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I. INTRODUCCION 

La anemia como enfermedad es un padecimiento incapacitante y 

en al~unas ocasiones mortal. Se desarrolla por factores 

extrinsecos 

hereditarias) 

eritrocitos. 

(anemias adquiridas) o intrinsecos 

que disminuyen la supervivencia 

(anemias 

de los 

Las anemias hemoliticas hereditarias son debidas a tres causas 

princiPales: 1) Alteraciones de la hemo~lobina: 2} Defectos 

enzi=Aticos ·~ 3} Alteraciones de la membrana del eritrocito. 

La clasificación actual de las anemias hereditarias por 

defecto de membrana se basa en la anormalidad morfoló~ica del 

mismo: poiqu1locitos1s. el1ptoe1tosis, aeantocitosis y 

esferocitosis (1,2). 

La Esferocitosis Hereditaria (EH) es una patolo~ia ~enética 

que se reconoce como una causa frecuente de anemias 

hemoliticas con~énitas, se manifiesta en forma diversa desde 

el punto de vista clinico Y bioquimico. 

Desde el punto de vista bioquimico la EH puede ori~inarse por 

alteraciones en las proteinas que forman el citoesqueleto de 

la membrana del eritrocito, en la que destaca la deficiencia 

de espectrina como causa principal (2.3}. 

Con el presente trabajo se pretende conocer el papel que 

jue~a la deficiencia de espectrina en el desarrollo de la 

enfermedad en la población de pacientes con EH captados en el 

Noroccidente de México, con el fin de contribuir en el 

conocimiento de esta entidad ~enética, ~a que en nuestro pais 

existe poca información acerca de este padecimiento. 
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11. ANTECEDENTES 

1. DEFINICION E HISTORIA 

La Esferocitosis Hereditaria (EH) es una enfermedad 

clinicamente hetero~énea (2), que se caracteriza por anemia 

hemolitica de severidad variable, eritrocitos esféricos, 

incremento en la fra~illdad osmótica {4), secuestro esplénico 

~ respuesta favorable a la esplenectomia, con forma de 

herencia básicamente autosómica dominante (3). 

La Esferocitosis Hereditaria {EH) fué morfolo~icamente 

descrita por primera vez hace mAs de 100 aftos por Vanlair y 

Maaius. En este trabajo se predijeron correctamente dos 

factores principales de la patotisiolo~ia de 1~ enfermedad: un 

acelerado envejecimiento de los eritrocitos (~lóbulos 

atróficos), v su destrucción por el bazo. Veinte aftos después, 

la EH fué redescubierta por Wilson v Minkowskv quienes 

reportaron 8 casos en una f.amilia con tres ~eneraciones (3). 

Posteriormente en esta patolo~ia se describió: Incremento en 

la tra~ilidad osmótica; corrección de la hem6lisia con la 

esplenectomia y el papel del bazo en el desarrollo de la EH 

( 5). Mis tarde se encontró que las membranas de los 

eritrocitos de pacientes con EH presentan incremento en la 

permeabilidad al sodio, disminución de lipidos y pérdida del 

irea de membrana. por lo que se sospechó de una anormalidad 

del citoesqueleto, habiéndose identificado a la fecha 

distintos defectos moleculares de las proteinas que lo 

conforman {6). Fi~. 1 
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DHICHNCIA DE PROTfiNAS DH ESQUELETO O ALTERACION EN LA FUNCION 

Deticifllcia dr upectriaa 
o 

Dehctos 4e inhraccih ¡p-P 4.1 

Deftcto n la asociacUn 
diaere-dittto o en la i• 
trracci6a aalyrina-P 3¡ 

Phd ida de area de arabnna 

ESHROCITOSIS 

drficiucia dt P 4.1 

"oderada 
(hhrocígoto) 

1 

Altmcíh u la fotea 
hdncava dnpuh de la drtoraací6n 

inducHa por utrn 

EUPTOCITOSIS 

Severa 
(bo10cigoto t doble hehrocigoh) 

lmtahílidad del esqueleto 

1 
hutabílídad de h ltthrana 

POIQUILOCITOSIS 

fiG. 1. (SQUE"A DE ALTERACIONES IJ{ KEIIBRAIIA IIUE CONDUCEN A ESFEROCITOSIS, HIPTOCITOSIS Y 
P()JQUilOtiTOSIS. 
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La nomenclatura anterior es mundialmente aceptada. ~ tué hecha 

hecha en base a los estudios de separación eleetrotorétiea 

realizados por Fairbanks ~ Cola. {9) Fis. 3 

BANDAS 

1 

2 

-2.1 

_a 

-4.fa 
J.1b 
_4.2 

-4.8 

-5 

_e 

_7 

P.M. 

