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Resumen

Los objetivos del presente estudio fueron: a) Analizar las características de-
mográficas y clínicas de nuestra población al diagnóstico; b) Evaluar si las 
pruebas más recientes presentan ventajas sobre las tradicionales; c) Confir-
mar la frecuencia de las distintas deficiencias de proteínas de membrana; d) 
Establecer la relación entre severidad y resultado de las pruebas o tipo de 
deficiencia. Se analizaron 359 individuos estudiados desde 2007, cuando se 
incorporaron criohemólisis hipertónica (CH), citometría de flujo con eosina-5’-
maleimida (5’EMA-CF), FOE por citometría de flujo (FOE-CF) y electroforesis 
de proteínas de membrana (SDS-PAGE) al estudio de laboratorio clásico, fragi-
lidad osmótica eritrocitaria (FOE) y autohemólisis (AH). Criterios diagnósticos 
para Esferocitosis Hereditaria (ESH): esferocitos en frotis y dos pruebas positi-
vas. Se identificaron 174 pacientes con ESH y 22 portadores sanos. El 74,9% 
eran menores de 12 años. La transmisión fue dominante en el 83,1% de los 
casos. Tuvieron manifestaciones neonatales 89,1%. Las pruebas con mayor 
sensibilidad fueron CH (92,0%), FOE diferida (91,1%) y 5’EMA-CF (88,5%). 
En los 125 pacientes en quienes se realizaron CH, 5’EMA-CF y FOE-CF se 
observó que todos tenían al menos una prueba positiva; 122 (97,6%) tuvieron 
dos o tres positivas. Las deficiencias más frecuentes fueron ankirina y espec-
trina. No hubo diferencia en el resultado de las pruebas entre los subgrupos de 
severidad. Se concluye que las deficiencias más frecuentes en Argentina son 
ankirina y espectrina, coincidiendo con otras poblaciones latinoamericanas. El 
uso simultáneo de CH, 5’EMA-CF y FOE-CF permite diagnosticar más del 97% 
de los casos. La incidencia de manifestaciones neonatales es elevada. 

Palabras clave: esferocitosis hereditaria * anemia hemolítica * membrana eri-
trocitaria * criohemólisis hipertónica * eosina-5’-maleimida * fragilidad osmó-
tica * citometría de flujo * anemia neonatal * sangre capilar * anemia 

Abstract
The aims of this study were (a) to assess demographic and clinical aspects 
of our population at diagnosis; (b) to evaluate diagnostic accuracy of hyper-
tonic cryohemolysis (HC), eosin-5’-maleimide flow cytometry (EMA-FC) and 
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Introducción
El cuadro clínico típico de la esferocitosis hereditaria 

(ESH) fue originalmente descripto en 1871, pero la en-
fermedad recién fue reconocida como tal a principios 
del siglo pasado, a partir de la detallada comunicación 
realizada por Minkowski sobre sus manifestaciones clí-
nicas, seguida poco tiempo después por la descripción 
de la fragilidad osmótica por Chauffard (1-3). Es una 
anemia hemolítica de observación frecuente, en la cual 
defectos de la espectrina o de las proteínas que unen la 
espectrina a la membrana (ankirina, proteína 4.2, ban-
da 3) llevan a la formación de hematíes de forma es-

férica, osmóticamente frágiles, que son selectivamente 
atrapados y destruidos en el bazo (4). 

El defecto molecular primario genera un defecto cua-
li- o cuantitativo en las proteínas involucradas en man-
tener el citoesqueleto unido a la bicapa lipídica (5-7). 
La deficiencia proteica produce, a su vez, alteraciones 
secundarias en la membrana. La teoría más aceptada 
dice que la ESH es causada por la desconexión entre el 
citoesqueleto y la capa bilipídica, seguida de vesiculación 
de los componentes de superficie que han perdido su 
soporte (8). Este fenómeno lleva a una progresiva reduc-
ción del área de superficie de membrana y, como con-
secuencia, al cambio de forma del hematíe. Otra de las 

