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RESUMEN

Introduccion: Las membranopatias son anemias hemoliticas hereditarias debidas a
anomalias cualitativas o deficiencias cuantitativas de las proteinas del citoesqueleto
del glébulo rojo.

Objetivo: Actualizar el diagndstico de las membranopatias con la inclusion de las
ultimas recomendaciones del comité de grupos de expertos a nivel nacional e
internacional.

Métodos: Se realizo una revision de la literatura en inglés y espanol, a través del sitio
web PubMed y el motor de busqueda Google académico, de articulos publicados en los
ultimos cinco anos.

Andlisis y sintesis de la informacion: Las enfermedades de mayor interés clinico son:
la esferocitosis, la eliptocitosis y la estomatocitosis hereditaria. Estas en general se
heredan con caracter autosomico dominante pero existen formas que se transmiten
con caracter recesivo, sin descartar posible mutacion de novo. Para su diagndstico se
utilizan pruebas que incluyen el estudio de la morfologia de los globulos rojos, la
fragilidad osmotica, la lisis de glicerol acidificado, la criohemdlisis hipertonica, la
prueba de union a la eosina-5'-maleimida por citometria de flujo, la electroforesis en
gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico y la ectacitometria.

Conclusiones: Las membranopatias pueden sospecharse de manera preliminar
teniendo en cuenta algunas alteraciones de la morfologia eritrocitaria, aunque el

diagnostico se basa en estudios familiares y otros de caracter confirmatorio de la
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enfermedad, como los estudios moleculares. Los profesionales de la salud que
atienden a pacientes jovenes con anemia deben considerar la posibilidad de una
anemia hemolitica por trastornos de la membrana eritrocitaria.

Palabras clave: membranopatias; anemia hemolitica; métodos diagnosticos;

esferocitosis; eliptocitosis; estomatocitosis

ABSTRACT

Introduction: Membranopathies are inherited hemolytic anemias due to qualitative
abnormalities or quantitative deficiencies of red blood cell cytoskeletal proteins.
Objective: to update the diagnosis of membranopathies with the inclusion of the
latest recommendations from the committee of expert groups at the national and
international level.

Methods: A review of the literature in English and Spanish was carried out, through
the PubMed website and the academic search engine Google, in articles published in
the last five years.

Analysis and synthesis of information: The diseases of greatest clinical interest are:
spherocytocis, elliptocytosis and hereditary stomatocytosis. These are generally
inherited with an autosomal dominant character but there are forms that are
transmitted recessively, without ruling out a possible de novo mutation. For its
diagnosis, tests are used that include the study of red blood cell morphology, osmotic
fragility, acidified glycerol lysis, hypertonic cryohemolysis, eosin-5'-maleimide binding
test by flow cytometry, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
and ectacytometry.

Conclusions: Membranopathies can be preliminarily suspected taking into account
some alterations in erythrocyte morphology, although the diagnosis is based on family
studies and others confirming the disease, such as molecular studies. Healthcare
professionals caring for young patients with anemia should consider the possibility of
hemolytic anemia due to red cell membrane disorders.

Keywords: membranopathies; hemolytic anemia; diagnostic methods; spherocytocis,

elliptocytosis; stomatocytosis.
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Introduccién

Las membranopatias son anemias hemoliticas hereditarias debido a trastornos
cualitativos o cuantitativos de las proteinas del citoesqueleto de los globulos rojos
(GR).

La membrana eritrocitaria mantiene la homeostasis celular a través de varios
mecanismos, que incluyen retencién de los componentes vitales, excrecion de
deshechos metabolicos, regulacion del metabolismo y del pH eritrocitario e
importacion del hierro para la sintesis de hemoglobina. El GR normal tiene forma de
disco biconcavo. En estas condiciones, la membrana no se encuentra tensionada, es
altamente deformable y mantiene un estado de minima energia, que proporciona una

relacion superficie/volumen maxima. ("

La membrana es el componente estructural responsable de las caracteristicas
mecanicas, del transporte ionico y de la diversidad antigénica del hematie. Su
estructura esta formada por una capa lipidica y proteinas divididas en proteinas
integrales (banda 3, complejo Rh) y estructurales o periféricas (a-espectrina, B-
espectrina, anquirina, proteina 4.1y 4.2). Esta estructura aporta al hematie sus dos
propiedades especificas: deformabilidad reversible y la permeabilidad que mantiene
en el eritrocito un alto contenido en K+ y bajo en Na+. Las alteraciones en los
diferentes genes que codifican estas proteinas son la base etioldgica de las anemias
secundarias a membranopatias, que presentan tipicamente un patron hereditario
autosémico dominante en la mayoria de los casos; sin embargo, pueden ocurrir formas

“de novo” o recesivas.?

