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RESUMEN

Estudiamos 40 nifios que presentaban sintomato-
logia de anemia hemolitica o tenian historia familiar
positiva para esferocitosis hereditaria, con el objetivo
de evaluar la utilidad de muestras de sangre capilar
para realizar las pruebas confirmatorias. Se diagnosticé
esferocitosis hereditaria en 24 casos. La positividad de
las pruebas en estos pacientes fue de 96% para criohe-
molisis hiperténica, 92% para citometria de flujo con
eosina-5'maleimida y 86% para fragilidad osmética
eritrocitaria por citometria de flujo. La mayoria de los
pacientes tuvo resultados positivos para todas las prue-
bas realizadas. Solo 6 de ellos presentaron resultado
normal en una de las pruebas: 2 para citometria de flujo
con eosina-5"maleimida, 1 para criohemélisis y 3 para
fragilidad osmética por citometria de flujo. El uso de
sangre capilar demostré ser ttil para el diagnéstico. La
realizacion simultinea de estas tres pruebas permitié
confirmar el diagnéstico en el 100% de los pacientes.
El uso de muy pequefios volimenes de sangre (300
pL) permite un diagndstico etiolégico mas precoz en
neonatos y lactantes pequefos.

Palabras clave: esferocitosis hereditaria, criohemdlisis
hipertdnica, citometria de flujo, anemia neonatal, fragilidad
osmotica

ABSTRACT

Use of capillary blood. An aid for early diagnosis of
hereditary spherocytosis
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We studied 40 children with hemolytic anemia, or
with positive family history for hereditary spherocyto-
sis, to assess the reliability of capillary blood samples
for diagnosis. Hereditary spherocytosis was diagnosed
in 24 patients. Hypertonic cryohemolysis was positive
in 94%, eosin-5"-maleimide flow cytometry in 90%, and
flow cytometric osmotic fragility in 94% of them. Most
patients with hereditary spherocytosis were positive
for all performed tests. Only 6 of them presented one
normal result: 2 for eosin-5"-maleimide flow cytometry, 1
for cryohemolysis test, and 3 for flow cytometric osmotic
fragility. Capillary blood sampling showed to be useful
for the diagnosis. Simultaneous use of these three tests
allows confirming diagnosis in 100% of patients. The use
of very small blood volumes (300 pL) allows an earlier
etiological diagnosis in neonates and small infants.

Key words: hereditary spherocytosis, hypertonic cryo-
hemolysis, flow cytometry, neonatal anemia, osmotic fra-

gility

INTRODUCCION

La esferocitosis hereditaria (ESH) es una anemia
hemolitica causada por defectos cuali o cuantitati-
vos en las proteinas de membrana, especialmente
aquellas con interacciones verticales que conectan
el esqueleto de la membrana a la bicapa lipidica.
Las deficiencias mas frecuentemente observadas en
nuestro pais corresponden a ankirina y espectrina’,
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al igual que en otras poblaciones hispanoamerica-
nas?*. Es la anemia hereditaria mas frecuente, luego
de la beta talasemia heterocigota, en la poblacién
argentina. La intensidad de sus manifestaciones
clinicas es muy amplia, pudiendo variar desde pa-
cientes asintomadticos a otros con anemia severa
dependiente de transfusiones.” La ESH tipica no
presenta mayores problemas para el diagnéstico.
En la mayoria de los casos la asociacién de historia
familiar positiva, hallazgos del examen fisico (p.
ej., esplenomegalia, ictericia), evidencia de labo-
ratorio de hemolisis extravascular, observacion de
esferocitos en el extendido de sangre periférica y
prueba de Coombs directa negativa confirman el
diagnéstico®®. Sin embargo, en muchos pacientes el
diagnéstico puede ser dificil por varias razones: se
pueden observar esferocitos en otras anemias hemo-
liticas®, la historia familiar es negativa en 25-30% de
los pacientes" *? y las distintas pruebas diagndsticas
confirmatorias tienen especificidad y sensibilidad
muy variables! 7 1% La ESH leve puede ser dificil
de diagnosticar porque los pacientes suelen tener
niveles de hemoglobina y bilirrubina normales y
cantidad minima, o aun ausencia total, de esferocitos
en sangre periferica’®. En la ESH severa pueden ob-
servarse, ademads de los esferocitos, otras alteracio-
nes morfoldgicas de los glébulos rojos (acantocitos,
equinocitos, poiquilocitos, estomatocitos, etc.), que
vuelven imperativo el diagndstico diferencial con
otras anemias hemoliticas®. El recién nacido y el lac-
tante presentan una problematica especial. En ellos
puede ser dificil, y aun imposible, tomar muestras
con la cantidad de sangre necesaria para realizar
las pruebas confirmatorias habituales, ya sea por
las dificultades practicas inherentes a la toma de la
muestra o por la inconveniencia de extraer grandes
volimenes de sangre en niflos pequefios. Ademads,
si presentan hemolisis severa que requiera transfu-
siones o exsanguineotransfusiones, la realizacién de
las pruebas confirmatorias debe ser postergada por
2-3 meses. En consecuencia, el diagnéstico etiolégico
de la anemia hemolitica puede retardarse semanas
0 meses.

