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Esferocitosis hereditaria. Revisión.  
Parte I. Historia, demografía, etiopatogenia y 
diagnóstico
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RESUMEN
La esferocitosis hereditaria es la anemia 
hereditaria más frecuente en nuestro país luego 
de la talasemia menor. En este artículo, se revisan 
aspectos históricos, demográficos, genéticos y 
etiopatogénicos de la enfermedad, y se describen 
las pruebas de laboratorio para su diagnóstico. Se 
remarca el comportamiento de la enfermedad en 
nuestra población y se detallan las deficiencias 
proteicas predominantes en nuestro país. Se 
enfatiza sobre las nuevas técnicas de laboratorio 
actualmente disponibles, con alta sensibilidad 
y especificidad, que permiten realizar un 
diagnóstico más temprano con volúmenes de 
muestra mucho menores que los necesarios para 
las pruebas convencionales.
Palabras clave: esferocitosis hereditaria, fragilidad 
osmótica, citometría de flujo, anemia hemolítica, 
hiperbilirrubinemia.

ABSTRACT
Hereditary spherocytosis is the most frequent 
hereditary anemia excluding beta thalassemia 
in Argentina. Historical, demographic, genetic 
and pathogenic aspects of the disease are 
reviewed, and confirmatory laboratory tests are 
described. Special characteristics on the outcome 
of the disease in our population and prevalent 
protein deficiencies in our country are described. 
Emphasis is given on new available laboratory 
tests, which allow an earlier diagnosis using 
volume of blood samples significantly smaller 
than required for conventional tests.
Key words: hereditary spherocytosis, osmotic 
fragility, flow cytometry, hemolytic anemia, 
hyperbilirubinemia.
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INTRODUCCIÓN
La  es feroc i tos i s  heredi tar ia 

(ESH) es una anemia hemolítica de 
observación frecuente, en la cual 
defectos cuali- o cuantitativos de 
algunas proteínas de la membrana 
eritrocitaria (espectrina, ankirina, 
proteína 4.2, banda 3) llevan a la 

formación de hematíes de forma 
esférica, osmóticamente frágiles, 
que son selectivamente atrapados 
y destruidos en el bazo. En nuestro 
país, es la anemia hereditaria más 
frecuente después de la beta talasemia 
heterocigota.

HISTORIA
El concepto de la destrucción 

prematura de eritrocitos como un 
proceso patológico fue sugerido por 
primera vez en 1871 por Vanlair y 
Masius al describir una paciente con 
ictericia y marcada esplenomegalia, 
sin hepatomegalia, que presentaba 
ataques recurrentes de dolor agudo 
en abdomen superior. La madre y la 
hermana presentaban sintomatología 
s imi lar .  S i  b ien  los  autores  no 
mencionaron la anemia ni plantearon 
el concepto de hemólisis como un 
proceso patológico, el valor de esta 
publicación residió en la descripción 
de la presencia de pequeños glóbulos 
rojos esféricos, que denominaron 
microcitos.1 Aunque postularon 
dos mecanismos diferentes para 
la ictericia clínica (el  de origen 
hepático y el de origen sanguíneo), 
no se le prestó la atención merecida 
y, durante casi 30 años, la ictericia 
se asoció a enfermedad hepática. 
Hayem, en 1898, y Minkowski, en 
1900, mostraron que la ictericia 
asociada a la anemia hemolítica era 
diferente a la secundaria a procesos 
hepáticos. Hayem no la describió 
como anemia hemolítica, sino como 
“ictericia esplenomegálica infecciosa 
crónica”. Fue Minkowski quien asoció 
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la anemia con la urobilinuria y la esplenomegalia, 
y postuló que la destrucción de los eritrocitos 
era atribuible a lesiones en el bazo. De esta 
manera, a Minkowski se le atribuye el haber 
reconocido la ictericia como un proceso asociado 
a la anemia hemolítica.1 En la primera década 
del siglo XX, Chauffard describió la prueba de 
fragilidad osmótica, que le permitió observar que 
los eritrocitos de pacientes con ictericia congénita 
hemolizaban en soluciones salinas hipotónicas, 
mientras que los eritrocitos de individuos 
normales no lo hacían. Las observaciones de 
ambos autores llevaron a que, posteriormente y 
durante muchos años, la ESH fuera denominada 
como “enfermedad de Minkowski-Chauffard”.

ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS
La ESH es la anemia hemolítica hereditaria 

más frecuente en el mundo.2 Si bien se presenta 
en todos los grupos étnicos y raciales,  es 
particularmente frecuente en Europa del Norte, 
con una prevalencia de 1 en 5000 personas.3 
Sin embargo, dada la frecuencia 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 4-5 veces mayor.4,5 En Estados 
Unidos, se ha informado que afecta a 1 de cada 
2500 personas.2 No hay estimaciones confiables en 
otras poblaciones, pero su frecuencia parece ser 
especialmente baja en africanos y en personas del 
sudeste asiático.6 En nuestro país, tampoco existen 
estimaciones de prevalencia, pero es la anemia 
hemolítica hereditaria más frecuentemente 
diagnosticada.

TRANSMISIÓN GENÉTICA
La ESH es transmitida en forma autosómica 

dominante o recesiva. La más frecuente, que 
se observa en aproximadamente 75% de las 
familias afectadas, es la autosómica dominante.6-8 
En un estudio multicéntrico sobre 143 casos 
realizado en nuestro país, la incidencia de formas 
dominantes fue de 84%.9 Con la excepción de 
muy aisladas comunicaciones, casi no hay 
casos conocidos de homocigotas, por lo que 
se supone que esta situación es incompatible 
con la vida. En el restante 20-25% de los casos, 
ningún padre presenta evidencia hematológica 
de la enfermedad, y las pruebas de laboratorio 
confirmatorias son normales o solo presentan 
alteraciones mínimas;8,10 son las llamadas formas 
recesivas o no-dominantes. Si bien se supone que, 
en estas familias, la transmisión es autosómica 

recesiva, no se puede descartar en forma absoluta 
la presencia de casos de transmisión dominante 
con penetrancia reducida. En 5-10% de estos 
pacientes con formas no-dominantes, se considera 
que se trata de una mutación “de novo”. Un 
estudio realizado en Italia demostró que la 
ocurrencia de estas mutaciones no-dominantes es 
seis veces más frecuente que para las mutaciones 
recesivas.11

ETIOPATOGENIA
La  membrana  e r i t roc i ta r ia  mant iene 

la homeostasis celular a través de varios 
mecanismos, que incluyen retención de los 
componentes vitales, excreción de deshechos 
metabólicos, regulación del metabolismo y 
del pH eritrocitario, e importación del hierro 
para la síntesis de hemoglobina.6 El glóbulo 
rojo normal tiene forma de disco bicóncavo 
(“pelota desinflada”). En estas condiciones, 
la membrana no se encuentra tensionada, es 
altamente deformable y mantiene un estado de 
mínima energía, que proporciona una relación 
superficie/volumen máxima.

La membrana es una estructura compleja que 
comprende una doble capa lipídica, proteínas 
integrales y proteínas que constituyen el 
citoesqueleto (Tabla 1). Tanto las interacciones 
horizontales de las proteínas del citoesqueleto 
entre sí como las interacciones verticales entre 
ellas y las proteínas integrales de la membrana 
son esenciales para la integridad y estabilidad de 
la membrana y para la capacidad de deformación 
de la célula (Figura 1).6,12-14 Las uniones horizontales 
son paralelas al plano de la membrana y permiten 
que el eritrocito se extienda elásticamente 
para luego retornar a su forma inicial; por lo 

Tabla 1. Proteínas de la membrana eritrocitaria

Integrales Periféricas

Total o parcialmente  Por fuera de la bicapa lipídica 
sumergidas en la  en contacto en el citosol 
bicapa lipídica 

 Citoesqueleto  Enzimas

Banda 3 Espectrina  Proteincinasas
Glicoforinas Actina  Hidrolasas
Proteínas Rh Ankirina  Acetil- 
Acuaporina Proteína 4.1  colinesterasa
 Proteína 4.2  Gluceraldehido-3P  
 Aducina  deshidrogenasa
 Tropomiosina 
 Tropomodulina 
 Otras 
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tanto, soportan la integridad estructural de la 
célula y su exposición al estrés mecánico. Las 
uniones verticales son perpendiculares al plano 
de la membrana, estabilizan la bicapa lipídica y 
constituyen la unión o anclaje del citoesqueleto 
con la membrana citoplasmática.