El presente trabajo pretende actualizar el diagndstico de las membranopatias con la
inclusion de las Ultimas recomendaciones del comité de grupos de expertos a nivel

nacional e internacional.

Métodos

Se realizo una revision de la literatura en inglés y espanol, a través del sitio web
PubMed y el motor de blUsqueda Google académico, de articulos publicados en los

ultimos cinco anos. Se utilizaron como términos de busqueda: membranopatias,
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anemia hemolitica y métodos diagnodsticos. Se hizo un analisis de la bibliografia

revisadas teniendo en cuenta los aspectos mas relevantes al tema.

Analisis y sintesis de la informacion

Clasificacion y definicion de las membranopatias

Las membranopatias obedecen a defectos estructurales o funcionales de las proteinas
de la membrana eritrocitaria. Las de mayor interés clinico son: la esferocitosis
hereditaria (EH), la eliptocitosis hereditaria (EIH) y la estomatocitosis hereditarias
(EstH).®

Esferocitocis hereditaria
Los defectos en la espectrina, la anquirina, la banda de proteina 3 y la banda 4.2
debilitan la cohesion entre la bicapa lipidica de membrana y el citoesqueleto, lo que
conduce a la liberacion de microvesiculas, pérdida de superficie y transformacion del
discocito en un esferocito.® La EH es una de las causas mas comunes de anemia
hemolitica. Resulta de la deficiencia o disfuncion de las proteinas de la membrana de
los GR;® estas llevan a la formacion de hematies de forma esférica, osmoticamente
fragiles, que son selectivamente atrapados y destruidos en el bazo.( Se caracteriza
por la triada: anemia, ictericia y esplenomegalia. Aunque la mayoria de los pacientes
presenta anemia hemolitica compensada, la severidad clinica es variable: algunos

pacientes son asintomaticos y otros presentan anemia hemolitica severa.(¢7)

La clasificacion tradicional se basa en los niveles de hemoglobina, bilirrubina,

reticulocitos, contenido de espectrina y otros parametros.

Otra clasificacion reciente® considera exclusivamente los niveles de hemoglobina.

- Leve (hemoglobina > 10 g/dL). En 20-30 % de los pacientes, la hemolisis esta
generalmente compensada por la produccion eritrocitaria, la anemia es muy leve
o inexistente. No presentan ictericia ni esplenomegalia, y solo en el 60 %, se
observan esferocitos en cantidad significativa. Muchas veces, la enfermedad se

hace evidente durante enfermedades virales, embarazo o ejercicio. Por lo general,
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estas formas se diagnostican durante la realizacion de estudios familiares o por la

aparicion de esplenomegalia o litiasis biliar.

- Moderada (hemoglobina entre 8-10 g/dL). Estos pacientes tienen recuentos
reticulocitarios cercanos al 10 % y bilirrubinemia de 2-3 mg/dL. Se ve tanto en

formas dominantes como en recesivas.

- Grave (hemoglobina <8 g/dL). La anemia es grave y puede implicar compromiso
para la vida, por lo que los pacientes son dependientes de la transfusion. La
morfologia eritrocitaria suele mostrar, ademas de los caracteristicos esferocitos,
esferocitos con contornos irregulares y/o poiquilocitos. Esta forma se ve

principalmente en pacientes con herencia recesiva.