Considerando que la obtencién de muestras de
sangre capilar es un procedimiento sencillo, y ante
la ausencia de publicaciones previas al respecto,
decidimos investigar su utilidad para realizar las
pruebas de laboratorio confirmatorias de ESH. Asi,
recientemente hemos comunicado que la utilizacién
simultanea de tres pruebas permite llegar al diagnos-
tico en el 100% de los casos'. En este trabajo damos
a conocer los resultados actualizados obtenidos hasta
la fecha con esta metodologia de estudio.
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PACIENTES Y METODOS

Los criterios de inclusién para el protocolo de
estudio fueron: a) presentar signos y sintomas de
anemia hemolitica; o, b) tener un familiar directo
(progenitor o hermano) con diagndstico previo
de ESH. Se definié anemia hemolitica como nivel
de hemoglobina por debajo del limite inferior
normal para la edad, asociado a recuento reti-
culocitario y nivel de bilirrubina por encima de
los limites superiores normales para la edad. Las
muestras de sangre se recolectaron por puncién
digital o de talén en tubos de microhematocrito
heparinizados. Se tomaron 6 tubos por pacien-
te para realizar todas las pruebas (300 puL). Se
realizaron las siguientes pruebas: criohemdlisis
hiperténica (CH), citometria de flujo con eosina-
5'maleimida (5’EMA-CF) y fragilidad osmética
eritrocitaria por citometria de flujo (FOE-CF). La
CH y la 5’ EMA-CF fueron procesadas segtn las
técnicas previamente descriptas'. La FOE-CF fue
realizada de acuerdo al método desarrollado por
Won y Suh.” En nuestro laboratorio, los valores
de corte de referencia para el diagnéstico de ESH
son los siguientes: CH > 2,8%; 5’EMA-CF: dis-
minucién de intensidad de fluorescencia media
(gmean) >17%; y FOE-CF < 22,8% de células rojas
residuales. Los extendidos de sangre periférica
fueron examinados independientemente por dos
expertos (RLC y HD). Todas las pruebas fueron
realizadas dentro de las 24 horas de obtenida la
muestra. LA FOE-CF no fue realizada en todos los
pacientes por haber sido desarrollada en nuestro
laboratorio posteriormente a las otras dos prue-
bas. Los criterios utilizados para confirmar el
diagnostico de ESH fueron: a) visualizacién de
esferocitos en el extendido 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 1). En la Figura 1 se muestra la
distribucién de los motivos de estudio y en la Figura
2 la de los diagndsticos definitivos de la poblacién
estudiada. Se diagnosticé ESH en 24 casos. 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 (96%) y la
5’ EMA-CF en 22 (92%) pacientes con ESH, mientras
que la FOE-CF fue positiva en 19 de 22 nifnos (86%)
con ESH en quienes se realizé la prueba (Figura 3). El
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TABLA 1.- Datos de los sujetos estudiados