flow cytometric osmotic fragility (OF-FC) in relation to standard screening tests osmotic fragility (OF) and 
autohemolysis (AH); (c) to confirm the previously reported prevalence of membrane proteins defects; and 
(d) to assess the relationship between severity of anemia and results of confirmatory tests. Since 2007, 
the following tests were available in our laboratory: OF, AH, HC, EMA-FC, OF-FC and SDS-PAGE of mem-
brane proteins. Diagnostic criteria for hereditary spherocytosis were spherocytes in blood smear plus ≥2 
positive tests. Data from 359 individuals were analyzed: 174 HS patients and 22 silent carriers were 
detected; 74.9% of patients were less than 12 years old; 83.1% of them showed a dominant inheritance 
pattern; antecedent of neonatal jaundice/anemia was registered in 89.1%. Tests with higher sensitivity 
were: HC (92.0%), incubated OF (91.1%), and EMA-FC (88.5%). HC, EMA-FC and OF-FC were simul-
taneously performed on 125 patients: each of them had at least 1 positive test; 122 (97.6%) had 2 or 3 
positive tests. Ankyrin and spectrin were the most frequently found protein deficiencies. Comparison of 
test results in relation to severity of anemia showed no difference between groups. It can be concluded 
that compared toother Latin American countries, ankyrin and spectrin were the most frequent protein 
deficiencies. Simultaneous performing of HC, EMA-FC and OF-FC enabled diagnosing HS in more than 
97% of patients. A high incidence of neonatal jaundice/anemia was observed.

Keywords: hereditary spherocytosis * hemolytic anemia * red blood cell membrane * hypertonic cryohemo-
lysis * eosin-5’-maleimide * osmotic fragility * flow cytometry * neonatal anemia * capillary blood * anemia

Resumo

Os objetivos do presente estudo foram: a) analisar as características demográficas e clínicas de nossa 
população ao diagnóstico; b) Avaliar se as provas mais recentes apresentam vantagens sobre as tradicionais; 
c) Confirmar a frequência das diversas deficiências de proteínas de membrana; d) Establecer a relação entre 
severidade e resultado das provas ou tipo de deficiência. Foram analisados 359 indivíduos estudados desde 
2007, quando se incorporaram crio-hemólise hipertônica (CH), citometria de fluxo com eosina-5’-maleimida 
(5’EMA-CF), FOE por citometria de fluxo (FOE-CF) e eletroforese de proteínas de membrana (SDS-PAGE) 
ao estudo de laboratório clássico - fragilidade osmótica eritrocitária (FOE) e auto-hemólise (AH). Critérios 
diagnósticos para ESH: esferócitos em esfregaço e duas provas positivas. Foram identificados 174 pacien-
tes com ESH e 22 portadores sadios. 74,9% eram menores de 12 anos. A transmissão foi dominante em 
83,1%. Tiveram manifestações neonatais 89,1%. As provas com maior sensibilidade foram CH (92,0%), 
FOE diferida (91,1%) e 5’EMA-CF (88,5%). Nos 125 pacientes aos quais lhes realizaram CH, 5’EMA-CF 
e FOE-CF se observou que todos tinham no mínimo uma prova positiva; 122 (97,6%) tiveram duas ou três 
positivas. As deficiências mais frequentes foram anquirina e espectrina. Não houve diferença no resultado 
das provas entre os subgrupos de severidade. Conclui-se que as deficiências mais frequentes na Argentina 
são anquirina e espectrina, as quais coincidem com outras populações latinoamericanas. O uso simultâneo 
de CH, 5’EMA-CF e FOE-CF permite diagnosticar mais de 97% dos casos. A incidência de manifestações 
neonatais é elevada.

Palavras-chave: esferocitose hereditária * anemia hemolítica * membrana eritrocitária * crio-hemólise 
hipertônica * eosina-5’-maleimida * fragilidade osmótica * citometria de fluxo * anemia neonatal * 
sangue capilar * anemia
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consecuencias de estas alteraciones de la membrana es 
que se vuelve más permeable al sodio y al potasio que las 
células normales. Este excesivo flujo de Na+ hacia el inte-
rior del eritrocito activa la ATPasa y, por ende, la bomba 
de cationes. Por lo tanto aumenta el consumo de ATP y, 
como consecuencia, se produce un aumento de la glicó-
lisis para suplir la demanda de ATP. En el bazo, la sangre 
arterial fluye directamente hacia los cordones esplénicos, 
una masa tortuosa de pasajes estrechos interconectados 
entre sí, formada por células reticulares, y revestida por 
fagocitos. Para reingresar a la circulación, los eritrocitos 
deben atravesar espacios entre las células endoteliales 
que forman las paredes de los sinusoides venosos. Estos 
espacios, aun en su máximo punto de distensión, son in-
variablemente más pequeños que los glóbulos rojos, que 
deben entonces deformarse en gran medida para atra-
vesarlos. Los esferocitos, al haber perdido su capacidad 
de deformarse, son selectivamente secuestrados en estos 
espacios. Durante su detención en el bazo, los esferocitos 
sufren distintos cambios, que los llevan finalmente a su 
destrucción (8-18). 