240,000 

220,000 

185,000 

10,000 

80,000 
72,000 

48,000 

48,000 

811,000 

11 COPIAS NOMBRE 

200,000 ESPECTRINA-A 

200,000 ESPECTRINA-8 

100,000 ANKYRINA 

1,200,000 CANAL IONICO 

200,000 

100,000 

1100,000 ACTINA 

08PD 

LOCUS 

1q22-q25 

14q32-q24.2 

8p11-p21 

17q21-q22 

1p88.2-p84 

7pter-q22 

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



2. CARACTERISTICAS CLINICAS 

Las caracterieticae clinicae de la EH son palidéz, ictericia y 

esr;>lenome¡;alia. La en~ermedad se presenta tipicamente en la 

infancia; la mayoria de loe pacientes desarrollan rápidamente 

hem6lisis, anemia y esferocitos. En al¡;unos casos es necesario 

transfundir en repetidas ocasiones. 

La expresión cl1nica de la EH es altamente variable y va desde 

la condición &sintomática hasta la ~orma severa de anemia 

hemolitica (5). 

3. PREVALENCIA Y MODO DE HERENCIA 

La EH se reconoce como una causa ~recuente de anemias 

hemoliticas congénitas (6}. 

Existen reportes en la población occidental, donde la 

prevalencia de la enfermedad es de 0.02" (1:5,000}; sin 

embar¡¡;o, considerando los datos del estado de portador 

asintomático para el gen de la EH, y la alta frecuencia de 

individuos sanos con ~ragilidad osmótica incrementada (aprox. 

1%). es posible que este dato esté subestimado (3,6}. 

La EH está presente en negros Suda~ricanos y población 

japonesa, pero su prevalencia es desconocida (5}. 

Estudios recientes indican que aprox. el 75" de las ~amilias 

muestran un patrón autos6mico dominante, aunQue se observan 

notables excepciones de EH con herencia recesiva y 

hemblisis severa. 

El estado homocigoto para la forma tipica dominante de EH 

parece ser letal (A). 
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4. ESTRUCTURA Y COMPOSICION DE LA MEMBRANA DEL ERITROCITO 

Como en todas las células eucari6ticas, la membrana del 

eritrocito estA compuesta por lipidos v proteinae. Los lipidos 

dispuestos en forma de bicapa, son principalmente loa 

f'osf'oliPidos: f'osf'atidilcolina, f'osf'atidiletanolamida, 

tosf'atidilserina v esf'in~omielina; colesterol ~ clucolipidos • 

( 7). 

Muchas de las proteinas de membrana estan insertadas en la 

bicapa a modo de bloques de hielo flotantes, estas ·son 

llamadas proteinas ( P) inte~rales v son la banda 3 o canal 

ionico v las clucotorinas. Otras mAs forman una red de fibras 

interconectadas, que constituven el esqueleto de membrana, 

escencial para la rorma v estabilidad del eritrocito, tormado 

por las proteinas periféricas o extrinsecaa1 Espectrina ( P 1 

v 2 )J ankvrina ( P 2.1 ): P 4.1 J P 4.2 J P 4.9 ~ actina 

p 5 ). (8) P'ic. 2 

1 INTERACCION 
ESPECTRINA-ANKYRINA-P 3 
! 

INTERACCION 
P 4.1-GLUCOFORINAS-P 3 

TROPOMIOSINA 

INTERACCION 
ESPECTRINA-ACTINA-P 4.1 

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

-~~--------------------~ 
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A continuación, se describen las proteinas de la membrana 

eritrocito: 

ANKYRINA p 2.1 ) 

Participa en el anclaje del citoesqueleto a la membrana del 

eritrocito y jue~a un papel importante en sus ~unciones. 

Est• localizada en la superficie del esqueleto y posee eran 

afinidad por los tetrAmeros de la espectrina (5,6,8). 

Contiene dos dominios uno de 90 y otro de 72 Kd, este Gltimo, 

tiene una alta a~inidad a la cadena a de la espectrina. La 

asociación de la ankvrina con la espectrina ha sido 

visualizada por microfotoerafia electrónica, la cual muestra 

que el sitio de unión ankyrina-espectrina se encuentra a 20 

nm. de la cabeza del dimero de la espectrina. La fosforilac16n 

de este fra~mento, anula la interacción preferencial de la 

ankyrina al tetrAmero de la espectrina (8). 

