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INTRODUCCTION



I. INTRODUCCION
La anemia como enfermedad egs un padecimiento incapacitante y

en algunas ocasiones mortal. Se desarrolla por factores

extringecos (anemias adquiridas) o intrinsecos (anemias
hereditarias) que disminuyen 1la supervivencia de los
eritrocitos.

Las anemias hemoliticas hereditarias son debidas a tres causas
principales: 1) Alteréciones de la hemoglobina; 2) Defectos
enzizAticos -y 3) Alteracionea de la membrana del eritrocito.
La clasificacidén actual de 1las anemias hereditarias por
defecto de membrana se basa en la anormalidad morfolbziéﬁ del
misms: poiquilocitosia, eliptocitoals, acantocitosis y
eaferocitoais (1,2).

La Esferocitosis Hereditaria (EH) es una patologia genética
que se reconoce como una causa frecuente de anemlias
hemoliticas congénitas. se manifiesta en forma diversa deade
el punto de vista clinico y biloguimico.

Desde el punto de vista blogquimico la EH puede originarse por
alteraciones en las proteinas que forman el citoegqueleto de
la rmembrana del eritrocito. en la Qque desataca la deficilencia
de espectrina como causa principal (2.3). v

Con el presente tpabaJo se pretende conocer el pPapel que
juegs la deficiencis de espectrina en el desarrollo de 1la
enfermedad en la poblaciédn de pacientes con EH captados en el
Noroccldente de México, con el’fin de contribuir en el
conocimiento de esta entidad genética. ya que ;n nuestro 'pais

existe poca informacidn acerca de este padecimiento.
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11. ANTECEDENTES
1. DEFINICION E HISTORIA
La  Esferocitosis  Hereditaria (EH) es una enfermedad
clinicamente heterogénea (2), que se caracteriza por anemia
hemolitica de sgeveridad variable, eritrocitos esféricos,
incremento en la fragilidad ocsmética (h). eecuestro esplénico
¥ respuesta favorable a la esplenectomia, con forma de
herencia b&sicamente autoasdmica dominante (3).
La Eaferocitosis Hereditaria (EH) fué morfologicamente
descritq por primera vez hace mAs de 100 afios por Vanlair y
Masius. En este trabajo se predideron. correctamente dos
factorea principales de la patofisiologia de la enfermedad: un
acelerado' envejecimiento de 1los eritrocitos {glébuloa
atréficos), y su destrucciédn por el bazo. Veinte afios después,
la EH fué redescubilerta por Wilason y Minkowaky Quienes
reportaron 8 casos en una {amilia con tres generaciones (3).
Posteriormente en esta patologia se describilé: Incremento en
1a fragilidad osmbtica; correccién de la hemélisis con 1la
esplenectomia ¥y el papel del Pazo en el dgéabrollo de 1la EH
(5). ‘ MAs tarde se encontrd que las membranas de los
eritrocitos de pacientes con EH presentan incremento en 1la
permeabilidad al sodio, disminucién de lipidos y pérdida del
&Area de membrana, pof lo que se sospechd de una anormalidad
del cltoesqQueleto, habiéndose i1dentificado a la fecha

distintos defectos moleculares de las proteinaa Qque lo

conforman (6). Fig. 1 . .




DEFICIENCIA DE PROTEINAS DEL ESQUELETO O ALTERACION EN LA FUNCION

Deticiencia de espectrima Detecto en 1a asociacién
[ disere-dimero o en 1a in
Defectos de interaccitm sp-P 4.1 - teraccién ankyrina-P 3;

deficiencia de P 4.

L

Pérdida de drea de meadrama Noderada Severa
(heterocigote) {hemocigoto e doble heterocigote)
Alteracitn de 12 forea Inestabilidad del esqueleto
bictncava despubs de )a deformacidn
infecida por  estres Inestabilidad de la sesbrana
ESFEROCITOSIS ELIPTOCITOSIS POIQUILOCITOSIS

16, §. ESQUENR DE ALTERACIONES DE WINBRANA GUE CONDUCEN A ESFEROCITOSIS, ELIPTOCITOSIS V¥
POIQUILOCITOSIS.



La nomenclatura anterior es mundialmente aceptadsa,

¥ fué hecha

hecha en base a los estudios de separacldn electroforética

realizados por Fairbankas y Cols.

&
-

BANDAS PM.
© 240,000
220,000
195,000
-8 80,000
-4 .18
—4-18 80,000
4.2 72,000
4.9 48,000
-6 43,000
-6 86,000
-7
“Hb
FI4G.