La ESH se presenta en todos los grupos étnicos y ra-
ciales, con una prevalencia de 1 en 5.000 personas (19). 
En la Argentina es la anemia hereditaria más frecuente 
luego de la talasemia minor. Puede ser transmitida tanto 
en forma autosómica dominante como recesiva, y las 
mutaciones “de novo” no son raras (8)(11)(20-22).

La enfermedad se expresa a través de una combina-
ción de manifestaciones clínicas y de laboratorio, siendo 
sus signos clínicos típicos anemia, ictericia y espleno-
megalia (23)(24). Se manifiesta por primera vez gene-
ralmente en lactantes o niños mayores, raramente en la 
adultez. Su expresión clínica es muy variable, oscilando 
desde pacientes asintomáticos a otros con anemia severa 
dependientes de transfusiones (23). Los casos típicos no 
presentan mayores problemas para llegar al diagnóstico, 
ya que la asociación de historia familiar positiva, hallaz-
gos del examen físico, datos de laboratorio indicativos de 
hemólisis extravascular, visualización de esferocitos en 
el extendido de sangre periférica y prueba de Coombs 
directa negativa son suficientes para tal fin. En otros pa-
cientes, la confirmación diagnóstica puede ser más difí-
cil. Las ESH leves plantean el problema de que los nive-
les de hemoglobina y bilirrubina pueden ser normales, 
y además, en el frotis de sangre periférica se visualizan 
muy aislados esferocitos y en otras ocasiones, ninguno 
(23). En estos casos puede ser que el diagnóstico se reali-
ce incidentalmente a partir de una crisis hemolítica des-
encadenada por algún episodio febril (24). En el otro 
extremo, las ESH graves pueden presentar además de los 
esferocitos, otras alteraciones morfológicas eritrocitarias 
(acantocitos, equinocitos, poiquilocitos, hematíes con 
forma de hongo, etc.) que obligan a plantearse el diag-
nóstico diferencial con otras anemias hemolíticas here-
ditarias (23). En estos casos, la realización de pruebas 
diagnósticas confirmatorias se hace imprescindible. Sin 

embargo, ninguna de ellas puede detectar el 100% de los 
pacientes con ESH (23)(26-31). En los últimos años, ade-
más de las clásicas pruebas de fragilidad osmótica eritro-
citaria (FOE) y autohemólisis a las 48 horas (AH), se han 
descripto otras técnicas que parecen tener mayor especi-
ficidad y sensibilidad para el diagnóstico de ESH. Por tal 
motivo, desde 2007 en este grupo de trabajo se incorpo-
raron al estudio de laboratorio clásico, que incluía FOE 
y AH, las pruebas de criohemólisis hipertónica (CH), ci-
tometría de flujo con eosina-5’-maleimida (5’EMA-CF), 
electroforesis de proteínas de membrana (SDS-PAGE) y 
FOE por citometría de flujo (FOE-CF).

En este trabajo se analizan desde entonces los datos 
de todos los pacientes estudiados por el grupo, con los 
siguientes objetivos: 

a)  Analizar las características demográficas y clíni-
cas de nuestra población al diagnóstico y compa-
rarlas con las de otras poblaciones. 

b)  Evaluar si las pruebas de más reciente utiliza-
ción presentan ventajas sobre las pruebas tradi-
cionales. 

c)  Confirmar la frecuencia de las distintas deficien-
cias de proteínas de membrana en Argentina y 
compararlas con las comunicadas en otras pobla-
ciones de características étnicas similares. 

d)  Establecer si hay relación entre severidad de la 
enfermedad y forma de transmisión, resultado de 
las pruebas de laboratorio, tipo de deficiencia de 
membrana o existencia de antecedente neonatal.

Materiales y Métodos

Se evaluaron los datos demográficos, clínicos y de 
laboratorio correspondientes a todos los individuos 
estudiados desde 2007 hasta 2015 (n=359): 163 pa-
cientes de novo, 64 previamente diagnosticados como 
ESH (por FOE y AH) y 132 familiares directos sin 
diagnóstico previo. 

Se analizaron los siguientes datos: edad, sexo, tipo de 
transmisión genética, manifestaciones clínicas al diag-
nóstico, severidad, eficacia diagnóstica de las pruebas 
confirmatorias y tipo de deficiencia proteica. 