El fraemento de 90 Kd se une al dominio citoplasmAtico de la 

p 3 permitiendo de esta manera la interacción entre la 

bicapa v el citoesqueleto. 

PROTEINA 3 ( P 3 o Can61 iónico ) 

Es una proteina transmembranal v la mAs abundante en la 

membrana del eritrocito en donde se encuentra como un 

tetrAmero no coovalente. 

La proteina estA dividida en dos dominios: el extremo 

carboxilo terminal de 52 Kd que forma el canal 16nico y el 

dominio amino terminal de 43 Kd que contiene los sitios de 

unión para: P 4.la P 4.21 Ankvrina1 enzimas v hemo~lobina. 

La P 3 también puede interaccionar con Glucoforina A. 
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Po~ au alta afinidad a la ankyrina contribuye a la estabilidad 

mecAnice del esqueleto de membrana y fortalece su unión a la 

bicapa de lipidos (5,10). 

PROTEINA 4.1 

Esta prote1na constituye aprox. el 5 ~ del total de la masa 

del citoesqueleto. Cuando los estromas del eritrocito son 

sujetos a electrotoresis en un sistema de celes continuos, la 

P ll.1 apa~ece como una sola banda: pero si se somete a un 

sistema de cel.es disconti·nuo micran dos bandas denominadas 

4.1a y 4.1b. Ambas prote1nas estan fosforiladas y presentan 

secuencias similares. La molécula se polariza en un extremo 

Acido y otro bésico: un fracmento central de 10 Kd contiene la 

reción responsable de la unión espectrina-actina. Tiene dos 

funciones importantes! promover la unión espectrina-actina Y 

unirse con la P 3, tosfatidilserina y clucoforina e y A (5,6). 

PROT!UNA 4.2 

Esta prote1na representa aprox.el S~ del total de las 

proteinas de membrana: se une a la ankyrina y a la P3r 

posiblemente su función es estabilizar la interacción entre 

las dos prote1nas aunque este se ha cuestionado (5,11,12). 

PROT!!iiNA ll •. 9 

Presenta una concentración equivalente a la de los tetrámeros 

de lá espectrina. Se conoce poco acerca sus funciones pero 

puede estar involucrada en el mantenimiento de la estructura 

del esqueleto de membrana. !!il polipéptido 4.9 interactQa con 

filamentos de actina, lo que reduce su polimerización y 

estabiliza fracmentos cortos (8). 
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ACTINA ( P 5 ) 

La actina de~ eritrocito es muy simi~ar a otras actinas, en 

función y estructura. Est' or~anizada en fi~amentos cortos de 

dob~e hélice denominados protofilamentos de 5 nm de diámetro 

que se estabilizan al interactuar con la espectrina V P 4.1 • 

Sin embarzo, existen diferencias si~nificativas entre las 

distintas actinas; por ejemplo la actina del eritrocito tiene 

la capacidad de activar la asociación de ATP-asa a ~a 

membrana, una cualidad que no est' presente en la actina del 

músculo. El estado de polimerización de la 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 v a contribuyen a esta unión. 

Otras proteinas asociadas con la actina son1 

y Tropomiosina (5,8). 

GLUCOFORINAS 

P 4.9, Aducina 

La G~ucoforina e es un miembro de una familia de 

sialoelucoproteinas junto con la Glucoforina A v B. Una 

asociación adicional del complejo del citoesqueleto con la 

membrana puede estar dada por una conexión entre espectrina y 

Glucoforina e o A, via P 4.1. En el patrón de bandeo referido 

existe una reei6n denominada PAS que por técnicas bioqu1m1cas 

adicionales ha sido nombrada como PAS1, PAS2 y PAS3. La reeión 

de PASl incluve los mon6meros de Glucoforina B (P.M 47 Kd), 

Glucoforina A (P.M 38 Kd) V Glucoforina e, también llamada 

Gluconectina (P.M 35 Kd); la reei6n PAS2 contiene el mon6mero 

de la Glucoforina A v PAS3 el mon6mero de Glucoforina B (7). 

10 



.... DUCINA 

Esta proteina es un heterodimero que contiene la subunidad 

a de 103 Kd ~ ~ de 97 Kd. Existe una copia por protofilamento 

de aetina. La aducina une la actina ~ la espeetrina. La uni6n 

de la aducina al esqueleto es inhibida por la prot. 4.1 lo que 

suziere que las dos proteinas pueden competir por los mismos 

sitios de unión. La adueina no interact6a directamente con la 

espectrina en auscencia de actina. EstA fosforilada ~ es la 

proteina principal unida a la ealmodulina del esqueleto (6). 