Portador sano: Se diagnostica sobre todo en padres de pacientes, en quienes no se
puede demostrar una transmision autosémica dominante. No presentan anemia,
ictericia ni esplenomegalia, y no se observan esferocitos. La enfermedad se evidencia
solo por ligera reticulocitosis, fragilidad osmética ligeramente aumentada y auto
hemolisis aumentada. A veces, la Unica alteracion se detecta en el analisis de

proteinas de membrana.®

El diagnéstico de EH se basa en antecedentes familiares positivos, hallazgos del
examen fisico, datos de laboratorio indicativos de hemdlisis extravascular,
visualizacion de esferocitos en el extendido de sangre periférica y prueba de Coombs
directa negativa. Aunque en algunos pacientes, la confirmacion diagnoéstica puede ser
mas dificil, por lo que se recomiendan los estudios confirmatorios de la enfermedad,

asi como la evaluacion de la bilirrubina sérica total, directa e indirecta.®1%:11)

El prondstico general para los pacientes con EH es favorable. Sin embargo, puede
variar dependiendo de la gravedad de la enfermedad.(”Otros estudios han
demostrado que la gravedad clinica varia considerablemente incluso dentro de una

sola familia, lo que refleja la heterogeneidad genética del trastorno. ('3
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Eliptocitosis hereditaria (EIH)
La eliptocitosis hereditaria es un trastorno clinicamente mas leve que la EH. En la EIH
es caracteristica la presencia de numerosos eliptocitos circulantes en sangre
periférica. Al igual que la EH, la EIH obedece a un defecto de proteinas del esqueleto
(principalmente Banda 4,1) que alteran la elasticidad de la membrana impidiendo su
recuperacion después de un alargamiento. No existe pérdida de membrana y por ello,
la resistencia osmoética eritrocitaria y la concentracion promedio de la hemoglobina

contenida en los hematies son normales. 314

La eliptocitosis hereditaria se debe a defectos en las conexiones horizontales de
proteinas de la red esquelética de la membrana de los GR, incluida la interaccion
dimero-dimero de la espectrina o el complejo de union espectrina-actina-proteina
4.1R. Los genes mutados en la EIH son, a-espectrina, B-espectrina o proteina 4.1R,
(un déficit adquirido en 4.1R se reporta en los sindromes mielodisplasicos y en el
diagnostico de EIH en adultos, sin antecedentes de anemia hemolitica durante la
infancia, se debe considerar esta posibilidad en el diagndstico diferencial).("> También
es importante destacar que otras afecciones hereditarias, como la anemia de células
falciformes, las talasemias y la deficiencia de piruvato quinasa pueden tener como
caracteristica eliptocitos en la sangre periférica. La eliptocitosis adquirida a veces se
observa en neoplasias mieloides, asi como en la anemia por deficiencia de hierro, las

anemias megaloblasticas, la policitemia y la mielofibrosis. (')

La eliptocitosis hereditaria es una enfermedad hemolitica con presentaciones clinicas
variables. La mayoria de los individuos afectados por esta enfermedad son
asintomaticos mientras que algunos pacientes presentan anemia hemolitica con
ictericia y esplenomegalia. Tiene una alta prevalencia en zonas endémicas de
paludismo (1 - 2 % portadores en Africa Ecuatorial). El fenotipo y el genotipo son
heterogéneos con herencia autosomica dominante, a excepcion de la

piropoiquilocitosis (PPH). (1%

Piropoiquilocitosis hereditaria
La piropoiquilocitosis hereditaria supone la expresion mas severa de eliptocitosis
hereditaria con una afectacion bialélica de a espectrina y por tanto transmision

autosémica recesiva. Se presenta como una anemia hemolitica severa al nacer,
6
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habitualmente en poblacion africana. En estos casos el citoesqueleto de la membrana
es tan inestable que la esplenectomia solo corrige parcialmente la hemdlisis.(17:18) El
volumen corpuscular medio se encuentra disminuido (25 a 75 fL) debido a los glébulos
rojos fragmentados, la fragilidad osmotica suele ser normal y la prueba de union a la

eosina-5"-maleimida (EMA) muy positiva.('®)

El diagnostico clinico de EIH y PPH se basa en la identificacion de la morfologia
anormal del hematie en el frotis de sangre periférica y en la identificacion de las
propiedades biomecanicas de la membrana mediante la ectacitometria de gradiente

osmotico.?0

La piropoiquilocitosis generalmente se diagnostica en pacientes con antecedentes
familiares de ElH, pero se presenta con mayor gravedad, esplenomegalia variable, con
frecuencia con requerimientos transfusionales en la infancia o de manera rara con

dependencia de transfusion a largo plazo.?"