Las pruebas se realizaron según las técnicas previa-
mente descriptas (20)(32). En algunos pacientes se uti-
lizaron exclusivamente muestras de sangre capilar. Los 
criterios diagnósticos para definir ESH fueron: 

a)  visualización de esferocitos en el extendido de 
sangre periférica,

b)  al menos dos pruebas confirmatorias positivas. 

Los grados de severidad en los pacientes no esple-
nectomizados se definieron, según criterios de Mariani 
et al, como ESH severa (hemoglobina <8 g/dL), ESH 
moderada (hemoglobina 8-10 g/dL) y ESH leve (he-
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moglobina >10 g/dL) (28). Los familiares sanos con al-
guna deficiencia de proteína de membrana, pero por lo 
demás asintomáticos y con las otras pruebas negativas, 
fueron considerados portadores sanos (PS).

El análisis estadístico fue realizado usando SPSS 
v11.5. La relación entre resultados de las pruebas y se-
veridad de la enfermedad fue evaluada por métodos 
no-paramétricos (Kruskall-Wallis). Los resultados se 
presentan como media ± desvío estándar o como me-
diana. Se definió significancia como p<0,05.

El estudio fue aprobado por los Comités de Bioética 
e Investigación de las instituciones participantes. Se ob-
tuvo consentimiento informado de los controles sanos, 
los pacientes y los padres (en caso de niños). El estudio 
fue realizado de acuerdo con la declaración de Helsinki 
sobre ética en experimentación con seres humanos.

Resultados

Del total de casos analizados se pudieron identificar 
174 pacientes con ESH y 22 portadores sanos pertene-
cientes a 112 familias no relacionadas.

En los pacientes en los cuales se arribó al diagnóstico 
de ESH, la edad al momento del estudio osciló entre 2 
días y 69 años, siendo 107 de ellos (54,6%) menores de 
18 años. La edad al diagnóstico inicial también varió 
entre 2 días y 69 años, correspondiendo a los siguientes 
grupos etarios (Figura 1): menores de 1 mes 20,0%; 1 
a 12 meses 19,3%; 13 meses a 12 años 35,6%; 13 a 18 
años, 4,4%; y mayores de 18 años 20,7%. El anteceden-
te de ictericia y/o anemia en periodo neonatal estuvo 
presente en 104 de 127 pacientes en los que se pudo 
investigar (81,9%). Se observó una incidencia signifi-
cativamente mayor de manifestaciones neonatales en 
las formas moderadas (91,9%) o severas (88,9%) que 
en las leves (66,1%) (p<0,05). En los grupos familiares 
en que se pudo realizar el estudio de ambos padres, 

se determinó que la transmisión era dominante en 64 
(83,1%) y no dominante en 13 familias (16,9%).

DATOS DE LABORATORIO

Las pruebas de CH y 5’EMA-CF se realizaron en todos 
los pacientes estudiados desde 2007, y la de FOE-CF en to-
dos los estudiados desde 2009. FOE inmediata y diferida y 
AH se realizaron en todos los pacientes estudiados desde 
2007 hasta 2012, y posteriormente solo en aquellos casos 
que presentaban dudas diagnósticas. La SDS-PAGE se rea-
lizó solo en los pacientes estudiados entre 2007 y 2011. El 
análisis por curvas ROC de las tres pruebas nuevas per-
mitió establecer la alta sensibilidad y especificidad de las 
mismas y determinar sus valores de corte (Figura 2).

Los porcentajes de positividad de la totalidad de las 
pruebas realizadas se muestran en la Figura 3. Las que 
tuvieron mayor sensibilidad fueron CH (92,0%), FOE 
diferida (91,1%) y 5’EMA-CF (88,5%). La mayoría de 
los pacientes con ESH presentó 3 o más pruebas positi-
vas; en 40 de ellos (23%) sólo 2 pruebas fueron positivas 
(Tabla I). Al evaluar los resultados obtenidos únicamen-
te en los 125 pacientes en quienes se realizaron las tres 
nuevas técnicas (CH, 5’EMA-CF y FOE-CF), se observó 
que todos habían tenido al menos una prueba positiva, 
y que en 122 de ellos (97,6%) al menos dos de las prue-
bas fueron positivas (Tabla II). En pacientes con otras 
anemias se observaron algunos resultados positivos ais-
lados en las pruebas realizadas, pero en ningún caso en 
más de una de ellas (Figura 4). La SDS-PAGE fue reali-
zada en 151 individuos, correspondiendo a 96 pacientes 
y/o familiares en estudio y a 55 controles normales. Se 
observó que las deficiencias de proteínas de membrana 
más frecuentemente encontradas en pacientes con ESH 
fueron ankirina y espectrina (Figura 5). La espectrina fue 
la deficiencia más frecuente en las formas dominantes.