TROPOMIOSINA 

EstA compuesta de dos polipéptidos de 29 ~ 27 Kd. 

Presenta propiedadeel de asociación con la actina, 

particularmente con su protofilamento, constituido por 12 

mon6meros. Existe en el eritrocito una copia por cada 6 

mon6meros de actina por lo que se requieren dos tropomiosinas 

por protofilamento de actina (6). 

ESPECTRINA 

Es el componente mAs abundante ~ escencial del esqueleto de 

membrana; constitu~e aprox. el 25% del total. de las prote1nas 

de la membrana del eritrocito ~ cerca del 75% de la masa del 

citoesqueleto. EstA formada por dos cadenas similares, 

subunidad a de 240 Kd (Banda 1) ~ la aubunidad B de 220 Kd 

(Banda 2). 

Por estudios de microscopia electrónica sabemos que se 

asocian entre si formando un dimero ~ posteriormente un 

tetrAmero. Se ar~umenta que el tetrámero es la t'orma 

predominante en la membrana (5,8). 
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Las cadenas se asocian de modo lineal para formar el dimero ~ 

en un arre~lo antiparalelo, esto es, cabeza con cabeza, 

respecto a sus ~rupos amino terminal ~ carboxilo terminal para 

formar el tetrámero (5). 

La proteina es altamente flexible ~ asume una variedad de 

conformaciones, 

membrana. 

propiedad critica en la deformabilidad de la 

A) Ultraestructura de la espectrina 

El modelo de la molécula de la espectrina basado en estudios 

biofisicos su~iere la prescencia de regiones ~lobulares 

r1~idas conteniendo enlaces i6nicos v una estructura 

a-helicoidal unida por enlaces hidrof6bicos, secciones 

flexibles en la cadena (5). 

Se han identificado tres regiones funcionales mavores en la 

molécula (6): 

La re~i6n del heterodimero aa Que contiene sitios de 

contacto para ensamblarse en tetrámero. 

La región de unión con la ankYrina, Que se encuentra en la 

cadena a 

La re~i6n terminal de la espectrina Que posee sitios de 

contacto para la actina ~ la P U.l 

Estudios recientes muestran que las dos subunidades estan 

compuestas de múltiples segmentos conectados por re~iones o 

sitios sensibles a proteasas. Por ejemplo, al di~erir con 

tripsina encontramos nueve de tales dominios, cinco en la 

cadena a designados de a-I hasta a-V v cuatro en la cadena ~. 

desi~nados de ~-I hasta ~-IV (13). 

12 



Yoshino ~ Cola. reportan que la alta afinidad de uni6n de las 

subunidades a ~ ~ puede verse afectada 

modificaciones en estos dominios {14). 

A. 
SITIO 
DE LA 

SITIO DE 
FOSFORILACION 

B. 

REGIONES 
SENSIBLES 
A TRIPSINA 

si existen 

SITIO DE UNION 
DE P 4.1 Y 
ACTINA 

~ 1 lzf3J4f ~ Jsi7JalgG 11112113(,4{,~(~sfi7Jiell9g}c 

BETA C ~18,17' 1611~ 114 h~ l1211n 1019181716 ( ~ 1 4131211 ~N 
p p /. .· \' 

ALFA N 

FIG. 4 

' 

-·---501--· 

MODELO DE ORGANIZACION EXTERNA ·(A). E INTERNA (B) 
DE LA MOLECULA DE LA ESPECTRINA CON SUS REGIONES 
FUNCIONALES. 
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Los dominios son nombrados del extremo proximal (cabeza) al 

extremo final de la molécula; éste ~ltimo contiene los sitios 

de asociación para formar el dimero. El dominio a-I amino 

terminal contiene uno de estos sitios. El sitio de unión a la 

ank~rina se encuentra entre el dominio ~-I v ~-Il. Los sitios 

de unión para actina v P 4.1 están cerca del final de la 

molécula. 

Las dos subunidades difieren si~nificativamente una de otra. 

Los dos péptidos tienen una composición similar de 

aminoácidos, pero con secuencias distintas. 

Las cadenas a y ~ presentan 20 v 18 se~mentos hom6lo~os 

repetidos, 

aminoácidos. 

formados por subunidades repetidas de 

En la cadena a hav una variación cada 10 a 20 

subunidades lo Que nos da diferencias entre ambas cadenas. 

Además, la cadena ~ presenta su extremo carboxilo terminal 

fosforilado y posiblemente también el extremo amino terminal. 