Ovalocitosis del sudeste asiatico (OSA)
El primer informe de ovalocitosis del Sudeste Asiatico se realizd hace mas de cinco
décadas en regiones endémicas de malaria de Papua Nueva Guinea y Laos. Sin embargo
se ha descrito en otras poblaciones del sudeste asiatico y en afroamericanos. La
condicidén se hereda de manera dominante y los estudios genéticos generalmente
muestran un patrén heterocigético. No se ha encontrado homocigozidad para este

defecto por lo que se plantea que sea letal in Utero.

La lesidon genética esta relacionada con una mutacion en la banda 3 que da como
resultado la eliminacion de ocho residuos de aminoacidos en la misma, lo que resulta
un plegamiento incorrecto del primer dominio transmembrana. La mayoria de los
pacientes presentan hemolisis minima, aunque se describe la hiperbilirrubinemia
neonatal. La morfologia de los eritrocitos es tipicamente oval acompanados algunas
veces con estomas y bandas transversas.??23) Los pacientes tendran eliptocitos
estomatociticos, que son patognomodnicos de OSA. Los estudios de ectacitometria

muestran globulos rojos completamente indeformables o sin deformabilidad
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perceptible a través de un amplio gradiente osmotico, lo que resulta en una curva

caracteristica casi plana.

La prueba de union a la eosina-5'-maleimida (EMA), presenta una forma Unica, ya que
la eliminacion de 8 aminoacidos en el primer bucle de trans-membrana de la proteina
AE1 hace que la lisina 430 sea inaccesible para la union con EMA, el contenido de la
banda 3 en si no disminuye. Esto indica que la EMA se puede usar como método de

deteccion de OSA, aunque la ectacitometria es mas especifica.®)

Estomatocitosis hereditaria (EstH)
Este raro trastorno de glébulos rojos se divide en dos entidades diferentes: la
xerocitosis o la estomatocitosis hereditaria deshidratada (EstHD) y la estomatocitosis
hereditaria hiperhidratada (EstHH). (">

Estomatocitosis deshidratada (xerocitosis).
El trastorno primario se debe a un incremento de permeabilidad que favorece la salida
del K+, disminuyendo el contenido neto de cationes y consecuentemente de agua en
el interior del hematie. La xerocitosis se hereda de forma autosomica dominante y se
manifiesta como una hemdlisis crénica que puede ser severa incluso en periodo
perinatal. Se considera un sindrome pleiotropico porque ademas de la morfologia

anormal y la hemolisis cronica puede acompanarse de hiperpotasemia familiar. 24

Se pueden utilizar pruebas especializadas para documentar el contenido reducido de
potasio en los globulos rojos y el contenido total de cationes monovalentes. La
ectacitometria de gradiente osmotico es la prueba de diagnoéstico ya que el perfil se
desplaza a la izquierda hacia osmolalidades mas bajas en el brazo hipertonico del
perfil de deformabilidad.®>

Estomatocitosis hiperhidratada
El trastorno primario es un aumento de permeabilidad a la entrada del Na+. La forma
clasica es muy infrecuente se han publicado no mas de 20 casos. Se hereda de forma
autosomica dominante y se comporta como una anemia moderada o severa con

marcada macrocitosis y frecuente presencia de estomatocitos de un 40 - 60%. En la

8
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estomatocitosis hiperhidratada no se han encontrado alteraciones genéticas
responsables, aunque se ha observado variantes en el gen RHAG, que codifica a la
glicoproteina asociada al Rh. 4

Las mutaciones en la Banda 3 se asocian con estomatocitosis hereditaria (EstH). La
Banda 3 mutante se expresa aunque no tiene actividad de intercambio aniénico pero
induce una fuga de cationes conductora en los glébulos rojos afectados. La fuga esta
bloqueada por inhibidores clasicos del transporte de aniones, lo que sugiere que la

banda 3 mutada proporciona un paso transmembrana para los cationes. %

La hidratacion celular se refleja en el aumento del volumen celular medio y la
disminucion de la hemoglobina corpuscular media (HCM). Como consecuencia, los
globulos rojos son osmoéticamente fragiles. Se pueden utilizar pruebas especializadas
para documentar el aumento del contenido de sodio en los glébulos rojos y el
contenido total de cationes monovalentes. La ectacitometria de gradiente osmoético
se utiliza como diagnostico ya que el perfil se desplaza a la derecha hacia

osmolalidades mas altas en el brazo hipertonico del perfil de deformabilidad. ()