Edad Motivo de 5EMA-CF CH FOE-CF # De pruebas Diagndstico
estudio UGmean (%) (% células residuales)  Positivas
9m Anemia hemolitica 9 4,78 7,9 2/3 Esferocitosis hereditaria
neonatal
4m Anemia hemolitica neonatal +
Antecedente familiar 29 15,48 NR 2/2 Esferocitosis hereditaria
22 m Anemia hemolitica neonatal 20 4,55 9,2 3/3 Esferocitosis hereditaria
21 m Anemia hemolitica neonatal + 39 10,37 4,0 3/3 Esferocitosis hereditaria
Antecedente familiar
1 m Anemia hemolitica neonatal 19 8,45 NR 2/2 Esferocitosis hereditaria
3m Anemia hemolitica 29 11,25 7,5 3/3 Esferocitosis hereditaria
20 m Anemia hemolitica + 49 9,38 4,2 3/3 Esferocitosis hereditaria
Antecedente familiar
10 m Anemia hemolitica neonatal + 48 21,35 54 3/3 Esferocitosis hereditaria
Antecedente familiar
4a  Anemia hemolitica 0 2,28 62,9 0/3 Anemia hemolitica no
esferocitica
1m Anemia hemolitica neonatal 16 1,90 99,0 0/3 Anemia hemolitica no
esferocitica
3m Anemia hemolitica + 47 18,50 5,8 3/3 Esferocitosis hereditaria
Antecedente familiar
14 d Anemia hemolitica neonatal 0 2,80 67,8 0/3 Anemia hemolitica no
esferocitica
3a Anemia hemolitica + 24 1,96 15,7 2/3 Esferocitosis hereditaria

Antecedente familiar
2m Anemia hemolitica +

Antecedente familiar 25 5,11 9,8 3/3 Esferocitosis hereditaria
4m Anemia hemolitica neonatal 5 0,83 NR 0/2 Anemia hemolitica no
esferocitica
18 m Antecedente familiar 11 0,71 NR 0/2 Normal
1 m Anemia hemolitica neonatal 16 1,10 84,2 0/3 Anemia hemolitica no
esferocitica
15d Anemia hemolitica neonatal 1 3,47 43,0 1/3 Incompatibilidad ABO
6a Anemia hemolitica 38 17,36 7,1 3/3 Esferocitosis hereditaria
3m Antecedente familiar 15 0,89 32,8 0/3 Normal
6 m Anemia hemolitica neonatal 11 1,25 87,8 0/3 Anemia hemolitica no
esferocitica
6m Anemia hemolitica neonatal 11 1,61 94,9 0/3 Anemia hemolitica no
esferocitica
2d  Anemia hemolitica neonatal 25 4,15 20,3 3/3 Esferocitosis hereditaria
12 m Antecedente familiar 32 5,32 3,6 3/3 Esferocitosis hereditaria
3m Anemia hemolitica neonatal 28 4,31 8,6 3/3 Esferocitosis hereditaria
7a  Anemia hemolitica 31 14,77 21,3 3/3 Esferocitosis hereditaria
3a  Antecedente familiar 5 1,17 100,0 0/3 Normal
2a  Anemia hemolitica 34 8,42 13,0 3/3 Esferocitosis hereditaria
2a  Anemia hemolitica 37 5,16 18,7 3/3 Esferocitosis hereditaria
2m Anemia hemolitica neonatal 25 3,67 56,9 2/3 Esferocitosis hereditaria
4a  Anemia hemolitica 3 18,52 21,3 2/3 Esferocitosis hereditaria
4m Anemia hemolitica neonatal 1 1,28 95,7 0/3 Incompatibilidad ABO
8 m Antecedente familiar 11 1,35 99,9 0/3 Normal
50 d Antecedente familiar 7 2,00 80,5 0/3 Normal
8d Anemia hemolitica neonatal 34 10,26 45,0 2/3 Esferocitosis hereditaria
42 d Anemia hemolitica neonatal + 23 3,28 22,7 3/3 Esferocitosis hereditaria
Antecedente familiar
1m Anemia hemolitica neonatal + 38 4,17 17,6 3/3 Esferocitosis hereditaria
Antecedente familiar
3a  Antecedente familiar 7 1,38 100,0 0/3 Normal
21 d Anemia hemolitica neonatal + 36 5,88 71,2 2/3 Esferocitosis hereditaria
Antecedente familiar
23 m Antecedente familiar 13 1,12 81,9 0/3 Normal