# COPIAS

200,000
200,000

100,000

1,200,000

200,000

100,000

800,000

(9)

Fig. 3

NOMBRE

ESPECTRINA-A
ESPECTRINA-B

ANKYRINA

CANAL IONICO

ACTINA
G3PD

Locus
1922-q28
14932-q24.2

8p11-p21

17q21-g22

1p36.2-p34

7pter-q22

3 ESQUEMA DE DISTRIBUCION DE LAS BANDAS DE LAS
PROTEINAS DE LA MEMBRANA EN GEL DE
DSS/POLIACRILAMIDA




2. CARACTERISTICAS CLINICAS

Las caracteristicas clinicas de la EH son palidéz, ictericia ¥
esplencomegalia. La enfermedad se presenté tipicamente en 1la
infancia; la mayoria de los pacientes desarrollan répidamente
hemblisis, anemia y esferocitos. En algunos casos es necesario
transfundir en repetidas ocasiones.

La expresgidén clinica de la EH es altamente variable y va desde
la condicién asintomédtica hasta la forma severa de anemia
hemclitica (5).

3. PREVALENCIA Y MODO DE HERENCIA

La EH se reconoce como una causa frecuente de anemias
hemcliticas congénitas ké).

Existen reportes en 1la poblacidédn occidentel, donde la
prevalencia de la enfermedad es de 0.02% (1:5,000); s&in
embargo, considerando 1los datos del estado de portador
agsintombético para el gen de la EH, y la alta frecuencia de
individuos sanos con fragilidad osmbética incrementada (aprox.
1%)., es posible gue este dato esté subestimado (3,6).

La EH estd presente en negros Sudafricanocs y poblacién
japcnesa, pero su prevalencia es desconocida (5).

Estudioe recientes indican que aprox. el 75X de las familias
muestran un patré4n autosémico dominante, aunque se obseervan
notables excepciones de EH con herencia recegiva vy
hemélisls severa.

El estado homocizdto para la forma tipica dominante de EH

parece ser letal (4i).




' ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LA MEMBRANA DEL ERITROCITO
Como en tocdas 1las células eucariéticﬁs. ia membrana del
eritrocito estd compuesta por lipidos y proteinas. Los lipidos
dispuestos en forma de bicapa, son principalmente los
fosfolipidos: fosfatidilcolina, fosfatidiletanoclamida,
fogfatidilserina y esfingomielina;: colesterol ¥y glucolipidos .
7.

" Muchas de 1las proteinas de membrana estan insertadas en la
bicapa a modo de bloques de hielo flotantes, estas 'son
llamadas proteinas ( P) integrsles y son la banda 3 o canal
fonico y las glucoforinas. Otras mé&s formgn una red de fibras
interconectadas, Que constituyen el esqueleto de memprana.
escencial para la forma y eatabilidad del eritrocito, formado
pPor las proteinas periféricas o extrinsecas: Espectrina ( P 1
¥ 2 )3 ankyrina ( P 2.1 ): P 4.1 ; p'a.z s PU4.9 y actinae

(PS5 ) (8) PFig. 2

i INTERACCION INTERACCION

ESPECTRINA-ANKYRINA-P 3 o P 4.1-GLUCOFORINAS-P 3
i B |
5 @5 0!
Pl s ¥ A
-, ol % L2 sop® ;A%for :
: - ° s ] i
; My S (-
| ANK o |
’ a
> .
L - ESPECTRINA
| %2 LY
f o .
: SITIO DE ASOCIACION  TROopOMIOSINA
i DE LA ESPECTRINA ACTINA
| Lo
INTERACCION

ESPECTRINA-ACTINA-P 4.1

FIG. 2 MODELO DE ORGANIZACION DE LAS PROTEINAS DE LA
MEMBRANA DEL ERITROCITO.




A continuacién, se describen las proteinas de la membrana
eritrocito:
ANKYRINA ( P 2.1 )
Participa en el anclaje del citoesgueleto & la membrana del
eritrocito ¥y juegs un papel importante en sus funciones.
Esté 1locslizada en la superficie del esqueleto ¥ posee gran
afinidad por 1los tetr&meros de la espectrina (5,6,8).
Contiene dos dominios uno de 90 y otro de 72 Kd, este Gltimo,
tiene una alta afinidad a 18 cadena 8 de la especérina. La
agociacién de 1la ankyrinse con 1la espectrina ha sido
visualizada por microfotografia electrédnica, la cual muestra
qQue el sitio de unién ankyrina-espectrina gse encuentra a 20
nm. de la cabeza del dimeroc de la espectrina. La fosforilacidn
de este fragmento, anula la interaccién preferencial de 1ls
ankyrina al tetrémero de la espectrina (8).
El fragmento de 90 Kd se une sl dominio citoplasmético de la
P 3 , permitiendo de esta manera la interaccién entre 1la
bicapa ¥ el citoesqueleto.