Diagnostico diferencial
Las anemias hemoliticas (AH) causadas por defectos de la membrana de los globulos
rojos a menudo pueden diagnosticarse erroneamente. La AH autoinmune y la EH
presentan sintomas similares y muestran la presencia de esferocitos en el frotis de
sangre periférica (SP), por lo que es necesario un diagnostico diferencial, como la

prueba de Coombs para distinguir entre estas afecciones.??)

Otras enfermedades en las que se puede encontrar con la presencia de esferocitos en
el frotis de SP son la disfuncion hepatica,?® lesion térmica, anemias hemoliticas micro
y macroangiopaticas, reaccion a la transfusion con hemdlisis, hipofosfatemia severa,
incompatibilidad ABO. Ademas, los defectos de la membrana pueden diagnosticarse
erroneamente con defectos enzimaticos, en particular con deficiencias de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PD) y piruvato quinasa (PK). En los casos en los que se
sospeche deficiencia de enzimas de globulos rojos, el diagndstico debe confirmarse

realizando los ensayos de enzimas de globulos rojos mas comunes y analizando la

9
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herencia de la enfermedad ligada al cromosoma X para la deficiencia de G6PD y
autosomica recesiva para el defecto PK.(?9 El diagnostico de estomatocitosis

hereditaria requiere pruebas funcionales de permeabilidad cationica.??)

Métodos de diagnéstico
El diagnostico se basa en la historia clinica y familiar, la exploracién fisica y los
hallazgos de las pruebas de laboratorio. Estas incluyen la morfologia de los glébulos
rojos, la prueba de fragilidad osmética, la prueba de lisis de glicerol acidificado, la
prueba de criohemdlisis hipertonica, la electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sodico, citometria de flujo (la fragilidad osmética de citometria de
flujo y la prueba de union a la eosina-5'-maleimida), y la ectacitometria. Las pruebas

de genética molecular podrian usarse para confirmar el diagnostico.

Fragilidad osmética (FO)
El método mas tradicional para el diagnostico de la esferocitosis hereditaria (EH) es
la prueba de fragilidad osmotica (FO). Esta prueba evalla el nivel de hemolisis cuando
el glébulo rojo se expone a diferentes soluciones hipoténicas de cloruro de sodio
(NaCl). Los esferocitos tienen menos resistencia a la lisis en cada concentracion de
NaCl que los eritrocitos normales. Esta prueba es laboriosa y requiere mucho tiempo
para realizarla, presenta una sensibilidad y especificidad bajas. No detecta los casos
atipicos y leves de EH y se ve afectado por factores no relacionados con los defectos
de la membrana de los glébulos rojos. Ademas, esta prueba no diferencia la EH de la
esferocitosis asociada con otras afecciones, como las anemias hemoliticas
autoinmunes o la anemia hemolitica aloinmune por incompatibilidad ABO en
neonatos.3%3"De manera similar en el recién nacido esta prueba puede dar falsos
resultados debido a las altas concentraciones de hemoglobina fetal (HbF), ya que la

HbF le proporciona mayor resistencia a los globulos rojos.

La prueba también puede producir resultados normales en la presencia de deficiencia
de hierro, ictericia obstructiva y durante la fase de recuperacion de una crisis
aplasica, afectada por un recuento elevado de reticulocitos. Lo ideal es utilizar sangre

fresca e incubar la muestra. La incubacion previa de toda la muestra de sangre durante
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@) e |

Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




€CIMED Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2022;38(1):e1460

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

24 horas a 37 “C mejora el grado de lisis celular. En muchos casos, los resultados

positivos se obtienen solo después de la incubacion.(")