La secuencia de varias subunidades difiere considerablemente 

en las diversas escalas evolutivas, pero existen re~iones 

altamente conservadas: cada subunidad contiene tres re~iones 

helicoidales unidas por secuencias cortas no helicoidales (5). 

El modelo anterior, basado en la repetición de subunidades de 

106 aminoácidos ha sido confirmado por datos de DNAc, y 

muestra la secuencia primaria completa de ambas, cadena a v 

cadena$ (15,16). 



B) Aspectos evolutivos de la espectrina 

En los e~1trocitos de la mavoria de los vertebrados Y en 

al~unoa invertebrados se encuentra la eapectrina, la cual aún 

cuando ha tenido cambios evolutivos, conserva su estructura 

ceneral, lo que suciere que alguna tunci6n de la espectrina es 

critica para la aobrevivencia del eritrocito. Existe analocia 

estructural y funcional entre la espectrina del eritrocito Y 

otras prote1nas de estirpes celulares diferentes como la 

fodrina y la filamina (8,17). 
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5. ORGANIZACION DEL ESQUELETO DE MEMBRANA 

En micrototoerafia electrónica por tinción ne~ativa se observa 

una distribución hexaeonal tipiea del esqueleto de membrana, 

con heptA~onos v pentAeonos ocasionales. Fie. 5 

Los filamentos lareos Que forman los brazos de los hexAeonos 

estan constituidos por los tetrAmeros de la espectrina junto 

con protofilamentoa de actina; P l.1; P 4.9; aducina v 

tropomiosina. PeQueftas Areas elobulares representan a la 

ankYrina unida a la cabeza del tetrámero de la espectrina 

Existen dos interacciónes entre la bicapa de lipidos v el 

esqueleto de membrana. Por una parte, cerea del centro del 

tetrAmero de la eepectrina (aprox. a 20 nm del sitio de 

interacción del heterodimero) la ankVrina, conecta a la 

espectrina con la proteina transmembranal P 3 {18), mientras 

Que en el extremo distal del tetrAmero de espectrina, existe 

otra unión a·través de la p 4. 1 que se une a las Glucoforinas 

(proteinas inteerales) v la P 3 {!)). 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 espectrina es sintetizada en las primeras etapa• del 

desarrollo eritroide. v junto con ankvrina v P 4.1 que forman 

un esqueleto inestable. Posteriormente. se inicia la s1ntesis 

de la P 3 que se incerta en la membrana. dentro del 

citoesqueleto preformado, lo que confiere una estabilidad 

suficiente que le permite cumplir sus funciones. 

La s1ntesia de espectrina. ankvrina v P 4.1 continúa en el 

estado de reticulocito. Sin embar~o. la s1ntesis de espectrina 

cesa antes que la de las otras proteinas. lo que su~iere que 

estas últimas son importantes en la estabilidad definitiva del 

esqueleto de membrana (6). 

7. FUNCIONES DEL ESQUELETO 

El esqueleto de membrana es escencial para la forma V 

estabilidad del eritrocito. Las prote1nas de membrana jue~an 

un papel importante en este complejo: pueden restrin~ir la 

movilidad de las proteinas inte~rales e influenciar además la 

distribución transmembranal de fosfolipidos v colesterol. 

(7.8). 

Entre las propiedades que le confieren el citoesqueleto al 

eritrocito se encuentrans su habilidad para deformarse al 

Pasar en repetidas ocasiones por la microcirculaci6n; la 

estabilidad que le confiere a la membrana, v la forma 

discoidal propia del eritrocito (19.20,21). 

Por otra parte, si consideramos a la membrana del eritrocito 

entre sus funciones relevantes estén el re~ular el flujo de 

electrolitos v metabolitos a la célula. 
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8. PATOFISIOLOGIA 

Una deficiencia o disfunción de cualquiera de las proteinas 

del esqueleto de membrana. resulta en fra~ilidad celular. 

fra~mentaci6n v anemia hemolitica. Dependiendo del defecto 

molecular se observan distintas expresiones morfoló~icas que 

se traducen en patolo~ias diversas. 

Dentro de la lesión que sufre la membrana del eritrocito en la 

EH se observa Que. a partir del defecto primario. se presenta 

un decremento en la densidad de la monocapa del esqueleto. 

Esto nos conduce a una desestabilización de la bicapa de 

l1pidos v pérdida de los mismos en forma de microvesiculas. 

Fi~. 6 

Asi. hav una pérdida de Area de membrana. microesferocitosis. 

v decremento en la deformabilidad er1troc1taria. lo que 

conlleva a la fra~ilidad osmótica. hem6lisis v retiro de estos 

eritrocitos de la circulación por el bazo (6). 
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9. DEfECTOS "OLECULARES DE LAS PROTEINAS DE "E"BRANA QUE CONDUCEN A 
ESFEROCITOSIS HEREDITARIA. 