5’EMA-CEF, citometria de flujo con eosina-5-maleimida; CH, criohemdlisis hiperténica; FOE-CF, fragilidad osmética
eritrocitaria por citometria de flujo; NR, no realizada; ESH, esferocitosis hereditaria
Los resultados positivos se indican en letra cursiva
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Fig. 1.— Distribucion de los motivos de estudio.
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Fig. 2.— Distribucion de los diagndsticos definitivos.
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Fig. 3.— Porcentaje de resultados positivos para cada prueba en pacientes
con y sin esferocitosis hereditaria. CH, criohemdélisis; 5’'EMA-CF,
citometria de flujo con eosina-5"-maleimida; FOE-CF, fragilidad osmética
eritrocitaria por citometria de flujo.

Unico resultado falso positivo se observé en la CH de
un neonato con enfermedad hemolitica del recién na-
cido secundaria a incompatibilidad ABO. La mayoria
de los pacientes con ESH tuvo resultados positivos
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para todas las pruebas realizadas. Solo 6 de ellos
presentaron resultado normal en una de las pruebas:
2 para 5’EMA-CF, 1 para CH y 3 para FOE-CF.

DISCUSION

La ictericia neonatal es a menudo la primera
manifestacion de ESH, asocidndose a anemia en el
50-80% de los casos™'* 5. Aproximadamente el 50%
de los pacientes con ESH presentan antecedente de
ictericia neonatal" '*"7. Saada y col observaron que
el 1% de los neonatos ictéricos con requerimiento de
luminoterapia padecian ESH'", la que es actualmen-
te reconocida como una causa importante de ker-
nicterus' . Por lo tanto, al evaluar un neonato con
anemia hemolitica la ESH es uno de los principales
diagnosticos diferenciales a tener en consideracion.
A pesar de ello, Christensen y Henry han postulado
recientemente que la ESH es una causa significati-
vamente subdiagnosticada de hiperbilirrubinemia
neonatal?'.

Actualmente se dispone de varias pruebas confir-
matorias para el diagnéstico de ESH. Sin embargo,
ninguna de ellas puede detectar al 100% de los pa-
cientes! > 81011223 T 3 curva de fragilidad osmética
eritrocitaria, que es positiva en aproximadamente
80% de los pacientes' >, es atin considerada como el
“patrén oro” por algunos autores™*>?, aunque no es
util para diferenciar entre ESH y esferocitosis secun-
daria a otras patologias (anemia hemolitica autoinmu-
ne, incompatibilidad ABO, eliptocitosis hereditaria
esferocitica)’*¥. El estudio de proteinas de membra-
na (SDS-PAGE) es un procedimiento engorroso que
permite demostrar cual es la proteina deficiente en
poco mas del 70% de los pacientes’ #2230, Su presun-
ta utilidad como marcador de severidad segtin cual
sea la deficiencia encontrada es actualmente motivo
de controversia ' *%, Por lo tanto, la mayoria de
los autores consideran que no debe utilizarse como
prueba de rutina para el diagndstico de ESH" > 7 1°.
La CH mide el grado de hemolisis de los eritroci-
tos suspendidos en un medio hiperténico cuando
son expuestos a un cambio brusco de temperatura™.
Como la prueba no depende de la relacién superficie/
volumen sino de la integridad de las proteinas de
membrana, da resultado normal en la esferocitosis
secundaria a anemia hemolitica autoinmune®. Sin
embargo, hay opiniones controvertidas respecto a su
utilizacién como prueba de rutina® 7% * %38 debido
a los resultados discordantes informados por varios
autores. Mientras que Streichman y Gescheidt co-
municaron una especificidad de 90% y sensibilidad
de 100%%¢, Mariani y col encontraron una sensibili-
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dad marcadamente inferior (53%)%. En un estudio
anterior!, la especificidad y sensibilidad observada
en nuestro grupo de pacientes fue similar a la co-
municada por Streichman y Gescheidt. La 5’EMA-CF
mide la intensidad de fluorescencia de glébulos
rojos marcados con eosina-5'maleimida, la que se
une predominantemente a la banda 3 de la mem-
brana eritrocitaria”. El método ha demostrado alta
especificidad (96%-99%) y sensibilidad (89%-97%)
para el diagndstico de ESH en varios estudios! ¥
¥4, confirmando su utilidad. La FOE-CF se basa
en cuantificar la hemdlisis que se produce cuando
se adiciona agua a una suspension de eritrocitos en
solucioén fisioldgica. El niimero de eritrocitos sus-
pendidos se evaltia por citometria de flujo en tiem-
po real antes y después del agregado de agua. Won
y Suh describieron la prueba, encontrando que fue
positiva en los 11 pacientes con ESH estudiados®,
y recientemente Warang y col comunicaron que la
prueba tenia sensibilidad de 100% y especificidad
de 98% para el diagnéstico de ESH*.