Las dos principales funciones de la membrana 
son el mantenimiento de la integridad estructural 
y el control de la permeabilidad catiónica.12,15,16 Por 
lo tanto, cualquier alteración cuali- o cuantitativa 
de las proteínas de membrana se traduce en una 
menor capacidad de deformación del eritrocito y 
una relación superficie/volumen alterada.15 Así, 
la morfología eritrocitaria puede variar según 
se produzca ganancia o pérdida de superficie 
o de volumen (Figura 2). Las células que sufren 
una disminución de la relación superficie/
volumen (por ejemplo, esferocitos, estomatocitos) 
tienen muy limitada capacidad para atravesar 
los sinusoides esplénicos y, por lo tanto, son 
rápidamente destruidas.17 Por el contrario, el 
aumento en la relación superficie/volumen (por 
ejemplo, dianocitos) es generalmente inocuo y 
asintomático. Estas alteraciones en la estructura 

Figura 2. Efectos de la alteración de los componentes de 
membrana

Alteración cuali o cuantitativa  
de los componentes de membrana

Relación superficie/ 
volumen alterada

 Disminución Aumento
 Esferocitos Dianocitos
 Estomatocitos

de la membrana pueden causar distintos tipos de 
anemias hemolíticas (Tabla 2), de las cuales la más 
frecuente es la ESH.

En la ESH, el defecto molecular primario 
genera un defecto cuali- o cuantitativo en 
las proteínas involucradas en mantener el 
citoesqueleto unido a la bicapa lipídica.14,18,19 
Recientemente, se ha comunicado que las 

Figura 1. Estructura de la membrana del glóbulo rojo 

Esp: espectrina; Ank: ankirina; Gf: glicoforina.
................... : interacciones verticales.
_._._._._._._ : interacciones horizontales.

Interacciones 
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Interacciones 
horizontales

b-Espectrina

Ankirina

Banda 3

Proteína 4.1

Glicoforina C

Estabilizado por proteína 4.2
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Actina

Banda 3 Bicapa lipídica
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Esp-Esp
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Esp-Ank-4.2-banda3

b-Espectrina

GF

Ank 4.2
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componentes de superficie que han perdido su 
soporte.6 Este fenómeno lleva a una progresiva 
reducción del área de superficie de membrana 
y, como consecuencia, al cambio de forma del 
hematíe. La pérdida del 15-20% de los lípidos 
de membrana, característica de la ESH, es 
simétrica, y no están alteradas las proporciones 
relativas de colesterol ni fosfolípidos. Otra de 
las 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 interior 
del eritrocito activa la ATPasa y, por ende, la 
bomba de Na+/K+. Por lo tanto, aumenta el 
consumo de ATP y, como consecuencia, se 
produce un aumento de la glicólisis para suplir 
la demanda de ATP. En el bazo, la mayor parte 
de 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.32 Estos espacios, aun en su 
máximo punto de distensión, son invariablemente 
más pequeños que los glóbulos rojos, que deben, 
entonces, deformarse en gran medida para 
atravesarlos.33 

L o s  e s f e r o c i t o s ,  a l  h a b e r  p e r d i d o  s u 
capacidad de deformarse, son selectivamente 
secuestrados en estos espacios. El tiempo de 
tránsito a través de los cordones esplénicos, que 
es de 30-40 segundos para un eritrocito normal, 
se encuentra prolongado a 15-150 minutos en 
el caso de los esferocitos.34 En consecuencia, el 
bazo de pacientes con ESH presenta cordones 
congestionados de modo masivo, pero con 
sinusoides relativamente vacíos, lo cual contrasta 
con la situación observable en bazos normales. 
Durante su detención en el bazo, los esferocitos 
sufren distintos cambios, que los llevan finalmente 
a su destrucción (Figura 4).6,7,15,32-38

DATOS DE LABORATORIO
La mayoría de los niños presentan anemia, 

con niveles de hemoglobina generalmente de 
9-12 g/dL.39-41 En las formas de moderadas a 
graves, los valores están por debajo de 9 g/dL. 
Otros pacientes presentan un estado hemolítico 
compensado, con valores de hemoglobina 
dentro de los límites normales.41-43 Los recuentos 
reticulocitarios están siempre elevados y su nivel 
está en relación con la gravedad de la hemólisis. 

