técnicas
diagnésticas. La implementacion de las mismas en forma conjunta con las tradiciomalé§ per
establecer los alcances y limitaciones de cada una. Los resultados obtenmiusertes con
anemias hemoliticas de otras etiologias fueron valiosos para esclaagrersticos diferenciales.
Los valores hematimétricos no permiten establecer la diferente etiologia amngaier de ADE
>17 y un valor de CHCM >33 son orientativos de ESH (tabla 11-7). Las curvas FOE dlersar
agregado de orientar el estudio hacia las hemoglobinopatias o a la coexistenciapodtgiss
cuando se observa un perfil resistente. Esta informacion no la provee ni la CH ni la S’EMA-CF.
Hemos establecido que estas dos Ultimas pruebas tienen la gran ventaja deessgeatmsibles y
especificas para el diagnéstico de ESH. Mediante el andlisis de curvas ROC lsei@stalios
valores de corte: para CH > 2,6% (Sensibilidad 93,4%; Especificidad 94,1%; VieR)rg para
5’EMA-CF una disminucion de la IFM > 17% (Sensibilidad 85,1%; Especificidad 97,7%; figura V-
15). La CH se constituyd el prueba mas sensible y la 5’EMA-CF en la mas especifica. Sin
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embargo, es importante destacar que con valores de CH > 4,6% se obtiene un 100% de
especificidad. La combinacion de estas pruebas permite incrementar la certeza diagnéstéica dado
elevado CP+37,0) para 5’ EMA-CF y el muy bajo CP- (0,07) para CH. Para establecer el punto de
corte 6ptimo de la FOE-CF se requiere de una mayor difusion y experiencia. Sotopestan
publicado su experiencia con esta prueba, siendo nosotros uno de ellos. La incorporacion de un
mayor nimero de pacientes trajo aparejado corrimientos en el punto de corte, Sijuadambién

es reflejada por otros investigadof&him y Won 20135in embargo, considerando la utilidad de

la prueba con criterio diagnosticoo e screening aconsejamos mantener un valor de corte bajo

(< 22,8%) evitando asi los falsos positivos y reforzando la especificidad (figura V-7). Realizando en
forma simultanea las tres pruebas (CH, 5S’EMA y FOE-CF) puede establecerse el diagndstico en el
95,9% de los pacientes, obteniendo los resultadoguera necesarioen el mismo dia de la
extraccion. La incorporacion en las Guias de la Sociedad Argentina de Hematologia de estas
pruebas para el diagnéstico de ESH, demuestra que se ha logrado la difuggtagié@t de las

mismas en nuestra comunidad, cumpliéndose uno de los objetivos propuestos en este trabajo.

Otro objetivo importante fue tratar de establecer el diagnésticoaemneforma precoz. Debido a

gue esta enfermedad puede manifestarse desde los primeros dias de vida, se isgtgasitoet
volumen de muestra requerido. A partir de la sangre capilar, contenida en 6 tubugrde
hematocrito, pudo realizarse el diagnéstico en nifios y en neonatos de solo 2 dias de vida. Como
paso previo debié comprobarse que ni el tipo de sangre ni el cambio de anticoaguldaateanf

los resultados. En esta etapa fue importante el aporte de la prueba diagndsticia @es@009
(FOE-CF) porgque entonces se pudo definir que al menos dos de tres pruebas fueran positivas para
asegurar el diagnéstico. Debido a que ninguna de las pruebas detecta el 1@3 %aded, si solo
hubiéramos efectuado dos pruebas (CH y 5’EMA-CF) no podriamos realizar con certeza el
diagnéstico con una sola prueba positiva. La disyuntiva seria si los resultadsemtpr un falso
negativo de una de las pruebas o un falso positivo de la otra. En la actualidad la metocdpitagi

la empleamos de rutina para todos los estudios de nifios pequefios, ampliando los estudios sélo en

aquellos casos con resultados no concluyentes pero con fuerte presuncion diagnoéstica.