Como consecuencia de las limitaciones que pre-
senta cada prueba, el procedimiento habitual es rea-
lizar varias de ellas simultdneamente para poder
confirmar el diagndstico. En nuestro laboratorio,
los estudios de rutina incluyen curvas de fragilidad
osmética eritrocitaria inmediata e incubada, prueba
de autohemolisis con y sin agregado de glucosa, CH,
5'EMA-CF y FOE-CF. Sin embargo, para realizar
todas estas pruebas se requiere una muestra de 8-10
ml de sangre. Bolton-Maggs y col recomiendan el
uso de CH y 5’EMA-CF como las pruebas més ttiles
y mas sencillas de realizar”*. Coincidentemente, en
un estudio anterior observamos que la asociaciéon de
CH y 5EMA-CF mostré la mayor exactitud para el
diagnéstico de ESH, con una sensibilidad de 93,5%!.
Por tal motivo, decidimos evaluar la precisiéon de
ambas pruebas al ser realizadas con sangre capilar.
Observamos que no habia diferencias en los resulta-
dos obtenidos con sangre capilar o venosa ni para la
prueba de 5’EMA-CF* ni para la CH (datos no publi-
cados). En un informe preliminar, comunicamos que
también la FOE-CF puede ser realizada utilizando
sangre capilar®.

Nuestros resultados muestran que el uso simul-
tdneo de estas tres pruebas permite confirmar el
diagndstico de ESH en el 100% de los casos. La sen-
sibilidad fue de 96% para CH, 92% para 5’EMA-CF
y 86% para FOE-CF. Estos resultados son similares
a los comunicados con el uso habitual de sangre
venosa® ' %, El dnico resultado falso positivo se
vi6 en un neonato con incompatibilidad ABO, ob-
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servacién que merece una futura investigacion. La
facilidad de toma de la muestra y el hecho de poder
disponer rapidamente (dentro de las 24 horas de
realizada la extraccién) de los resultados confir-
matorios del diagndstico permiten un manejo mas
adecuado en los pacientes mas pequefios. De hecho,
hemos podido realizar diagnéstico de certeza de
ESH en un nifio de 2 y en otro de 8 dias de vida.
No se han publicado hasta la fecha otros estudios
relativos al uso de sangre capilar para realizar
estas pruebas.

En conclusién, la utilizacién de sangre capilar de-
mostrd ser ttil para el diagndstico de ESH. El uso de
muy pequefios volimenes de sangre permite realizar
un diagnostico etiolégico més precoz en recién naci-
dos y lactantes pequefios. Estos resultados necesitan
ser confirmados en poblaciones més grandes, que
incluyan tanto pacientes con ESH como con anemias
hemoliticas de otras etiologfas.
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