No se observó diferencia significativa en el resultado 
de las pruebas de laboratorio entre los subgrupos de 
severidad (Figura 6) (Tabla III).

≤ 1 mes

1-12 meses

1-12 años

13-18 años

≥ 18 años

Figura 1. Edad al diagnóstico en pacientes con esferocitosis hereditaria.
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p p p

 CH 5’EMA-CF FOE-CF

CH 5’EMA-CF FOE-CF

Controles normales (n) 324 521 107

Pacientes con ESH (n) 121 121 76

Sensibilidad (%) 91,74 85,12 68,42

Especificidad (%) 94,75 97,70 92,52

Valor de corte (%) >2,8 >17 ≤22,8

AUC 0,967 0,963 0,863

CP+ 17,48 36,96 9,15

CP- 0,087 0,15 0,34

Figura 2. Especificidad, sensibilidad y valores de corte de las pruebas confirmatorias según curvas ROC. CH: criohemólisis hipertónica; 
5’EMA-CF: citometría de flujo con eosina-5’-maleimida; FOE-CF: fragilidad osmótica eritrocitaria por citometría de flujo;  

ESH: esferocitosis hereditaria; AUC: área bajo la curva; CP+: cociente de probabilidad positivo; CP-: cociente de probabilidad negativo.

Figura 3. Porcentajes de positividad de las distintas pruebas en pacientes con esferocitosis hereditaria. FOE: fragilidad osmótica 
eritrocitaria; AH: autohemólisis a las 48 h; SDS-PAGE: electroforesis de proteínas de membrana; CH: criohemólisis hipertónica;  

5’EMA-CF: citometría de flujo con eosina-5’-maleimida; FOE-CF: fragilidad osmótica eritrocitaria por citometría de flujo;  
ESH: esferocitosis hereditaria. 
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Discusión y Conclusiones

La ESH ocurre en todos los grupos étnicos y racia-
les, pero es particularmente frecuente en la población 
de Europa del norte, con una prevalencia reconocida 
de 1 en 5.000 personas (19). Sin embargo, dada la fre-
cuencia de formas muy leves de enfermedad que solo se 
pueden detectar a través de pruebas de laboratorio muy 
sensibles, se estima que esta prevalencia probablemente 
sea 4 a 5 veces mayor (33)(34). No hay estimaciones 
confiables en otras poblaciones, incluso en Argentina, 
pero su frecuencia parece ser especialmente baja en 
africanos y en personas del sudeste asiático (8). 

Es transmitida en forma autosómica dominante en 
aproximadamente el 75% de los casos; en el 25% res-
tante ambos padres son hematológicamente normales y 
las pruebas de laboratorio son normales o solo presen-
tan alteraciones mínimas (21). Estas son las llamadas 
formas recesivas o no-dominantes. Se supone que en es-
tas familias la transmisión es autosómica recesiva, pero 
no se puede descartar en forma absoluta la presencia 
de casos de transmisión autosómica dominante con pe-

Tabla I. Cantidad de pruebas positivas en los pacientes  
con esferocitosis hereditaria.

Cantidad de pruebas positivas n %

2 40 23,0

3 68 39,1

4 30 17,2

5 35 20,1

6 1 0,6

Total 174 100,0

Tabla II. Positividad de las tres pruebas nuevas en pacientes  
con esferocitosis hereditaria.

Cantidad de pruebas positivas n %

1 3 2,4

2 30 24,0

3 92 73,6

Total 125 100,0

Figura 4. Resultados de las tres pruebas nuevas en otras anemias. 
CN: controles normales; AH: otras anemias hemolíticas no esferocíticas; EC: eliptocitosis hereditaria; ENZ: enzimopatías; Hb: hemoglobinopatías;  

ESH: esferocitosis hereditaria.
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Tabla III. Valores de las pruebas confirmatorias en los distintos subgrupos de severidad.

AH
Media DE Mediana Mín. Máx.

Leve 5,56 5,67 3,4 0,7 25,1
Moderada 6,57 7,19 4,8 1,2 32,7
Severa 9,28 6,57 7,6 1,8 21,2
Esplenectomizado 7,07 4,62 7,1 1,6 17,8

FCM basal
Media DE Mediana Mín. Máx.

Leve 0,481 0,040 0,476 0,400 0,654
Moderada 0,496 0,032 0,490 0,460 0,583
Severa 0,492 0,060 0,470 0,428 0,652
Esplenectomizado 0,510 0,026 0,520 0,471 0,557

FCM diferida
Media DE Mediana Mín. Máx.