El estudio de las proteinas de membrana permitié establecer las deficiencipevadentes en
nuestra poblacion: espectrina y ankirina. La clasificacion tradicional de laeBSbhase a la
severidad clinica involucra al contenido de Sp. Al igual que otros autores, pudimos compeobar
el tipo y el porcentaje de disminucion de las proteinas de membrana no guardan reta¢n co
severidad clinica ni con el nivel de alteracién de las pruebas diagnésticas aquagassgigura

V-18). Por este motivo consideramos que la nueva clasificacion, basada en los niveles de
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hemoglobina, es mas adecuada para referirse a la severidad clinica. El estudimbidanas
constituyé una determinacion insustituible para detectar a los portadores saragmgstdiar
fehacientemente a los pacientes que, por presentar coexistencia de otra patologian arrojab
resultados no concluyentes en las otras pruebas.

La construccion de una extensa base de datos con los antecedentes y la evolucién de Igs paciente
nos permitié describir el comportamiento clinico de los mismos y analizarntsitegiy diferencias

con respecto a otras cohortes (Anexo). El antecedente de ictericia y/o anemial resined
presente en el 80,9% de nuestros pacientes, valor superior al 50 - 65% informadoaspgupt’s

(Stamey y Diamond 1957, Pinto et al 1995, Gallagher 2005, Mariani et al 2@0&ferencia de

otros autoregAramburu Arriaga et al 2000, Delhommeau et al 2000, lolascon y Avvisati,2008)
observamos que fue mayor en los casos moderados y severos. El desarrollo de las pruebas
diagnosticas con sangre capilar presentada en esta tesis constituye, sin lugar a dymdas, un
avance para el estudio del recién nacido ya que la ESH es una causa significatiggromada de
hiperbilirrubinemia neonatgdChristensen y Henry 2010)

La distribucion de las distintas formas clinicas en nuestra poblacion fue sitailde atras series
de pacientegMariani et al 2008, Grace y Lux 2009)o pudimos demostrar la asociacion entre
tipo de transmision y severidad de la enfermedad, coincidiendo con lo informado pamiMari
colaboradores en su serie de 300 pacigMesiani et al 2008)

La menor incidencia de litiasis biliar en nuestra poblacion de paciemsgecto a otras
cohortes, refuerza el concepto de realizar la blsqueda sistematicaupdeteccion precoz,

dado que constituye la complicacion mas frecuente de la ESH.

En la totalidad de los pacientes de nuestro grupo en los que se realiz6 la esplenecaibtuia se
remisiéon completa de la sintomatologia. A diferencia de otros aférase y Lux 2009)nuestros
resultados no mostraron ninguna mejoria en las curvas de FOE luego de la esplenectomia. Los
pacientes esplenectomizados presentaron resultados alterados, acordes a su patolodés [sara t

pruebas diagnosticas (figura V-18), permitiendo corroborar el diagndstico.

Disponer de pacientes acabadamente caracterizados a nivel diagnostico y evolutieoguenmméas
avanzar en el conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad. El andlisis del comportamiento de
cada caso durante el curso de enfermedades febriles permitié establecer que el 618% de |
pacientes hacian repetidamente crisis hemoliticas severas al cursar episodass deletiologia

tanto viral como bacteriana. Esta observacion determind la exploracion del efecterdediatura
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en los esferocitos, estableciendo que el estado feregenera eriptosis mediante el ingreso de

iones C&'. La indicacién de disminuir la temperatura corporal en forma temprana constituye una
consecuencia practica de nuestros hallazgos. Paralelamente, en la basqueda de una alteracion en
comun que pudiera correlacionar con la severidad clinica, profundizamos el estadiprd¢éeinas

de la membrana eritrocitaria, encontrando una expresion disminuida de AQP-1, indepewadtitnt

de la proteina de membrana afectada.

Sin duda, aun quedan muchos interrogantes por resolver. Consideramos que con este trabajo hemos
abierto un nuevo camino en la investigacion de la esferocitosis hereditaria. Ademas,
constituyéndose en un servicio asistencial, cada afio se incrementa el nimero de pacientes
correctamente diagnosticados y evolucionados. Sin lugar a,destases el mayor objetivo que

cumplimos y esperamos seguir cumpliendo.
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