OTE ( P3 o CanAl i6nico )
Es una proteina transmembransl y la m&s abundante ien la
membrana del eritrocitec en donde se encuentra como un
tetrémero ho coovalente. |
La proteina estd dividida en dos dominice: el extremo
carboxilo terminal de 52 Kd que forma el canal iénico y el
dominio amino terminal de 43 Kd que contiene los sitios de
unién parat P 4.13 P 4.2; Ankyrina; enzimas ¥ hemoglobina.

La P 3 también puede interaccionar con Glucoforina A.



Por su ;lta afinidad a 1a ankyrina contribuye a la estabilidad
mecénica vdel esqueleto de membrana y fortalece su unién a 1la
bicapa de 1lipidos (5,10).

PROTEINA 8.2

Eata protgina constituye aprox. el 5 X del total de 1la - masa
dal citoesqueleto. Cuando los estromas del eritrocito son
sujetos a electroforesis én un sistema de geles continuos, 1la
P 4.1 aparece como una sola banda; pero si se somete a un
gistema de gelea disqontinuo migran dos bandas denominadas
4.1a y A.1b. Ambas protelnas esfan fosforiladas vy presentan
secuencias asimilares. La molécula se polariza en un extremo
4cido y otro bAsico; un fragmento central de 10 Kd\contigne ls
regién responssble de 1la unién espectrina-actina. Tiene dos
funciones importantes: promover la unibn egpectrina~actina ¥
unirse con la P 3, fosfatidilserina y glucoforina C y A (5,6).
EROTEINA 8.2

Esta proteina representa _aprox.el 5% del total de las
proteinas de membrana; se une a la ankyrina y a 1la P3:
posiblemente su funcién es eatabilizar la interaccién entre
las dos proteinas aunque este se ha cuestionado (5,11,12).
PROTEINA 8.9

Presenta una concentraciédn equivalente a 1la de los tetrémeros
de 1la espectrina. Se conoce poco acerés_aus funcicnes pero
puede ea?ar involucrads en el mantenimiento de la estructura
del esqueleto de membrana. E1 polipébtido.a.9'1nteractﬁa con
~filsmentos de actina, 1o que reduce su polimerizacién V¥

estabiliza fragmentoa cortos (8).



ACTINA ( P 5 )

La actina del eritrocito ea muy similar a otras actinss, en
funcidédn ¥y estructura. Estd organizada en fillamentos cortos de
doble hélice denominados protofilamentoa de 5 nm de didmetro
que se estabilizan al interactuar con la espectrina y P 4.1 .
Sin embargo, existen diferencias significativas entre las
aietintas actinas; por ejemplo la actina del eritrocito tiene
la capacidad de activaer la asociacién de ATP-asa a 1la
membrana, una cualidad que no est& presente en la actina del
miasculo. El estado de polimerizacién de 1la actina es
funcionalmente importante para el eritrocito.

La actina se une en un sitio cercano al extremo de la molécula
de la espectrina; las cadenas a ¥ 8 contribuyen a esta unién.
Otras protéinaa asociadas con la actina son: P 4.9, Aducina
¥y Tropomiocsina (5.8).

GLUCOFORINAS

La Glucecforina C es un miembro de una familia de
sialoglucoproteinas Junto con 1la Glﬁcoforina A y B. Una
agociacién adicional del complejo del citoesqueleto con 1la

membrana puede estar dada por una conexidn entre espectrina ¥y

Glucoforina C o A, via P #4.1. En el patrén de bandeo referido

existe una regidn denominada PAS que por técnicas bioquimicas
adicionales ha sido nombrada como PAS1, PASZ y PAS3. La regién
de PAS1l incluye los monémeros de Glucoforina B (P.M 47 Kd),
Glucoforina A (P.M 38 Kd) y Glucoforina C, también 1llamada
Gluconectina (P.M 35 Kd);: la regién PAS2 contiene el monémero

de la Glucoforina A y PAS3 el monémero de Glucoforina B (7).
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ARUCINA

Esta proteina es un heterodimero que contiene la subunidad

a de 103 Kd y # de 97 Kd. Existe una copia por protofilamento
de actina. La aducina une la actina y la espectrina. La unién
de la aducina al esqueleto es inhibida por la prot. 4.1 lo que
sugiere que las dos proteinas pueden competir por los mismos
sitios de unién. La aducina no interactia directamente con 1la
espectrina en auscencia de actina. EstA fosforilada y es 1la
proteina principal unida a la calmodulina del esqueleto (6).
TIROPOMIQOSINA

Esé& compuests de dos polipéptidos de 29 y 27 Kd.