Lisis en glicerol acidificado (LGA)
La prueba de lisis de glicerol acidificado es otro método para confirmar la fragilidad
osmotica aumentada, consiste en que los globulos rojos se transfieren a solucioén salina
tamponada con fosfato a un pH de 6.85 (el pH es crucial para el rendimiento adecuado
de la prueba) y se colocan en la cubeta del espectrofotometro. Luego, se agrega una
solucion de glicerol 0.3 M a la muestra de globulos rojos y la disminucion de la turbidez
de la muestra se mide con el tiempo. El valor normal de referencia es mayor de 1800
segundos; para el diagnostico de la EH se requiere un rango de 25 - 240 segundos en
los pacientes mas severos, se han encontrado valores superiores cuando la enfermedad
se encuentra en estado de leve a moderada. Esta técnica se debe realizar siempre con
un control que tenga la resistencia osmotica normal. A pesar de la sensibilidad
satisfactoria, la prueba de lisis en glicerol acidificado tiene una especificidad limitada

y consume mucho tiempo. (2%

Criohemdlisis hiperténica (CH)
Evalla la hemolisis de los eritrocitos suspendidos en un medio hiperténico, a los que
se somete a un brusco cambio de temperatura. En estas condiciones, los esferocitos
son mas susceptibles a la hemolisis que los eritrocitos normales. La prueba no depende
de la relacion superficie/volumen, sino de la integridad de las proteinas de membrana,
que repercute notablemente en su plasticidad. Esta prueba presenta la ventaja de dar
como resultados normales cuando la presencia de esferocitos se relaciona con anemia
hemolitica autoinmune.®Sin embargo, la utilidad de la CH es discutible, ya que las
sensibilidades y especificidades obtenidas en varios estudios difieren

significativamente, lo que hace que este ensayo sea poco confiable.(??

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE)

Consiste en fraccionar las proteinas de la membrana eritrocitaria por electroforesis
en condiciones desnaturalizantes y cuantificarlas por densitometria, lo que permite
certificar la disminucion de una o mas de las proteinas. Es una técnica muy laboriosa
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que arroja resultados positivos en poco mas del 70 % de los pacientes. Por lo tanto, su
realizacion queda restringida a aquellos casos con fuerte presuncion diagndstica que
no han podido ser confirmados mediante las pruebas habituales. Estudios recientes
sugieren que la cuantificacion relativa de las proteinas podria ser de utilidad como

valor predictivo de la evolucion de la enfermedad.

Esta técnica también esta disponible solo en centros de diagnostico altamente
especializados, mientras que la disponibilidad de la prueba EMA o la evaluacion de
fragilidad osmética estan mucho mas extendidas. Para mejorar la precision de la
cuantificacion de la proteina de la membrana plasmatica, el método electroforético
se adapto a la electroforesis capilar (electroforesis en gel capilar de dodecilsulfato de
sodio, SDS-CGE). Desafortunadamente, SDS-CGE muestra un menor grado de
resolucion que SDS-PAGE. Por lo tanto, a pesar de consumir menos tiempo, es probable

que no encuentre una gran utilidad para este proposito. (28

Citometria de flujo
Hay dos tipos de pruebas que utilizan citometria de flujo: la fragilidad osmotica

eritrocitaria por citometria de flujo (FOE-CF) y la prueba de unién a la eosina-5'-
maleimida (5’EMA-CF).(0

El resultado del test se expresa en unidades de fluorescencia. La prueba FOE-CF se
basa en la susceptibilidad o resistencia de los glébulos rojos a la lisis cuando se
exponen al agua desionizada (AD). Un globulo rojo suspendido en solucion salina
isotonica normal se somete a hemolisis cuando se expone al AD, un agente inductor
de hemolisis. Luego, el conteo de globulos rojos se mide secuencialmente por la
fragilidad osmaética eritrocitaria (FOE) en tiempo real antes y después del aumento de
agua desionizada. Las ventajas de la prueba son las siguientes: ahorro de tiempo y
mano de obra, rentabilidad sin necesidad de pre-incubacion de muestras de sangre y
una alta tasa de eficiencia de la prueba. El método de diagndstico puede lograr hasta
un 85,7% de sensibilidad y un 97,2% de especificidad.