Leve 0,610 0,117 0,625 0,292 0,898
Moderada 0,642 0,053 0,629 0,574 0,775
Severa 0,645 0,089 0,619 0,556 0,861
Esplenectomizado 0,779 0,082 0,792 0,586 0,911

5’EMA-CF
Media DE Mediana Mín. Máx.

Leve 25,61 10,83 26,0 0 49
Moderada 30,63 8,86 32,0 10 49
Severa 27,75 11,10 27,5 2 48
Esplenectomizado 29,84 13,50 29,0 12 85

CH
Media DE Mediana Mín. Máx.

Leve 11,30 7,93 9,7 1,0 35,5
Moderada 10,99 6,51 10,1 2,4 34,8
Severa 8,92 5,32 8,0 2,9 21,4
Esplenectomizado 7,35 4,62 6,1 0,8 20,2

FOE-CF
Media DE Mediana Mín. Máx.

Leve 23,41 25,98 13,0 2,4 100,0
Moderada 19,56 18,33 13,0 3,8 71,2
Severa 26,47 26,68 12,8 5,4 83,8
Esplenectomizado 14,53 10,14 11,9 2,6 42,9

AH: autohemólisis; FCM: fragilidad corpuscular media; 5’EMA-CF: eosina-5’-maleimida; CH: criohemólisis hipertónica;  

FOE-CF: fragilidad osmótica eritrocitaria por citometría de flujo.

Figura 5. Prevalencia de deficiencias de proteínas de membrana detectadas en los pacientes con esferocitosis hereditaria 
y en portadores sanos. Prot 4.2: proteína 4.2; Prot 4.1: proteína 4.1; B3: Banda 3; Ank: ankirina; Sp: espectrina.
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netrancia reducida; en un 5 a 10% de los pacientes se 
considera que se trata de una nueva mutación (8)(11)
(20-22). Un estudio realizado en Italia demostró que la 
ocurrencia de mutaciones de novo no-dominantes es seis 
veces más frecuente que para las mutaciones recesivas 
(22). Nuestros resultados muestran un 83% de formas 
dominantes, y son coincidentes con los datos publicados 
en Brasil, México y algunos países europeos (19)(35-38). 
La asociación entre tipo de transmisión y severidad de la 
enfermedad es actualmente motivo de controversia. Algu-
nos autores opinan que las formas no dominantes son más 
severas que las dominantes (21)(29)(38). Sin embargo, 
en los pacientes estudiados no se pudo demostrar dicha 
relación, coincidiendo con lo informado por Mariani et 
al en su serie de 300 pacientes (28).

En la población estudiada, al igual que lo general-
mente aceptado, la gran mayoría de los casos se diag-
nosticaron en lactantes o niños (23). En el recién na-
cido la ictericia es el síntoma más frecuente, presente 
en más del 90% de los pacientes diagnosticados en esta 
etapa, asociándose a anemia en 50-80% de los casos 
(39-41). Se estima que aproximadamente el 50% de los 

pacientes a los que se diagnostica ESH presentan como 
antecedente el haber padecido ictericia neonatal, estan-
do siempre presente el riesgo de kernicterus (39)(41-45). 
Saada et al comunicaron que el 1% de los neonatos que 
requerían luminoterapia padecían ESH (46), y Chris-
tensen y Henry recientemente han llamado la atención 
sobre su subdiagnóstico, postulando que la ESH es una 
causa significativamente ignorada de hiperbilirrubine-
mia neonatal (47). El antecedente de ictericia y/o ane-
mia neonatal estuvo presente en casi el 82% de nuestros 
pacientes, valor superior al 50 - 65% informado por el 
grupo italiano y otros (27)(28)(41)(42). No tenemos 
explicación para esta diferencia, pero no puede descar-
tarse la influencia de factores genéticos que determinen 
un distinto comportamiento de la enfermedad en este 
periodo de la vida. También llama la atención que en al-
gunos pacientes el diagnóstico recién se haya realizado 
en la sexta o séptima décadas de la vida. En 3 casos los 
pacientes, que no tenían diagnóstico previo, eran mayo-
res a 60 años y fueron incorporados al estudio por pre-
sentar signos y síntomas de anemia hemolítica (2 casos) 
o por extensión del estudio al grupo familiar primario. 

AH FOE diferida

5’EMA-CF CH FOE-CF

FOE basal

Figura 6. Relación entre resultados de las pruebas de laboratorio y severidad de la anemia. La línea llena dentro del gráfico indica  
el valor de corte. 