Presenta propledades de agoclacién con la actinas,
particularmente con su protofilamento, constituido por 12
monémeros. Existe en el eritrocito una copia por cada 6
monémeros de actina por lo Que se reqQuieren dos tropomiosinas
por protofilamento de actina (§).

ESPECTRINA

£s el componente mAs abundante y escencial del esqueleto de
membrana; constituye aprox. el 25X del total de las proteinas
de 1la membrana del eritrocito y cerca del 75X de la masa del
citoesqueleto. Eatd formada por dog cadenas aimilareg.r la
subunidad a de 240 Kd (Banda 1) y la subunidad 8 de 220 Kd
(Banda 2).

Por estudios de microscopia electrbénica sabemos que se
asocian entre 81 formande un dimero y posteriormente un

tetramero. Se argumenta qQue el tetrémero ea la forma

predominante en la membrana (5,8).

11



Las cadenas se asocian de modo lineal para formar el dimero ¥y

en un arreglo antiparalelo, esto es, cabeza con cabeza,

respecto & sus grupoe amino terminal y carboxiloc terminal para

formar el tetrémeroc (5).

La proteina es altamente flexible y asume una variedad de

conformaciones, propledad critics en la deformabilidad de 1la

membrana.

A) Ultraestructura de la espectrina

El modelo de la molécula de la espectrina basado en estudiocs

blofisicos sugiere 1la prescencia de regiones globulares

rigidas conteniendo enlaces " 1énicos ¥ una estructura

a-helicoidal unida por enlacee hidrofébicos, secciones

flexibles en la cadena (5). Fig. &

Se han identificado tres regiones funcionalee mayores en 1la

molécula (6):

- La regién del heterodimero af que contiene sitios de
contacto para ensamblarse en tetrémero.

— La regibén de unién con la ankyrina, Que ge encuentra en 1la
cadena 8

— La regién terminal de la espectrina Que posee gitios de
contacto para la actina y la P 4.1

Estudiocs recientes muestran que lag dos subunidades estan

compuestas de mﬁltiples‘eecmentos conectados por regionesg o

gitios sensibles a proteasas. Por ejemplo, al digerir con

tripsina encontramos nueve de tales dominioe, c¢inco en 1la

cadena a designados de a-~I hasta a~V y cuatro en la cadena 8,

degignadog de B-I hasta B~-IV (13).

12



Yoshino ¥ Cols. reportan que la alta afinidad de unién de 1las
subunidades a y @8 puede verse afectada 8l existen

modlficaclones en estos dominlos {(14).

A

SITIO DE UNION
DE LA ANKYRINA

SITIO DE \ /
FOSFORI o
LacIon REGIOQNES
SENSIBLES SITIO DE UNION
A TRIPSINA DE P 4.1 Y
ACTINA
SITIO DE
ASQCIACION DE
LA ESPECTRINA
B' o al — } al —— b—qll —it—all—t+—alq ——
AaLFA N o 12l3falslelrialo] o fufielsfiafishisfir}isfo 2; c
PP gt ?
BETA ¢ 18 |7I|ﬁ[\5 mlm uan;. |ols sir{efs{a 312 (rL;\\{)N
Pp /\

Bl L-*—, ﬂ’n———q b—ﬂm——d pom——— B X

FIG. 4 MODELO DE ORGANIZACION EXTERNA (A), E INTERNA (B)
DE LA MOLECULA DE LA ESPECTRINA CON SUS REGIONES

FUNCIONALES.
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Log dominios son nombrados del extremo proximal (csﬁeza) al
extremo final de la molécula; éste Gltimo contiene los sitios
de asoclacién para formar el dimero. El1 dominie a-I amino
terminal contiene uno de estos sitios. El sitio de unién a la
ankyrina se encuentra entre el dominio B8-I ¥y A~11. Los sitios
de unién para actina y P 4.1 estén cerca del final de 1la
molécula,

Las dog subunidades difieren significstivamente una de otra.
Los dos péptidos tienen une composicién similar de
aminoc&cidos, pero con secuencias distintas.