Figura 3. Prevalencia de deficiencias de proteínas de 
membrana detectadas en pacientes con esferocitosis 
hereditaria en Argentina

deficiencias más frecuentes en nuestro país 
corresponden a ankirina y espectrina, ya sea 
en forma aislada o asociada a otras deficiencias 
(Figura 3).8,9 Estos datos son coincidentes con 
la mayoría de los publicados en el mundo, que 
incluye países latinoamericanos,20-27 aunque 
difieren de otros en los que se ha comunicado 
que la deficiencia predominante es de banda 3.28-31

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 

Tabla 2. Anemias hemolíticas hereditarias por trastornos 
de membrana eritrocitaria

•	 Defecto	de	las	proteínas
 - Esferocitosis hereditaria
 - Eliptocitosis hereditaria

•	 Trastornos	de	permeabilidad	catiónica
 - Estomatocitosis hereditaria
 - Xerocitosis hereditaria
 - Criohidrocitosis

•	 Trastornos	asociados	a	superficie	de	membrana	 
 aumentada
 - Deficiencia familiar de lecitina-colesterol  
  acetiltransferasa

•	 Trastornos	asociados	a	eritrocitos	espiculados
 - Abetalipoproteinemia
 - Síndrome de corea-acantocitosis
 - Síndrome de McLeod
 - Enfermedad de Huntington
 - Neurodegeneración asociada a pantotenato kinasa
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Figura 4. Fisiopatogenia de la destrucción eritrocitaria. El defecto proteico conduce a la formación de esferocitos. La 
disminución de la deformabilidad es responsable de un mayor tiempo de retención de la célula en el bazo. La eritrostasia 
conduce al secuestro esplénico (hemólisis extravascular) o bien a la liberación del eritrocito con una mayor pérdida de 
membrana

Defecto primario:
- Espectrina
- Ankirina
- Banda 3
- Proteína 4.2
- Otras

Interacciones 
verticales débiles

Pérdida de 
microvesículas de 

membrana

Eritrostasia:
- $ Glucosa
- $ pH
- #Oxidantes
- #Contacto con macrófagos

Hemólisis

$ Relación superficie/
volumen (esferocitosis)

$ Deformabilidad celular

Pasaje 
esplénico

Atrapamiento esplénico

?

Figura 5. Extendido de sangre periférica en un paciente 
con esferocitosis hereditaria. Se observa gran cantidad de 
esferocitos con su morfología característica ( ) y 
algunos con bordes irregulares ( )

La excepción a esta situación se puede dar en 
los neonatos y durante las crisis aplásicas. La 
observación del extendido de sangre periférica 
suele ser fundamental para el diagnóstico. El 
hallazgo característico es la visualización de 
esferocitos, que son hematíes que han perdido 
su característica forma bicóncava y se muestran 
redondeados, hiperdensos, hipercrómicos, 
sin el halo claro central, a veces con contornos 
irregulares, y de tamaño inferior al eritrocito 
normal (Figura 5). Cabe destacar que, en los 
extendidos de pacientes con ESH, los esferocitos 
son prácticamente la única forma anormal de 
eritrocitos presente.

De los índices hematimétricos,  solo la 
concentración de hemoglobina corpuscular 
media (CHCM) es patológica, con valores 
frecuentemente por encima de lo normal, que 
reflejan el grado relativo de deshidratación 
celular que presentan los hematíes.44-49 El volumen 
corpuscular medio (VCM) y la hemoglobina 
corpuscular media (HCM) están dentro de los 
valores normales. La amplitud de distribución 
eritrocitaria (ADE) está significativamente 
aumentada.47,49

En la ESH, la hemólisis es fundamentalmente 
extravascular, ya que es en el bazo donde 
habitualmente se produce la destrucción 
eritrocitaria. Por lo tanto, las pruebas indicativas 
de hemólisis que presentan estos pacientes son 
niveles elevados de bilirrubina indirecta y de 
urobilinógeno fecal.
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La ESH típica no presenta mayores problemas 
para el diagnóstico. En la mayoría de los casos, 
la asociación de historia familiar positiva, 
hallazgos clínicos característicos, evidencia 
de laboratorio de hemólisis extravascular, 
visualización de esferocitos en el extendido de 
sangre periférica y prueba de Coombs directa 
(PCD) negativa es suficiente para confirmar 
la enfermedad.13,50-52 Pero, en otros casos, el 
diagnóstico puede ser difícil. En la ESH leve, los 
pacientes pueden tener niveles de hemoglobina 
y bilirrubina normales y observarse muy pocos 
o ningún esferocito en el extendido (solo se 
visualizan en 25-30% de estos pacientes).5,44,46,50 
Por el contrario, en la ESH grave, se pueden 
observar, además de los esferocitos, eritrocitos 
con otras alteraciones morfológicas (acantocitos, 
equinocitos, poiquilocitos, etc.), y se plantea, 
entonces, el diagnóstico diferencial con otras 
anemias hemolíticas.12,50,53,54 En estas situaciones, 
es imprescindible realizar las pruebas especiales 
confirmatorias del diagnóstico (Tabla 3).41