La prueba FOE-CF se puede utilizar para indicar la gravedad clinica en pacientes con

EH ya que esta se refleja en los resultados de laboratorio y se asocia con el grado de
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hemolisis, hemoglobina y concentracion de bilirrubina sérica, asi como los recuentos

de reticulocitos y esferocitos. 3"

Entre las pruebas de deteccion descritas para EH, el ensayo de uniéon de eosina-5'-
maleimida (EMA) es el mas especifico. Esta prueba de citometria de flujo con
colorante EMA fluorescente permite la deteccion de eritrocitos con deficiencia de
membrana plasmatica con alta sensibilidad y especificidad (| fluorescencia) que sin
embargo es normal en los esferocitos “adquiridos” de origen inmune. La eosina-5'-
maleimida se une a la proteina de la banda 3, pero también a la glicoproteina asociada
a CD47 y Rh. Su fluorescencia corresponde al contenido de proteinas de la membrana
plasmatica en la superficie de los GR. Al realizar la prueba EMA, se deben analizar 5 -
6 muestras de control sanas en paralelo para comparar la fluorescencia de EMA. Con
respecto a los resultados, el diagnostico de EH es altamente probable cuando los
globulos rojos del paciente presentan aproximadamente 85 % o menos de fluorescencia
que las muestras de control unidas a EMA. Todavia hay estudios en curso que intentan
mejorar la utilidad de la prueba EMA. Es importante destacar que los resultados de

esta prueba no se ven afectados por la esplenectomia.(?®

La citometria de flujo es una prueba sensible, especifica y econdomica en comparacion
con los métodos convencionales, que se puede usar como una prueba simple y practica

para la deteccion de EH.("

Ectacitometria
La ectacitometria es una técnica de referencia objetiva, es un difractometro laser que
mide el potencial de deformacion de una poblacion del eritrocito en un gradiente
osmotico y permite la caracterizacion de muchas de las membranopatias mas
comunes. Los GR experimentan un cambio de forma de la configuracion discoide a los
eliptocitos a medida que atraviesan los capilares y los microporos en las sinusoides
esplénicos. Este fenomeno in vivo se imita en la ectacitometria. Las células estan
expuestas a un gradiente osmotico creciente, y la deformabilidad celular (cambio de
forma discoide a eliptica) se mide por la forma en que la luz se dispersa a medida que

la célula responde a las fuerzas de corte. El resultado de esta prueba es un grafico
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caracteristico, que muestra la cantidad de deformabilidad en el eje y, y la osmolalidad

en el eje x.@)

La curva de ectacitometria resultante refleja las propiedades biomecanicas de los
globulos rojos, incluida la fragilidad osmética, la relacion superficie-volumen, la
flexibilidad del citoesqueleto y la viscosidad citoplasmatica. La curva de
ectacitometria en la ElH tipica es trapezoidal con una menor deformabilidad del
hematie, mientras que en PPH se observa una mayor disminucion de la

deformabilidad.@"

La ectacitometria se recomienda como el siguiente paso después de la electroforesis
de hemoglobina en el diagnostico de anemia hemolitica no inmune. Un perfil de
ectacitometria anormal confirma un trastorno de la membrana de los globulos rojos y
ayuda con el diagnostico diferencial entre EH versus EIH / piropoiquilocitosis versus
xerocitosis. Esto es particularmente importante en la xerocitosis donde la
esplenectomia esta contraindicada porque aumenta precipitadamente el riesgo de

trombofilia potencialmente mortal.

La ectacitometria en un paciente con anemia hemolitica no dependiente de
transfusiones puede evitar la necesidad de realizar un panel genético de anemia
hemolitica hereditaria. También puede ayudar a enfocar el trabajo genético en un
panel de membrana de GR si la ectacitometria es positiva o en un panel de enzimas

de GR si la ectacitometria es negativa.(3?)