Lag cadenas a ¥ B presentan 20 y 18 segmentos homébélogos
repetidos, formados por subunidades repetidas de 106
aminoécidos. En 1la cadena a hay una variacidén cada 10 a 20
subunidades 1o Que noe de diferencias entre ambas cadenas.
Ademés. la cadena B presenta su extremo carboxilo terminal
fosforilado’ ¥y posiblemente también el extremo amino terminal.
 La secuencla de varias subunidades difiere considerablemente
en las diversas escalag evolutivas, pero existen regiones
altemente conservadas: cada subunidad contiene tres regiones
helicoidales unidas por secuencias cortss no helicoidales (s).
El modelo anterior, basado en la repeticidén de subunidadee de
106 aminoécidos ha s8ido confirmado por datos de DNAc, ¥
muestra la secuencia primaria completa de ambas, cadena a ¥

cadena B (15,16).
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B) Aspectos evolutivos de la espectrina

En 1los efltrocitcs de la mayoria de los vertebrados Yy en
algunos invertebrados se encuentra la espectrina, la cual ain
cuando ha tenido cambios evolutivos, conserva su estructurs
general, lo que suglere que alguna funcién de ;s espectrina es
critica para la sobrevivencia del eritroéito. Existe anslogia
eétructural ¥ funcional entre la espectrina del erltrocito vy
otras proteinas de estirpes celulares diferentes como la

fodrina y la filamina (8.17).
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5. ORGANIZACION DEL ESQUELETO DE MEMBRANA

En microfotografia electrénica por tincidén negativa se observa
une distribucié4n hexagonal tipica del esqueleto de membrana,
con heptégonoe ¥y pentéigonoe ocasionales. Fig. 5

Los filamentos largos que forman los brazos de los hexégonos
estan constituidos por los tetrémeros de le espectrins Junto
con protofilamentos de actina; P 4.1 P 4.9; aducina vy
tropomiosina. Pequefias Areas globulares representan a la
snkyrina unida a la cabeza del tetrAmero de la espectrina
Existen dos interacciénes entre la bicapa de 1lipidos y el
esqueleto de membrana. Por una parte, cerca del centro del
tetrédmero de 1la espectrine (aprox, a 20 nm del sitio de
interaccién del heterodimero) 18 ankyrina, conecta a 1la
espectrina con la proteina transmembranal P 3 (18). mientras
gque en €l extremo distal del tetrémero de espectrina, exisete
otra unién através de la p 4.1 qQue se une a lag Glucoforinas
(proteinas integralee) y 1la P 3 (5). De ésta manera, el

citoesqueleto queda anclado a la membrana.

MICROSCOPIA ELECTRONICA
DEL ESQUELETO DE LA
- MEMBRANA DEL ERITROCITO.
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6. BIOGENESIS DEL ESQUELETO DE MEMBRANA

La esﬁectrina es sintetizada en las primeras etapas del
desarrollo eritroide, y Jjunto con ankyrina»v P 4.1 Qque forman
un esqueleto inestable. Posteriormente., se inicia la sinteais
de 1la P 3 gque se incerta en la membrana, dentro del
citoesqueleto preformado, lo Que confiere una establlidad
suficiente Que le parmite cumplir sus funciones.

La sintesis de espectrina, ankyrina y P 4.1 continGa en el
eatado de reticulocito. Sin embargo. la sintesis de espectrina
ceasa antes Que la de las otras proteinas, lo que suziere que
estas Gltimas son importantes en ia eastabllidad definitiva del
esqueleto de membrana (6).

7. FUNCIONES DEL ESQUELETO

El esqueleto de membrana es escencial para 1la forme V¥
estabilidad del eritrocito. Las proteinas de membrana Juegan
un papel importante en este complejo: pueden restringir 1a
movilidad de las proteinas integrales e influenciar ademds la
distribuciédn transmembranal de fosfolipildos y colesterol.
(7.8).

Entre 1las propiedades que le confieren el citoesqueleto al
eritrocito se encuentran: su habilidad para deformarse al
pasar en repetidas ocasiones por 1la microcirculacibﬁ: la
estabilidad que 1le confiere a la membrana, y la forma
discoidal propia del eritrocito (19.20,21).

Por otra parte, si consideramos a la membrana del eritrocito
entre sus funciones relevantes estfin el regular el flujo de

alectrolitos y metabolitos a la célula.
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8. PATOFISIOLOGIA

Una deficiencia o disfuncién de cuslqguiera de 1las proteinas
del esqueleto de membrana, resulta en fragilidad celular,
fragmentacién y anemia hemolitica. Dependiendo del defecto
molecular se observan distintas expresiones morfolégicas que
se traducen en patologias diversas.