Detecta eolecular Expresi6n clinica Herencia Prevalencia Referencia 

ESPECTRINA 
Drf. todrrada EH típica o •odtrada Autos61ica Coelln 6 

do1inanh 

l)ef. severa EH severa Autosd1ica Raro 6,22 
t!CHÍVa 

Por defecto en EH con acantocí tosü Autos6aica Proh. ti lOS 6 
unión espectrina/ do1inante del total de 
P 4.1 (tspectrína EH 
a inestable) 

OTRAS PROTEINAS 
D!f. uderada EH 1oderada o Autos61ica Prob. co1lln 6,23,24 

c01binada Sp/Ank. típica do•inante 

Def. severa EH severa o lni:ierta Rara 6,25 

co1binada Sp/Ank. COIIIn 

Def. dr P 4.2 EH no coalln Autosó•ica Rara 6,11' 12 
(parcial o reces i va 
co•pleta) 
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III. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Existen reportes en la población occidentanl, en donde la 

prevalencia de la en~ermedad es de 0.02% (1:5,000): sin 

embar~o. considerando los datos de estado de portador 

asintomAtico para el ~en de la EH, ~ la alta ~recuencia de 

individuos con incremento en la era~ilidad osmótica (aprox. 

del 1%) es posible que este dato esté subestimado (3). 

En un estudio realizado por Hirono ~ Cola. (26} en 722 casos 

referidos con anemia se encontró a 182 con anemia hemolitica, 

122 de tipo hereditaria~ de ellos el 67.2% corresponden a 

eritroenzimopat1as: 23.8% a EH: 4.9% a otras alteraciones en 

la membrana y 4.1% a hemoclobinopat1as. La ~recuencia elevada 

de eritroenzimopatias en esta población se debe a que ea un 

laboratorio de referencia para estudios enzimAticos: no 

obstante destaca la alta incidencia de EH en •ata casu1stica. 

La sintesis deficiente de espectrina es re~erida en varios 

trabajos como la causa principal de EH (5,6). 

Los estudios electroforéticos de las proteinas de la membrana 

del eritrocito realizados en ~eles de poliacrilamida con 

dodecil sulfato de sodio (DSS/poliacril&mida), pueden a~udar a 

detectar defectos que conducen a EH. Este método permite la 

separación de las cadenas polipept1dicas de acuerdo a su peso 

molecular. 

En México, es poca la in~ormaci6n que se tiene sobre las 

causas v modo de herencia de la EH. Se sabe, que este entidad 

es la c~usa mAs común de anemias hemoliticas herediarias en el 

Hospital Infantil de México (27). 
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En una muestra de poblaci6n del Nor-Occidente del pais, se 

realizó un estudio de 10 prop6siti, de los cuales 3 mostraron 

marcada deficiencia de espectrina, 3 deficiencia moderada y 

loa b restantes fueron normales {28). 

Considerando la escasa informaci6n que se tiene acerca de las 

causas, modo de herencia e incidencia de la EH en nuestra 

población se replantea la necesidad de ampliar las 

investi~aciones en esta Area. 

En el presente trabajo se pretende confirmar que la 

deficiencia de espectrina es la causa mAs frecuente de la EH 

en nuestra población; analizar su modo de herencia mediante 

estudios familiares y buscar por medio de los patrones 

electroforéticos de las muestras otras causas 

utilizando el método de eluci6n con pyridina 

de 

para 

EH, 

la 

cuantificación de espectrinas v anAlisis individual de las 

bandas que corresponden a las diferentes proteinas de 

membrana. 
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H I P O T E S 1 S 

EN PACIENTES MEXICANOS DEL OCCIDENTE DEL PAI~, 

LA DEFICIENCIA DE ESPECTRINA ES LA CAUSA MAS 

COMUN DE ESFEROCITOSIS HEREDITARIA. 
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O B J E T I V O S 

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. 

U. ESTANDARIZAR UN METODO PARA ESTUDIAR LOS NIVELES DE 

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

Se estudiaron 48 pacientes derivados de la consulta de 

hematolo~ia del Centro Médico de Occidente, IMSSI los 

cuales para su estudio se clasificaron en los si~uientes 

~rupos1 Pacientes con d1a~n6stico de EH (EH): familiares 

de pacientes con EH (FEH)& Pacientes con probable EH 

(PEH):familiares de pacientes con probable EH (FPEH). 