Sin embargo, ninguna de estas pruebas puede 
detectar el 100% de los pacientes.6,13,50,55-57 La 
fragilidad osmótica eritrocitaria (FOE), que 
da resultados positivos en aproximadamente 
80% de los pacientes,8,15,58 es aún considerada el 
“patrón oro” por algunos autores,50,55,59 realizada 
simultáneamente con la autohemólisis (AH), 
aunque no sirve para diferenciar ESH de la 
esferocitosis secundaria a otras patologías, 
como anemia hemolítica autoinmune (AHAI), 
enfermedad hemolítica del recién nacido 
por incompatibilidad ABO (EHRN-ABO) o 
el iptoci tosis  hereditar ia  esferocí t ica . 59,60 
Actualmente, se dispone de nuevas pruebas 
diagnósticas, más específicas y sensibles, que 
presentan, además, la ventaja de requerir menor 
cantidad de sangre para el procesamiento.8,61-65 

En nuestro país, algunas de estas –criohemólisis 
hipertónica (CH), citometría de flujo con 5’eosina 
maleimida (5’EMA-CF), FOE por citometría de 
flujo (FOE-CF)– se comenzaron a implementar 
a partir del año 2007.8,9,65-67 A continuación, se 
describen varias de las pruebas disponibles para 
poder interpretar correctamente sus resultados.

Prueba de fragilidad osmótica eritrocitaria: 
En el eritrocito normal, las características de su 
membrana le brindan una abundante superficie 
en relación con su volumen, mientras que, en 
el esferocito, esta relación superficie/volumen 
está disminuida. Cuando un eritrocito normal 
se suspende en una solución isotónica, conserva 
su forma y tamaño y no ocurre destrucción, ya 
que el balance de entrada y salida de agua es 
nulo. Si la solución es hipotónica, el agua penetra 
en el eritrocito para diluir su concentración 
de sales y equilibrar su presión osmótica 
con la del medio, lo que lleva a un aumento 
progresivo de volumen del hematíe hasta que 
su capacidad se agota, adopta la forma esférica 
y se rompe y libera hemoglobina al medio. La 
prueba de FOE se realiza suspendiendo los 
hematíes en soluciones de ClNa gradualmente 
más hipotónicas. Las células que ya tienen una 
relación superficie/volumen disminuida, como 
los esferocitos o estomatocitos, alcanzan la 
forma esférica límite con menor ingreso de 
agua en concentraciones de ClNa mayores que 
las células normales, y se presenta, entonces, 
lo que se denomina una fragilidad osmótica 
aumentada. Por el contrario, cuando la relación 
superficie/volumen está aumentada (por 
ejemplo, dianocitos), los eritrocitos son más 
resistentes que los normales y solo se lisan en 
soluciones muy hipotónicas y presentan así 
una fragilidad osmótica disminuida. En el corto 
tiempo de incubación de la prueba, no se produce 
intercambio de cationes y solo hay movimiento 
de agua; por lo tanto, la hiperactividad de la 
bomba de sodio de los esferocitos no interviene 
en el mecanismo de hemólisis y no influye en 
el resultado de la determinación. Si la prueba 
se realiza con sangre recién extraída (prueba de 
FOE inmediata), será positiva solo en un 75% de 
pacientes con ESH.43,68 Para evitar este elevado 
porcentaje de falsos negativos, se debe siempre 
realizar la prueba de FOE diferida. Al dejar la 
sangre incubando 24 horas a 37 °C, se genera 
déficit de glucosa, y las condiciones de estrés 
metabólico conducen a la pérdida de membrana 
de la población esferocítica, lo que aumenta 
su fragilidad. Como este proceso tiene muy 

Tabla 3. Pruebas de laboratorio especializado utilizadas 
para confirmar el diagnóstico de esferocitosis hereditaria

