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RESUMEN

Introduccion: La drepanocitemia es una hemoglobinopatia de alta prevalencia a
nivel mundial. La hemdlisis de los drepanocitos produce una importante disfuncion
endotelial por multiples mecanismos que incluyen un importante estado de estrés
oxidativo y dislipidemia acentuados en la crisis vaso-oclusiva.

Objetivo: Caracterizar los estados asintomaticos y en crisis en pacientes
drepanociticos a partir de la evaluacion del estado redox y el perfil lipidico.
Métodos: Se realizo un estudio analitico transversal, en el Centro Hematologico

de Santiago de Cuba. Se empleé el contraste de medias para la comparacion de los
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estados asintomatico y de crisis vaso-oclusiva. Las variables fueron relacionadas
con el empleo de la correlacion de Pearson.

Resultados: Se observo una diferencia significativa en los grupos evaluados en
cuanto a las concentraciones de triacilglicéridos (p = 0,003) y HDL-colesterol (p =
0,009), asi como malonildialdehido como indicador de dafo oxidativo a lipidos (p
=0,001) y el glutation (p = 0,001) y la catalasa (p = 0,005), que expreso respuesta
antioxidante en los pacientes. De igual manera, estuvieron relacionados
positivamente los triacilglicéridos y colesterol, la LDL-colesterol y colesterol, la
LDL-colesterol y triacilglicéridos y, negativamente, el malonildialdehido y HDL-
colesterol, el malonildialdehido y catalasa, asi como el malonildialdehido y el
glutation.

Conclusiones: Durante el estado de crisis vaso-oclusiva es evidente el dano
oxidativo a lipidos y depresion de mecanismos antioxidantes. El empleo de
biomarcadores evaluadores del estado redox permitié una mejor evaluacion del
estado clinico de los pacientes, por lo que podrian utilizarse como una herramienta
durante su seguimiento.

Palabras clave: anemia drepanocitica; estrés oxidativo; crisis vaso-oclusiva.

ABSTRACT

Introduction: Sickle cell disease is a highly prevalent hemoglobinopathy
worldwide. Sickle cell hemolysis produces significant endothelial dysfunction by
multiple mechanisms that include a significant state of oxidative stress and
dyslipidemia accentuated in the vaso-occlusive crisis.

Objective: To characterize the asymptomatic and crisis states in sickle cell
patients based on the evaluation of the redox state and the lipid profile.
Methods: From a cross-sectional analytical study, carried out at the Hematological
Center of Santiago de Cuba, the asymptomatic states and vaso-occlusive crisis
were compared using the contrast of means. The variables were related to the use
of Pearson's correlation.

Results: A significant difference was observed in the evaluated groups regarding

the concentrations of triacylglycerides (p = 0.003) and HDL-cholesterol (p = 0.009),
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as well as malonyldialdehyde as an indicator of oxidative damage to lipids (p =
0.001) and the glutathione (p = 0.001) and catalase (p = 0.005) expressing
antioxidant response in patients. Similarly, triacylglycerides and cholesterol, LDL-
cholesterol and cholesterol, LDL-cholesterol and triacylglycerides were positively
related and, negatively, malonyldialdehyde  and HDL-cholesterol,
malonyldialdehyde and catalase, as well as malonyldialdehyde and glutathione.
Conclusions: During the vaso-occlusive crisis state, the marked oxidative damage
to lipids and depression of antioxidant mechanisms reflected in this study is
evident. The use of biomarkers evaluating redox status allowed a better
characterization of them, contributing to the evaluation of patients, so they could
be used as a tool during their follow-up.

Key words: Sickle cell anemia; oxidative stress; vaso-occlusive crisis.