Dentro de la lesién qQue sufre la membrana del eritrocito en 1la
EH se observa que, a partir del defecto primario, se presenta
un decremento en ls densidad de la monocapa del esqueleto.
Esto nos conduce a una desestabilizescién de 1la bicapa de
lipidos y pérdida de los mismos en forma de microvesiculas.
Fig. 6

Asi, hay una pérdida de érea de membrana, microesferocitosis,
y decremento en 1la deformabilidad eritrocitaria, 1lo que
conlleva a la fragilidad osmética, hembdlisis y retiro de estos

eritrocitos de la circulacidn por el bazo (6).
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9, DEFECTOS NOLECULARES DE 1LAS PROTEINAS DE NEWBRANA QUE  CONDUCEN A
ESFEROCITOSIS HEREDITARIA.
Detecto solecular Expresidn clinica Herencia Prevalencia Referentia
ESPECTRINA
Def, moderada EH tipica o moderada  {Autosimica Cosdn [
dominante
Det. severa EH severa Autasdmica | Rare 8,22
recesiva
Por defecto en EH con acantocitesis  jAutosimica frob, el 108 6
unidn especterina/ tosinante del total de
P 4.1 (espectrina 1]
t inestable)
OTRAS PROTEINAS
Def, moderada EH soderada o Autosdmica frob, comin 6,23,2¢
cosbinada Sp/énk, tipica dosinante
Det. severa EH severa o Incierta Rara 6,29
combinada Sp/Ank, cosin
Def. de P 4.2 £H no coadn Autosdeica Rara 6,11,12
{parcial o recesiva
coapleta)
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IIX. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Exlsten reportes en la poblacidédn occidentanl, en donde 1la
prevalencia de 1la enfermedad es de -0.02%X (1:5,000); sin
embargo, considerando los datos de estado de portador
asintomé4tico para el gen de la EH, ¥y la alta frecuencia de
individuos con incremento en la fragilidad osmbtica (aprox.
del 1X) es posible que este dato esté subeatimado (3).

En un estudio realizado por Hirono y Cols. (26) en 722 casos
referidos con anemia se encontré a 182 con anemia hemolitics,
122 de tipo hereditaria y de ellos el 67.2X corresponden a
eritroenzimopatias; 23.8X a EH; 4.9X a otras alteracioqes en
la membrana y 4.1X a hemoglobinopatias. La frecuencia elevada
de eritroenzimopatias en esta poblaciédn gse debe a que es un
laboratorio de referencia para estudios enziméaticos; ﬁo
obatante destaca la glta inclidencia de EH en esta caguiastica.
La aintesis deficlente de espectrina es referida en varios
trabajos como la causa principal de EH (5,6).

Los estudlos electrofordticos de las proteinas de la membrana
del eritrocito realizados en geles de poliacrilamida con
dodecil sulfato de sodio (DSS/poliacrilaﬁida). pueden ayudar a
detectar defectos que conducen a EH. Este método permite 1la
separaciédn de las cadenas polipeptidicas de acuerdo a su peso
moleéular.

En México, es poca la informaciédn que se tiene sobre 1las
causas y modo de herencia de la EH. Se sabe, que eate entidad
es la causa mis comin de anemiaé hemoliticas herediarias en el

Homspital Infantil de México (27).
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En une mnmuestra de poblacién del Nor-Occlidente del pais, se
realizé un estudio de 10 propésiti, de los cuales 3 mostraron
marcada deficiencia de espectrina, 3 deficiencia moderada y
los 4 restantes fueron normales (28),

Considerando la escasa informacién que se tiene acerca de las
causas, modo de herencis e incidencia de l1la EH en nuestra
poblacién se replantea 1la necesidad de ampliar las
investigaciones en esta Area.

En el presente trabajo #e pretende confirmar Qque la
deficiencia de espectrina es la causa méAe frecuente de la ER
en nuestra poblacién; analizar su modo de herencia mediante
estudios familiares y buscar por medio de 1los patrones
electroforéticos de las muestras otras causas de EH,
utilizando el método de eluciébn con byridina para la
cuantificacién de eepectrinee y anblisis individual de 1las
bandas que corresponden & las diferentes proteinas de

membrana.

23



HIPOTESTIS



HI POTESIS
EN PACIENTES MEXICANOS DEL OCCIDENTE DEL PAIS,
LA DEFICIENCIA DE ESPECTRINA ES LA CAUSA MAS

COMUN DE ESFEROCITOSIS HEREDITARIA.
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OBJETIVOS

1. DETERMINAR EL PAPEL QUE JUEGA LA DEFICIENCIA DE
ESPECTRINA COMO CAUSA DE ESFEROCITOSIS HEREDITARIA
EN EL NOROCCIDENTE DE MEXICO

2. CONOCER EL MODO DE HERENCIA DE LA EH CUANDO ESTA
TENGA UNA CAUSA CONOCIDA.

3. COMPARAR LOS PATRONES ELECTROFORETICOS DE NUESTROS
PACIENTES. CON LOS REPORTADOS EN OTROS TRABAJOS.

4. ESTANDARIZAR UN METODO PARA ESTUDIAR LOS NIVELES DE

ESPECTRINA EN RELACION A LA BANDA 3.
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VIi. MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 48 pacientes derivados de la consulta de
hematologia del Centro Médico de Occidente, IMSS; 1los
cuales para su estudio se clasificaron en 1los .sizuientes
grupos: Paclientes con disgnéstico de EH (EH): familiares
de pacientes con EH (FEH): Pacientes <con probable EH
(PEH); familiares de pacientes>con probable EH (FPEH).
Como grupo control se tomaron muestras de individuos
sanos obtenidas del pereonal de laboratorio, de alumnos
de 1la Escuela Veterinaria y l1la Facultad de Ciencias
Biocldégicas de 1la Universidad de Guadalajara. En todos los
casos la sangre fué obtenida con heparina.