•	 Pruebas	de	fragilidad	osmótica	eritrocitaria	 
 (basal y diferida)
•	 Autohemólisis	a	48	h	con	corrección	por	glucosa
•	 Criohemólisis	hipertónica
•	 Lisis	con	glicerol	acidificado
•	 Ectacitometría
•	 Citometría	de	flujo	con	5’eosina	maleimida
•	 Fragilidad	osmótica	por	citometría	de	flujo
•	 Electroforesis	de	proteínas	de	membrana	en	gel	 
 de poliacrilamida
•	 Determinación	del	defecto	molecular



Esferocitosis hereditaria. Revisión. Parte I. Historia, demografía, etiopatogenia y diagnóstico   /  75

escaso efecto sobre los eritrocitos normales, así 
se enfatiza la diferencia entre ambas poblaciones. 
Por este método, también se pone en evidencia 
la población esferocítica de los pacientes con 
recuentos reticulocitarios elevados, cuya curva 
de FOE no incubada puede ser normal debido 
a que los reticulocitos presentan una fragilidad 
osmótica inferior a la normal y pueden, entonces, 
compensar los resultados. Los parámetros para 
tener en cuenta para evaluar los resultados de una 
prueba de FOE son los siguientes:69

• Desplazamiento: La curva está desplazada 
hacia la derecha (concentraciones mayores 
de ClNa) respecto a la normal cuando la 
FOE está aumentada (esferocitos) o hacia la 
izquierda cuando está disminuida (talasemias, 
ferropenia). En la Figura 6, se muestran 
distintos tipos de curvas típicas.

• Fragilidad corpuscular media: Es la concentración 
de ClNa a la cual se produce un 50% de 
hemólisis. El valor obtenido es más elevado 
cuanto más osmóticamente frágil  es la 
población eritrocitaria. Las patologías con 
eritrocitos osmóticamente resistentes (por 
ejemplo, talasemias) presentan valores 
disminuidos.

• Hemólisis incipiente: Es la concentración de 
ClNa a la cual visualmente se detecta que 
comienza la hemólisis; es mayor cuanto 
más osmóticamente frágil es la población 
eritrocitaria.
Prueba de autohemólisis: Si se dejan eritrocitos 

normales incubando a 37 °C durante 48 horas, se 
produce cierto grado de hemólisis espontánea, 
no mayor de 2,5%. Los esferocitos presentan 
hiperactividad de la bomba de Na+ y una glucólisis 

TIPO I: Curva con la forma sigmoidea normal pero desplazada a la derecha. En el extendido de sangre periférica, se observa un 
pequeño porcentaje de esferocitos. TIPO II: Se mantiene cierto grado de hemólisis en concentraciones ≥60% (cercanas a la isotónica), 
lo que genera una prolongación o cola de la curva. Esto se debe a la presencia de esferocitos que tienen condicionamiento esplénico 
y se encuentran en estado prelítico. En el extendido, se observa heterogeneidad eritrocitaria. TIPO III: Curva con pérdida de la forma 
sigmoidea. Se observa en las esferocitosis graves. En el extendido, se visualiza un alto porcentaje de esferocitos. TALASEMIAS: 
Se observa una curva desplazada hacia la izquierda debido a que la población eritrocitaria posee una mayor resistencia osmótica.

Figura 6. Distintas curvas de fragilidad osmótica eritrocitaria 
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aumentada, ya que requiere energía (ATP) para 
balancear el flujo de Na+. En consecuencia, 
durante la incubación, el eritrocito sufre estrés 
metabólico y, cuando toda la glucosa del medio se 
ha consumido, no puede equilibrar el movimiento 
de cationes y se produce la lisis osmótica. La 
deprivación de glucosa en el medio es más rápida 
que para el control normal, ya que el consumo de 
glucosa basal del esferocito es mayor. 

De esta manera, la lisis del esferocito se inicia 
antes y progresa más rápidamente que la del 
eritrocito normal, con lo cual la autohemólisis se 
incrementa hasta valores de 45%.43,70 El agregado 
de glucosa a esta solución de hematíes corrige el 
grado de autohemólisis en la ESH y algunas otras 
raras patologías de membrana eritrocitaria, pero 
no en AHAI y en la mayoría de las otras anemias 
hemolíticas hereditarias.43,70 En resumen, una AH 
aumentada que corrige con glucosa es altamente 
sugestiva de ESH, mientras que la no corrección 
orienta el diagnóstico hacia otras enfermedades 
de membrana. Sin embargo, en algunos pacientes 
con gran cantidad de esferocitos en estado 
prelítico, puede no observarse corrección con 
glucosa; en estos casos, la población esferocítica 
se evidencia en la curva basal de FOE.