Recibido: 28/03/2022
Aceptado: 28/03/2022

Introduccion

La drepanocitemia (Hb SS) es una hemoglobinopatia de alta prevalencia mundial.
Se origina por una mutacion puntual del gen que codifica para la cadena B de la
hemoglobina (Hb). Como resultado se expresa la sustitucion del resto de
aminoacido glutamico (Glu) por valina (Val) en la posicion seis de la B-globina que
caracteriza a la hemoglobina S (HbS).("

Cuando se produce una disminucion de la presion parcial de oxigeno (pO2) los
eritrocitos en circulacion periférica adoptan forma de hoz o media luna debido a
la formacion de polimeros de las moléculas de desoxiHbS (dHbS), evento molecular
responsable de las manifestaciones clinicas y hematoldgicas que presentan los
enfermos con este tipo de anemia. Las células anormales pierden su plasticidad,

por lo que pueden obstruir los vasos sanguineos pequeios y reducir el flujo de la
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sangre, producen crisis vaso-oclusivas (CV0),@ infecciones bacterianas graves y
necrosis.

La prevalencia de esta enfermedad depende de las caracteristicas genéticas,
condiciones ambientales, nivel de salud publica y social, asi como de los patrones
matrimoniales. En Cuba es la anemia hemolitica mas frecuente y se calcula que el
numero de portadores es aproximadamente de 300 000 y de enfermos de 4000. El
estado de portador es del 3,08 % en la poblacion general y del 6 % en el color de
piel negra y mestiza, con una marcada incidencia en las provincias orientales (5,5
-10,6 %).0)

Junto al mecanismo clasico (falciformacion- vasoclusion), se conoce que la
hemodlisis de los drepanocitos produce una importante disfuncion endotelial por
multiples mecanismos que incluyen aumento de la hemoglobina libre,
desregulacion del metabolismo de la arginina, aumento del estrés oxidativo,®
disminucion local de oOxido nitrico y liberacion de mediadores inflamatorios
(interleukina 1, bradikinina, histamina y sustancia P), asi como prostaglandina E2
e l2.

En eritrocitos SS se generan cantidades excesivas de especies reactivas de oxigeno
(ERO) debido a la presencia de la HbS inestable y la autoxidacion espontanea del
hierro en el hemo. Por otra parte, la vaso-oclusion (VO) que ocurre en la
drepanocitemia provoca danos por isquemia-reperfusion y activacion de procesos
inflamatorios tisulares que aumentan la produccion y liberacion de ERO, asi como
la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (NOSi).5:9)

La peroxidacion lipidica de los fosfolipidos de membrana en eritrocitos SS ha sido
confirmada mediante la determinacion de la produccion espontanea de
malonildialdehido (MDA), asi como la deplecion de fosfatidilserina (PS) y fosfatidil
etanolamina (PE) asociadas a ellos.”) Se sugiere que la adherencia de los
eritrocitos SS a las células endoteliales en los grandes vasos puede generar un
aumento del desbalance redox que favorece el incremento en la adhesion y la
diapédesis de monocitos. Igualmente, el aumento de la adherencia de reticulocitos
SS indica la activacion y el dano del endotelio que contribuye a la VO en la

drepanocitemia.®
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En Panama se realizé un estudio que apoya la existencia del importante estrés
oxidativo en pacientes de anemia falciforme y sugieren tres marcadores redox
relacionados con la clinica de estos pacientes.® Al-Naama y otros('9 también se
encontraron valores significativamente bajos de enzimas antioxidantes y elevados
de MDA en pacientes con anemia drepanocitica con respecto a sujetos
aparentemente sanos.

En Cuba, el protocolo médico para el seguimiento de estos pacientes no incluye la
evaluacion del estado redox, asociado al perfil lipidico. Por lo que la medicion de
niveles de malonildialdehido (MDA), como indicador de daio oxidativo a lipidos, y
la catalasa (CAT) y glutation reducido (GSH), como indicadores del estado
antioxidante en los pacientes, resultaria contribuyente durante su seguimiento. El
objetivo del estudio fue caracterizar los estados asintomaticos y en crisis en
pacientes drepanociticos a partir de la evaluacion del estado redox y el perfil

lipidico.