Las membranas del eritrocito fueron obtenidas acorde al
método de Dodge (29) con 1la escépcién de Qque O0.1mM de
floruro de fenilmetilsulfonilo (FFMS) fué afladido al
buffer de lisie (NapHPO; SmM. p.H 8.0). Previamente, 1los
eritrocitos se lavaron tres veces con buffer NazHPOy 5mM
+ NaCl 150 mM p.H 8.0. Las membranas se conservaron en
congelaciédn resuspendidas en buffer de Lisis.

Antes de su aplicaciédn al gel, 8e descongelan y se
diluyen V/V en buffer de muegtra constituido por 4 ml de
agua; 1 ml de Tris 0.5M p.H 6.8; 0.8 ml de glicerol; 1.6
ml de DSS a) 10 X:; 0.4 ml de beta-mercaptoetancl y 0.2 ml
de rojo de fenol al 0.5X. Se pasan por bafio maria por
minuto ¥y medio, se dejan enfriar ¥y se aplican 100 ul de

la muestra en la parte superior del gel.
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La electroforesis se realizd en base al método de
Laemii (30) con clertas modificaciones, en un sistema
electroforético vertical en geles cilindricos de
poliacrilamida/DSS con tres gradientes de acuerdo al
esquema de preparacidn de geles.

ESQUEMA DE PREPARACION DE GELES

REACTIVO GRADIENTE
7% 10% 13%

DSS 10X ‘200 ul 200 ul 200 ul
TRIS 1.5 M p.H 8.0 5 ml 5 ml 5 ml
ACRIL/BISACRIL |

(30X-1.5%) 4.7 ml 6.7 ml 8.7 ml
H,0 DESTILADA 10 ml 8 m1 6 ml
TEMED 50 ul 50 ul 50 ul
PERSULFATO 10X 50 Ml 50 w1 50 Wl

El sentido del corriemiento fué anédico a 130 Vy 5 mA

por gel, durante 6 hrs. aprox. Se utilizé como buffer de
corrimiento una mezcla de Tris Base 25 mM, glycina 190 mM
v DSS al o.1x' a p.H 8.3. Una vez terminado el
corrimiento, 1los geles fueron extraidos por presidn del
tubo, tefildos con azul de Comassie 8l 0.5X en Ac.
Acetico/metanol (7-30%) vy decolorados con Ac.

Acetico/metanol (7-30X). Después de la decoloracidn, 1las

‘bandas 1, 2 y 3 s8se cortan, ae colocan en tubos
diferentes y se maceran, agregando una solucidn de
piridina al 25X que eluye 1la proteilna. De este

concentrado, se mide su absorbancla a 600 nm. {31)
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FORMAS DE EVALUACION
La intensidad del color (incremento en absorbancia) es
proporcional a la concentracidn de proteina. La sumatoria
de las absorbancies de Banda 1 + 2 ¥y 3 es del 100X Sobre
esta bazse se calculsa el X correspondiente a
las absorbancias de cada uno de los tubos.
BANRDA 1 + 2

3
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V1. RESULTADOS

Se analizé la relacién de bandas 1 + 2 de espectrinae (a y B8)
¥ la banda 3 (P 3) ¥y el patrdén electroforético en geles
DSS/Poliacrilamida, en las membranae aisladas de 4 grupos de
pacientess EH, FEH, PEH, FPEH ¥ un grupo control.

En la FIQG. 7 se muestra el patrén de bandeo tipico obtenido en
tres pacientes (1, 2 y 3) y un control (C), como puede
apreciaree es muy similar en todos log casoe: éste patréd4n pudo
reproducirse en por 1lo menos tres experimentoe para cada
individuo Y eu anélisis visusl no  mostréd diferencias
eignificativas con el referido por otros autores (9).

La Tabla I presenta loe valores obtenidos en loe cinco grupos
estudiadoe pars las bandas 1 + 2, banda 3 y Relacidn 1+2 /3;
86lc el grupo EH muestra diferencies significativas con el
gruvo control para los tres parémetros analizados (p< 0.02, p<
0.02 y p< 0.05 respectivamente).