Como ~rupo control se tomaron muestras de individuos 

sanos obtenidas del personal de laboratorio, de alumnos 

de la Escuela Veterinaria v la Facultad de Ciencias 

Biol6~1cas de la Universidad de Guadalajara. En todos los 

casos la san~re fué obtenida con heparina. 

Las membranas del eritrocito fueron obtenidas acorde al 

método de Ood~e (29) con la escepci6n de que 0.1mM de 

floruro de fenilmetilsulfonilo (FFMS) fué aftadido al 

buffer de lisis (Na2HPOa 5mM. p,H 8.0). Previamente, los 

eritrocitos se lavaron tres veces con buffer Na2HPOa 5mM 

+ NaCl 150 mM p.H 8.0. Las membranas se conservaron en 

con~elaci6n resuspendidas en buffer de Lisis. 

Antes de su aplicación al ~el, se descon~elan v se 

diluven V/V en buffer de muestra constituido por 4 ml de 

a~ua; 1 ml de Tris 0.5M p.H 6.8; 0.8 ml de clicerol; 1.6 

ml de OSS al 10 %: 0.4 ml de beta-mercaptoetanol v 0.2 ml 

de rojo de fenol al 0.5%. Se pasan por bafto maria por 

minuto V medio, se dejan enfriar v se aplican 100 pl de 

la muestra en la parte superior del ~el. 
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La electrotoresis se realiz6 en base al m6to~o de 

Laemli (30) con ciertas modificaciones, en un sistema 

electrotor6tico vertical en eeles cilindr.icos de 

poliacrilamida/DSS con tres era~ientes de acuerdo al 

esquema de preparaci6n de eeles. 

ESQUEMA DE PREPARACION DE GELES 

REACTIVO GRADIENTE 

7" 10" 13" 

DSS 10" 200 111 200 111 200 111 

TRIS 1.S M p.H 8.0 S ml S ml S ml 

ACRIL/BISACRIL 
C 30"-1. S") 1&.7 ml 6.7 ml 8.7 ml 

10 ml 8 ml 6 ml 

TEMED so J.ll so $11 so J.ll 

PERSULFATO 10" 50 111 50 111 50 111 

El sentido del corriemiento fu6 an6dico a 130 V ~ 5 mA 

por zel, durante 6 hrs. aprox. Se utiliz6 como buffer de 

corrimiento una mezcla de Tris Base 2S mM, el~cina 190 mM 

DSS al 0.1" a p.H 8.3. Una vez terminado el 

corrimiento, los eeles fueron extraidos por presi6n del 

tubo, teftidos con azul de Comassie al O.S% en Ac. 

Acetico/metanol decolorados con Ac. 

Acetico/metanol (7-30"). Después de la decoloración, las 

bandas l, 2 ~ 3 se cortan, se colocan en tubos 

diferentes ~ se maceran, azrezando una soluc16n de 

piridina al 2S" Que eluYe la proteina. De este 

concentrado, se mide su absorbencia a 600 nm. (31) 
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FORMAS DE EVALUACION 

La intensidad del color (incremento en absorbencia) es 

proporciona1 a 1a concentración de proteina. La sumatoria 

de las absorbancias de Banda 1 + 2 v 3 es del 100% Sobre 

esta base se ca1cula e1 " correspondiente a 

las absorbencias de cada uno de los tubos. 

BANDA 1 + 2 
1 

3 
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VII. RESULTADOS 

Se analizó la relación de bandas 1 + 2 de espectrinas (a ~ ~) 

~ la banda 3 (P 3) ~ el patrón electroforético en ~eles 

DSS/Poliacrilamida, en las membranas aisladas de 4 ~rupos de 

P&cientest EH, FEH, PEH, FPEH ~ un ~rupo control. 

En la FIG. 7 se muestra el patrón de bandeo tipico obtenido en 

tres pacientes (1, 2 ~ 3) ~ un control (C), como puede 

apreciarse es mu~ similar en todos loa casos; éste patrón pudo 

reproducirse en por lo menos tres experimentos para cada 

individuo su anAlisis visual no mostró diferencias 

si~niticativas con el reterido por otros autores (9). 

La Tabla l presenta los valorea obtenidos en los cinco ~rupoa 

estudiados para las bandas 1 + 2, banda 3 ~ Relación 1+2 /31 

s6lo el srupo EH muestra diferencias si&nificativas con el 

srupo control para los tres parAmetros analizados (p< 0.02, P< 

0.02 ~ p< 0.05 respectivamente). 