ESH: esferocitosis hereditaria; FOE: fragilidad osmótica eritrocitaria; AH: autohemólisis a las 48 h; CH: criohemólisis hipertónica; 5’EMA-CF: citometría de 
flujo con eosina-5’-maleimida; FOE-CF: fragilidad osmótica eritrocitaria por citometría de flujo.

ESH leve ESH moderada ESH severa ESH esplenectomizada
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Esta observación puede estar indicando subestimación 
o desconocimiento de los síntomas de la enfermedad, 
así como falta de acceso a las pruebas de laboratorio es-
pecíficas o bien el avance de la edad pudiera exacerbar 
las manifestaciones clínicas.

En la actualidad se dispone de varias pruebas con-
firmatorias para el diagnóstico de ESH. Desde 2007 
estos autores vienen evaluando la utilidad de varias de 
ellas, tanto las clásicas como las más nuevas. Es sabido 
que ninguna de las pruebas puede detectar el 100% 
de los pacientes (8)(20-23)(29)(48), y así sucedió tam-
bién en nuestra serie. La curva de FOE es aún consi-
derada como el “patrón oro” por algunos autores (23)
(29)(49), a pesar de no ser útil para diferenciar ESH 
de otras patologías con esferocitos circulantes, como 
anemia hemolítica autoinmune (AHAI), incompatibi-
lidad ABO o eliptocitosis hereditaria esferocítica (49-
51). Otra limitación que presenta esta prueba es que su 
interpretación en recién nacidos no es simple, ya que 
los hematíes fetales presentan menor fragilidad osmóti-
ca que los adultos, pero son osmóticamente más sensi-
bles luego de la incubación, por lo que puede dar tanto 
resultados falsos positivos como negativos. Para evitar 
este inconveniente, algunos autores postulan el uso de 
hematíes fetales como control en estos casos (23). De 
todas formas, el mayor inconveniente para aplicar las 
pruebas tradicionales en el estudio del recién nacido 
es el volumen de muestra requerido. En nuestra serie, 
la FOE tuvo una positividad del 91%, superior a la in-
formada por otros autores (52)(53); consideramos que 
esto es debido a que para considerar positiva a la prue-
ba evaluamos no solo la fragilidad corpuscular media 
sino también su gráfica. La SDS-PAGE es una técnica la-
boriosa que permitió demostrar cuál era la proteína de 
membrana deficiente en poco más del 70% de nuestros 
pacientes, porcentaje coincidente con el informado por 
la mayoría de los autores (21)(35)(54)(55). Su presun-
ta utilidad como marcador de severidad según cuál sea 
la deficiencia encontrada, no pudo ser confirmada en 
nuestro estudio, y es actualmente motivo de controver-
sia (20)(37)(56)(57). Por lo tanto, coincidimos con la 
mayoría de los autores en que no debe utilizarse como 
prueba de rutina para el diagnóstico de ESH (20)(23)
(50). En nuestro caso fue importante para confirmar, 
sobre un número mayor de casos, los datos reciente-
mente publicados comunicando por primera vez las 
deficiencias más frecuentemente encontradas en Ar-
gentina (22), que corresponden a ankirina y espectrina, 
coincidente con lo informado en otras poblaciones his-
panoamericanas (35)(36)(58). También fue útil para 
detectar los casos de portadores sanos.

La CH evalúa la hemólisis de los eritrocitos suspendi-
dos en un medio hipertónico a los que se somete a un 
brusco cambio de temperatura. En estas condiciones, 
los esferocitos son más susceptibles a la hemólisis que 
los eritrocitos normales. Como la prueba, a diferencia 