En 1la FIG. B se representan los valores obténidos para la
banda 1 + 2 en cada uno de los 1individuos, indicando 1los
valores promedio. La FIG. 9 representa los valores de la
relacién de 1las bandas 1+2 /3 de todos 1los zrupos; S1
incluimos el 97X de los individuos normales (x 2 8 del valor
promedio) para los valores de espectrinas, el rango obtenido
es de 46.1 a 61.4. Como puede verse en la FIG. § dos pacientes
del grupo EH (25%) son deficientes (27.63% y 42.62X), mientras
que un femiliar del grupo FEH (mam&) muestra también una
deficiencia marcada (35.7X), ¥ otro (paps) muestra una
deficiencia "moderada'" ya qQque se encuentra en el 1limite

inferior (46.6X%).
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TABLA 1. Resultados de los valores obtenidos para las kandas 1 + 2,

3y relacibn } + 2/ 3

BANDAS EH  FEH PEH FPEH CONTROL
X 47.26 52,41 53,92 54,28 53.79
1+ 2z s 9.0k 7.37 3.71 4.60 Z.82
n I 10 15 15 27
X 51.97 47.54 d46.42 45,25 aé.45
3 s 9.11 7.36 3.a2 4.55 .71
" = 1a 1S 15 27
X 0.2 1.17 1.20 1.25 1.19
FRelacién s Q.29 .30 Q.12 Q.23 0.17

1+2 / 32

[ = 10 15 15 27




FIGURA 8. BANDAS 1 + 2 DE ESPECTRINAS
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FIGURA 9. RELACION DE BANDAS 1+ 2 /3
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VIII. DISCUSION

Las espectrinas 1 y 2 v 1la banda 3 en condiclones normales han
mostrado una relacién de 1 o semejante (6), en el presente
trabajo se realizé una estimacién semicuantitativa de estas
tres proteinas, con el fin de investigar la deficiencla de
espectrina en la membrana eritrocitaria de pacientes con EH o
con sospecha de EH (PEH). Se utilizé el método de elucién con
piridina de 1las proteinas tefildas con azul de comasqie en
geles de poliacrilamida; en nuestras manos la piridina eluyd
completamente el colorante y prueba de ello es que los valores
obtenidos en el grupo control mostraron poca diape;sién:

Este método permitid distinguir en el grupo EH dos pacientes
con deficiencia de espectrina y dos familiares ( grupo FEH),
mam& de un afectado y papi de otro, lo que confirma un patrén
de herencia autosédmico dominante. En el grupo PEH ningGn

paciente mostré deficiencia de espectrina. Si analizamos como

un solo grupo EH ¥ PEH (23 propositi), podemos pensar que 1la

deficliencia de espectrina es poco comin en nuestra poblacién,
sin embargo, cuando la EH estA claramente definida, existe una

alta probabilidad de encontrarla.

Es importante sefialar que exlsaten métodos mas finos (p. el.

radioinmunoandlisis) para cuantificar espectrinas (2), por 1lo
Qque podriamos estar subestimando & 1los pacientes que
presentaran 86lo deficiencia moderada. El método empleado en
el pregsente trabajo no permite ildentificar alteraciones

cualitativas de las espectrinas o de otras proteinas ( p. ed.

diferencias en movilidad electroforética, defectos de
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asociacién etc.) que repercutieran en su funcién slterando el
citoesqueleto.

En 1la 1literastura se han descrito alteraciones en otras
proteinas de la membrana como causa de EH (ver punto. namero
9): el anklisis visusl de las bandas no revelé sanormalidades
en P1, P2, P3, PUu.1, P U.2, PS5, P6y P 7 en ninzuno de
los grupos estudiados.

Finalmente, aunque ge ha creido que el defecto primario de 1la
EH s8se encuentra en la membrana, el conocimiento del defecto
molecular Que afecta a 1la célula no se ha definido atn

satisfactorieamente (12).
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IX. CONCLUSIONES

1. El método es reproducible y permite la identificaciédn de
deficiencia de espectrinas.

2. El método permite el ané&lisis del patrdén de bandeo.

3. La deficlencia de espectrina se encontrd en 2 de 8
pacientes con EH ¥y 2 de 10 familisres (FEH) analizados.

4, El1 patrén de herencia en 1los casos encontrados con
deflciencia de espectrins mostré ser asutosdmico dominante.

5. No se encontrd deficiencia de espectrina en los grupos PEH
y FPEH.

6. El1 hecho de que 6 de 8 pacientes con EH no presentaron
deficiencia de espectrina-suziere qQue este defecto no es 1la

causa m&g frecuente de EH en nuestra poblacién.
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