Existen diferencias muy notables y clave en la capacidad de diagnéstico de la prueba
EMA y la ectacitometria. La prueba EMA proporciona una medicion estatica y
cuantificable de la cantidad de proteina de la banda 3, mientras que la ectacitometria
proporciona una prueba fluida, fisioldgicamente simulada, que evalia la
deformabilidad de los GR de manera activa. Al interpretar la prueba EMA, se debe
prestar atencion no solo al valor de fluorescencia de canal medio, sino también a la
pendiente de la curva a cada lado, que en conjunto reflejan la heterogeneidad del
tamano de la celda. Uno es una medida de deformabilidad bajo esfuerzo que miden

funcion y el otro una estimacion de una proteina estructural de membrana critica.
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La prueba de eosina-5-maleimida y la ectacitometria son complementarios y la
informacion combinada puede conducir a un mejor diagnostico de los trastornos de la
membrana de los GR. En los trastornos del volumen de eritrocitos, las pruebas de EMA
pueden ser normales, pero los cambios en la hidratacion celular pueden sospecharse

mejor con la ectacitometria.@)

Otras pruebas de confirmacion
La secuenciacion de multiples genes que codifican proteinas de membrana de los
hematies es un método de diagndstico factible y confiable para detectar mutaciones
en pacientes afectados por diversos trastornos de la membrana eritrocitaria. En
particular, las pruebas genéticas son importantes en ninos pequefos con anemia
congénita, pacientes dependientes de transfusiones y en familias con expresion clinica

variable o patrones de herencia complejos.

Ademas, la prueba molecular seria un método eficaz para los recién nacidos o las
personas transfundidas, ya que el resultado de la FO y los esferocitos en SP puede ser
poco confiable, especialmente cuando los pacientes se transfunden. Se considera que
la prueba molecular debe integrarse a los criterios de diagndstico de las
membranopatias('®ya que permite la identificacion de la mutacion dentro de los genes

que codifican para las proteinas de la membrana plasmatica.(?®

En resumen, la fragilidad osmotica, la prueba de lisis de glicerol acidificado y la
prueba de criohemdlisis hipertonica se pueden utilizar como pruebas de laboratorio
clinico de primera linea, aunque la sensibilidad de estas pruebas para el diagnostico
es baja. La medicion basada en citometria de flujo de la fluorescencia media de los
eritrocitos con el colorante eosina-5 'maleimida (EMA), es un método de eleccion para
detectar la pérdida de superficie para el diagnostico de EH, sin embargo, esta prueba
basada en EMA no identifica algunos casos de EH asociados con defectos de anquirina
y no es tan confiable para otros trastornos de la membrana de los GR. La
ectacitometria de gradiente osmético, llena este vacio, por tanto, se ha considerado
una técnica de referencia y la prueba diagnéstica de todos los trastornos de la

membrana eritrocitaria. Sin embargo, hasta ahora, el uso de la ectacitometria no ha
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estado muy extendido en los laboratorios de hematologia de rutina debido a la escasa

disponibilidad del ectacitometro, originalmente disefiado en los afnos setenta.

El ectacitometro de nueva generacion es la técnica de referencia para el diagnostico
de trastornos de la membrana de los eritrocitos, asi como analisis moleculares y
analisis disenados especificamente para discriminar otras causas de anemia

hemolitica.(??)

Las membranopatias son en general facilmente sospechables por la morfologia
eritrocitaria. Los trastornos de la membrana de los eritrocitos deben diagnosticarse
después de realizar un panel de analisis complementarios que incluyan las pruebas de
diagnostico antes mencionadas y una discusion de los resultados por equipos

multidisciplinarios.

La mayoria de los pacientes que padecen anemias hemoliticas hereditarias o
congénitas por defectos en los componentes estructurales de la membrana de los
eritrocitos, tienen antecedentes familiares positivos. Los profesionales de la salud,
incluidos los médicos, que atienden a pacientes jovenes con anemia deben considerar
la posibilidad de una anemia hemolitica por membranopatia y remitirlos a un
hematologo para su diagnéstico. Hasta la fecha, se han desarrollado varios métodos
para la deteccion y el diagnostico de las membranopatias y estos aun estan
experimentando mejoras. Ninguna de las pruebas de deteccion puede identificar a
todos los pacientes, porque los fenotipos clinicos son muy variables, desde pacientes
asintomaticos hasta pacientes gravemente afectados. Con frecuencia se necesita mas
de una prueba. La sensibilidad y especificidad de las pruebas descritas varian segun

los distintos autores.
Las instrucciones futuras deben apuntar a confirmar los hallazgos presentados en los

laboratorios y aplicarlos para investigar patologias con membrana eritrocitaria

deteriorada.
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