de la FOE, no depende de la relación superficie/volu-
men sino de la integridad de las proteínas de membra-
na, da resultado normal en la esferocitosis secundaria 
a AHAI. Si bien hay opiniones controvertidas respecto 
a su utilidad (20)(23)(29)(50)(59-61), en este estudio 
fue la prueba con mayor índice de positividad (91%) y 
con una especificidad de 94,8%. La 5’EMA-CF evalúa 
la intensidad de fluorescencia emitida por el reactivo 
eosina-5’-maleimida, que interacciona covalentemente 
con las proteínas de la membrana, en especial banda 3 
(51). En la ESH, cualquiera sea la proteína deficiente 
primaria, se obtiene una disminución de la fluorescen-
cia debido a la pérdida de membrana que contiene las 
proteínas que reaccionan con el reactivo fluorescente. 
En otras anemias hemolíticas la fluorescencia emitida 
es normal, por lo que esta prueba también permite dife-
renciar los esferocitos de la ESH de aquellos presentes 
en otras patologías. Los resultados se informan como 
porcentaje de disminución de la intensidad de fluores-
cencia respecto del promedio obtenido para seis contro-
les normales procesados simultáneamente y que posean 
el mismo tiempo de almacenamiento que la muestra a 
estudiar (20)(62). En nuestra serie dio positiva en el 
88,5% de los casos, por lo que fue, junto con la CH, 
una de las pruebas con mayor positividad. Nuestros re-
sultados coinciden con la alta especificidad (96-99%) y 
sensibilidad (89-97%) informada por otros autores (51)
(63-66). Otra ventaja que presenta esta prueba y que 
ayuda a simplificar la metodología de estudio es que la 
adquisición de los datos puede ser realizada hasta 24 
horas después de procesada la muestra sin que los re-
sultados sean afectados (69). La FOE-CF cuantifica los 
eritrocitos resistentes a la hemólisis que se generan por 
el agregado de agua a una suspensión de hematíes en 
solución fisiológica. El número de eritrocitos suspen-
didos se determina por citometría de flujo en tiempo 
real antes y después del agregado de agua (70). Nuestro 
índice de positividad para un valor de corte ≤50,5% de 
células residuales fue de 88%, coincidente con lo infor-
mado por otros autores (70)(71). Mediante el análisis 
de curvas ROC pudo establecerse que valores de corte 
más bajos incrementan la especificidad de la prueba, 
equiparándola con la obtenida para CH y 5’EMA-CF: 
para un valor de corte ≤22,8%, la sensibilidad fue de 
68,4% y la especificidad de 92,5%.

Uno de los objetivos al comenzar a evaluar nuevas 
técnicas diagnósticas era establecer si algunas de ellas, 
asociadas o no a las tradicionales, podían simplificar la 
metodología de estudio alcanzando a la vez mayor sen-
sibilidad y especificidad. En un estudio anterior estos 
autores habían comunicado que alguna de las dos prue-
bas nuevas (CH y 5’EMA-CF) era positiva en el 93,5% 
de los pacientes con ESH (22). Esta observación se co-
rresponde con la opinión de Bolton-Maggs et al, que re-
comiendan a ambas como las pruebas diagnósticas más 
útiles (50)(72). Con la incorporación de la FOE-CF a 
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esta asociación se logró que en el 100% de los casos 
al menos una prueba fuera positiva. Se observó, ade-
más, que con esta triple asociación se pudieron cumpli-
mentar los criterios diagnósticos para ESH–2 pruebas 
positivas en el 97,6% de estos pacientes. Estas tres son 
pruebas de realización sencilla, que además permiten 
alcanzar resultados en el mismo día de la extracción. 
Pueden realizarse tanto con sangre venosa como capi-
lar (32)(73-75), por lo que requieren un volumen de 
muestra muy pequeño, facilitando un diagnóstico más 
precoz en neonatos y lactantes pequeños. En Argentina 
no se han comunicado hasta la fecha otras experien-
cias con el uso de estas tres pruebas. A la luz de estos 
resultados, estos autores consideran que con la realiza-
ción rutinaria en forma simultánea de CH, 5’EMA-CF y 
FOE-CF se puede llegar al diagnóstico de ESH sin ne-
cesidad de realizar las tradicionales pruebas de FOE y 
AH. Solo en menos del 3% de los casos se requerirá de 
la realización de pruebas adicionales para confirmar el 
diagnóstico.

Las conclusiones más importantes de este estudio 
fueron: 

a)  En los pacientes con ESH en Argentina y en coin-
cidencia con otras poblaciones latinoamericanas, 
las principales deficiencias proteicas encontradas 
fueron ankirina y espectrina.

b) La realización simultánea de CH, 5’EMA-CF y 
FOE-CF permite diagnosticar más del 97% de los 
casos, pudiendo reemplazar a las pruebas con-
vencionales (FOE, AH, SDS-PAGE), cuya reali-
zación debería quedar limitada a aquellos casos 
con fuerte sospecha diagnóstica pero que no pu-
dieron ser confirmados por las tres nuevas prue-
bas.

c)  El grado de alteración de las pruebas diagnósti-
cas no logra predecir el subgrupo de severidad 
clínica. 

d)  En Argentina la incidencia de manifestaciones 
de la enfermedad en periodo neonatal parece ser 
mayor que en otras poblaciones.
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