Prueba del glicerol acidificado:  Es otro 
método para confirmar la fragilidad osmótica 
aumentada.71 El agregado de glicerol a una 
suspensión de eritrocitos en medio hipotónico, al 
retardar la entrada de agua a la célula, prolonga 
el tiempo de lisis celular y permite medirlo con 
exactitud. El valor normal de referencia es mayor 
de 30 minutos; para el diagnóstico de ESH, se 
requiere un tiempo inferior a cinco minutos. Su 
sensibilidad y especificidad son similares a las de 
la FOE, pero aún existen controversias relativas a 
su utilidad.56,72,73

Criohemólisis hipertónica: Evalúa la hemólisis 
de los eritrocitos suspendidos 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. La prueba no depende 
de la relación superficie/volumen, sino de la 
integridad de las proteínas de membrana, que 
repercute notablemente en su plasticidad (Figura 
7). Esta prueba presenta la ventaja de arrojar 
resultados normales cuando la presencia de 
esferocitos se relaciona con AHAI.

Citometría de flujo con 5’eosina maleimida: 
Esta prueba evalúa la intensidad de fluorescencia 
emitida por el reactivo 5’EMA, que interacciona 
covalentemente con las  proteínas banda 

3 (principalmente), RhAG, Rh y CD47, de la 
membrana eritrocitaria.60 En la ESH, cualquiera 
sea la proteína deficiente primaria, se obtiene 
una disminución de la fluorescencia debido 
a la pérdida de membrana que contiene las 
proteínas que reaccionan con el  reactivo 
fluorescente. Es importante destacar que, en otras 
anemias hemolíticas, la fluorescencia emitida 
es normal, de manera que permite diferenciar 
los esferocitos de la ESH de aquellos presentes 
en la AHAI. Los resultados se informan como 
porcentaje de disminución de la intensidad de 
fluorescencia respecto del promedio obtenido 
para seis controles normales procesados de modo 
simultáneo y que posean el mismo tiempo de 
almacenamiento que la muestra por testear.60 La 
prueba es indudablemente positiva para ESH 
si presenta una disminución de fluorescencia 
superior al 21%; sin embargo, el valor de corte a 
partir del cual la prueba es considerada negativa 
es variable, por lo que cada laboratorio debe 
establecer su propio valor.8,56,60,74

Fragilidad osmótica eritrocitaria por 
citometría de flujo: Esta prueba cuantifica los 
eritrocitos resistentes a la hemólisis que se genera 
por el agregado de agua a una suspensión de 
sangre en solución fisiológica. Es decir que se 
evalúa el porcentaje de eritrocitos remanentes, 
en lugar de evaluar la hemólisis producida en el 
medio hipotónico. La prueba fue descrita hace 
muy pocos años,64 de manera que aún no se ha 
difundido ampliamente. Los resultados han 
sido reproducidos por diferentes grupos.64,67,75,76 
En el único estudio realizado en nuestro país, la 
prueba mostró una sensibilidad de 89% y una 
especificidad de 85% para el diagnóstico.9 Su 
mayor ventaja reside en que permite evaluar la 
fragilidad osmótica con una mínima cantidad 
de sangre, lo que constituye una herramienta 
diagnóstica muy útil para ser utilizada, en 
especial, en niños pequeños, ya que requiere un 
volumen de muestra considerablemente menor 
que el necesario para las curvas de FOE.66,67 

Ectacitometría :  En el ectacitómetro, se 
someten las células a una fuerza lateral constante 
por rotación entre dos cilindros concéntricos que 
las contienen, mientras que la osmolaridad del 
medio en que están suspendidas se incrementa 
gradualmente.  La deformabil idad de los 
eritrocitos está gobernada por tres factores: 
la relación superficie/volumen, la viscosidad 
citoplasmática y la rigidez intrínseca de la 
membrana. Con este procedimiento, se obtiene un 
perfil de deformabilidad osmótica, que presenta 
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tres parámetros para evaluar (Figura 8.A):77

- DImáx (índice de deformabilidad máximo): Se 
alcanza en el medio isotónico y depende del 
área de membrana disponible del eritrocito.