En la FIG. 8 se representan los valores obtenidos para la 

banda 1 + 2 en cada uno de los individuos, indicando los 

valores promedio. La FIG. 9 representa los valores de la 

relación de las bandas 1+2 /3 de todos los &rupoa. Si 

incluimos el 97~ de los individuos normales (~ 2 a del valor 

promedio) para los valores de espectrinaa, el ran&o obtenido 

es de 46.1 a 61.4. Como puede verse en la FIG. W dos pacientes 

del erupo EH (25~) son deficientes (27.63~ ~ 42.62~). mientras 

que un familiar del erupo FEH (mamA) muestra también una 

deficiencia marcada (35.7~). ~ otro (papA) muestra una 

deficiencia "moderada" ~a que se encuentra en el limite 

inferior (46.6~). 
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TABLA I. Resultados de los valores obtenidos para las bandas 1 + 2, 

3 y relación 1 + 21 3 

BANDAS EH FEH PEH FPEH CONTROL 

X 47.:::6. 52.41 53.92 54.88 53.79 

1 + .-, .... S 9.06 7.37 3.71 4.60 3.82 

l'l 8 10 15 15 27 

X 51. •':J7 47.54 46.42 45.25 46.4:=: 

3 S 9. 11 7.36 3.:32 4.55 3.71 

ro 8 10 15 15 27 

-
X 0.•38 1. 17 1.20 1.25 1. 19 

F.:elación !1 0.2':f 0.30 o. 18 0.23 0.19 
1+2 1 3 

r. 8 10 15 15 27 
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VIII. DISCUSION 

Las espectrinas 1 v 2 v la banda 3 en condiciones normales han 

mostrado una relaci6n de 1 o semejante (6), en el presente 

trabajo se realiz6 una estimaci6n semicuantitativa de estas 

tres Prote1nas, con el fin de investi~ar la deficiencia de 

espectrina en la membrana eritrocitaria de pacientes con EH o 

con sospech~ de EH (PEH). Se utilizó el método de eluci6n con 

Piridina de las proteinas tenidas con azul de comassie en 

~eles de poliacrilamidar en nuestras manos la piridina eluv6 

completamente el colorante v prueba de ello es QUe los valores 

obtenidos en el ~rupo control mostraron poca dispersi6n. 

Este método permitió distin~uir en el ~rupo EH dos pacientes 

con deficiencia de espectrina v dos familiares ( ~rupo FEH), 

mamA de un afectado v papA de otro, lo Que confirma un patrón 

de herencia autos6mico dominante. En el ~rupo PEH nin~ún 

paciente mostró deficiencia de espectrina. Si analizamos como 

un solo ~rupo EH v PEH (23 propositi), podemos pensar Que la 

deficiencia de espectrina es poco común en nuestra poblaci6n, 

sin embar~o. cuando la EH estA claramente definida, existe una 

alta probabilidad de encontrarla. 

Es imPortante senalar QUe existen métodos más finos (p. ej. 

radioinmunoanAlisis) para cuantificar espectrinas (2), por lo 

Que Podriamos estar subestimando a los pacientes 

presentaran sólo deficiencia moderada. El método empleado en 

el presente trabajo no permite identificar alteraciones 

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

diferencias en movilidad electroforética, defectos ~e 
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asociación etc.) que repercutieran en su función alterando el 

citoesqueleto. 

En la literatura se han descrito alteraciones en otras 

proteinas de la membrana como causa de EH (ver punto número 

9)1 el an~lisis visual de las bandas no reveló anormalidades 

en P 1, P 2, P 3, P 4.1, P 4.2, P 5, P 6 y P 7 en nin~uno de 

los ~rupos estudiados. 

Finalmente, aunque se ha creido que el defecto primario de la 

EH se encuentra en la membrana, el conocimiento del defecto 

molecular que afecta a la célula no se ha definido aún 

satisfactoriamente (12). 
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IX. CONCLUSIONES 

l. El método es reproducible ~ permite la identificaci6n de 

deficiencia de espectrinas. 

2. El método permite el anAlisis del patr6n de bandeo. 

3. La deficiencia de espectrina se encontr6 en 2 de 8 

pacientes con EH ~ 2 de 10 familiares (FEH) analizados. 

4. El patr6n de herencia en los casos encontrados con 

deficiencia de espectrina mostr6 ser autos6mico dominante. 

5. No se encontr6 deficiencia de espectrina en los ~rupos PEH 

~ FPEH. 

6. El hecho de que 6 de 8 pacientes con EH no presentaron 

deficiencia de espectrina suciere que este defecto no es la 

causa més frecuente de EH en nuestra población. 
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