- Omin (osmolaridad mínima): Es la osmolari-
dad a la cual el DI es mínimo. Se produce en el 
medio hipotónico cuando el eritrocito alcanza 
su volumen crítico. Depende de la relación su-
perficie/volumen y coincide con la fragilidad 
corpuscular media (FCM) de las curvas FOE.

- O’: Osmolaridad a la cual la DI es igual a la 
mitad de la DImáx. Este parámetro depende 
de la viscosidad intracelular y, por lo tanto, se 
relaciona con la CHCM.
En la ESH, el perfil obtenido mostrará un 

menor DImáx acorde a la pérdida de membrana, 
una Omin mayor debido a la fragilidad osmótica 
aumentada y una O’ menor, que refleja la presencia 
de eritrocitos con mayor CHCM (Figura 8.B).

Electroforesis en gel de poliacrilamida de 
membranas eritrocitarias: Consiste en fraccionar 
las proteínas de la membrana eritrocitaria por 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes y 
cuantificarlas por densitometría, lo que permite 
certificar la disminución de una o más de las 
proteínas. Es una técnica muy laboriosa que arroja 
resultados positivos en poco más del 70% de los 
pacientes.8,20,21,29,59,78-82 Por lo tanto, su realización 
queda restringida a aquellos casos con fuerte 
presunción diagnóstica que no han podido ser 
confirmados mediante las pruebas habituales.13 
Estudios recientes sugieren que la cuantificación 
relativa de las proteínas podría ser de utilidad 
como valor predictivo de la evolución de la 
enfermedad.30

Diagnóstico molecular: En la ESH, se han 
descrito múltiples alteraciones moleculares.12,13,83 
La diversidad de los genes involucrados y la 
gran cantidad de mutaciones reportadas para 
cada gen limitan la posibilidad de utilizar esta 
metodología para el diagnóstico. Además, son 
defectos generalmente restringidos a una familia 
específica y no predicen gravedad, por lo que no 
tienen mayor importancia clínica, excepto la de 

Figura 7. Prueba de criohemólisis hipertónica

Se observan los eritrocitos en su propio plasma de un control normal y de un paciente con esferocitosis hereditaria antes y después 
de ser sometidos a deshidratación y enfriamiento en una solución hipertónica. Obsérvese la apariencia rígida de los esferocitos, 
que contrasta con la deformación “plástica” de los eritrocitos normales.

Control normal

Esferocitosis hereditaria
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brindar un asesorami ento genético más preciso 
a la familia afectada.50 Estos estudios se efectúan 
en el ámbito de la investigación clínica y solo son 
de utilidad en los casos inusuales de mutaciones 
“de novo” o en los heterocigotas compuestos.13

La sensibilidad y especificidad de las pruebas 
arriba descritas varían según los distintos 
autores. Como ninguna de ellas es positiva en 
100% de los casos,31,49-51,55,62 en la práctica clínica, 
cada laboratorio estudia al paciente con una 
pequeña batería de pruebas, de acuerdo con la 
sensibilidad y especificidad propias alcanzadas 
con cada una de ellas y con la disponibilidad 
de equipos y reactivos.  Las pruebas más 
recomendadas actualmente son la 5’EMA-CF y 
la CH, ya que han demostrado alta sensibilidad 
y especificidad.13,84 En un estudio realizado 
en Argentina, la asociación de ambas pruebas 
permitió confirmar el diagnóstico en 93,5% de 
los pacientes con ESH.8 Actualmente, en algunos 
laboratorios de nuestro país, las pruebas de 
rutina que se pueden realizar son FOE, AH, 
5’EMA-CF, CH y FOE-CF. Además, para el 
estudio de recién nacidos o niños pequeños, en 
quienes la toma de muestras de sangre puede 
ser dificultosa, se ha demostrado la utilidad 
del uso de sangre capilar para la realización de 
algunas de estas pruebas.65-67 El uso de un muy 
pequeño volumen de sangre capilar (300 uL) 
para realizar simultáneamente 5’EMA-CF, CH y 
FOE-CF permite confirmar el diagnóstico en el 

100% de los pacientes estudiados.65-67 Por lo tanto, 
recomendamos, como rutina actual en estos casos, 
la realización simultánea de estas tres pruebas 
utilizando sangre capilar. n
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