Métodos

Se realizo un estudio analitico transversal en el laboratorio de Ciencias Basicas
Biomédicas (LCBB) de la Universidad de Ciencias Médicas en Santiago de Cuba, con
pacientes drepanociticos en estados asintomatico y de CVO, atendidos en el Centro
Hematoldgico del Hospital Clinico Quirdrgico “Juan Bruno Zayas Alfonso” de
Santiago de Cuba, durante el periodo de enero a julio de 2020.

El criterio de inclusion considerd a aquellos pacientes drepanociticos que acudian
a la consulta de hematologia (estado asintomatico) y al servicio de urgencias con
sintomatologia propia del estado VO. Resultaron excluidos los que padecian de
neuropatias, cardiopatias, nefropatias y otros que no asistieron a la consulta. La
muestra estuvo conformada por 52 pacientes, de un universo de 600 pacientes
afectados con anemia drepanocitica en el territorio.

Se recogio, bajo la autorizacion del comité de ética y consejo cientifico del
hospital, el consentimiento informado de los participantes. Se cumplieron

estrictamente los principios éticos establecidos en las normas relacionadas con el
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manejo de informacion médica. De igual modo, se aplicaron los parametros que
determinan el reglamento ético interno del citado hospital. Los datos de
identificacion de los pacientes fueron anonimos; se siguio los principios éticos de
la investigacion cientifica con seres humanos. Se realizé una entrevista que incluyé

sus datos generales, habitos alimentarios-nutricionales, tdxicos y aspectos clinicos.

Analisis bioquimicos
Se tomd una muestra de sangre venosa (5mL) en ayunas, la cual fue
inmediatamente transferida a tubos de 13 x 100 y centrifugadas (3500 rpm), para
la extraccion del suero sanguineo. Una porcion de este suero fue conservado en
alicuotas a -86 'C para la posterior determinacion del malonildialdehido (MDA),
mientras que la catalasa (CAT) y el glutation reducido (GSH) fueron procesados en
un tiempo breve a la toma de muestra.
Se cuantificaron los niveles de triacilglicéridos (TAG), colesterol total (Colest),
HDL-colesterol (HDL-C), LDL-colesterol (LDL-C), CAT, GSH y MDA. Las
concentraciones fueron procesadas por el analizador de quimica sanguinea
HITACHI® 902, ubicado en el laboratorio clinico del hospital general de Santiago.
La concentracién de GSH se determino por la lectura en el espectrofotometro UV-
T60 tras la reaccion colorimétrica con el acido 5,5'ditio-bis 2- nitrobenzoico
(DTNB)102M, al producir un compuesto que absorbe la luz a 412nm. La
concentracion se obtuvo mediante una curva patrén con soluciones de referencia
de GSH (1,17-10,54nmol/100mL). La CAT se midi6 indirectamente tras el consumo
de peroxido de hidrogeno al absorber la luz a una longitud de onda de 240 nm. El
dano oxidativo a lipidos (MDA) fue medido espectrofotométricamente a 586nm a
partir de la reaccion del reactivo cromogénico N-metil-2-fenilindol con una
molécula de MDA a 45 °C.

Analisis estadistico
Los datos recogidos se agruparon en la base de datos SPSS (version 21.0). Se
examino segln el t-Student la normalidad de las principales variables incluidas. Se

utilizo la técnica de contraste de medias ANOVA para las comparaciones; se busco
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la existencia de diferencias significativas (p< 0,05) entre los grupos de estudio. La

relacion entre variables quedo establecida por la correlacion de Pearson.

Resultados

De los 52 pacientes que participaron en el estudio, 19 se encontraban en estado
de CVO y 33 en estado asintomatico. La distribucion de ambas poblaciones estuvo
acorde al perfil lipidico. La poblacién en CVO mostro diferencia significativa con
los pacientes asintomaticos en cuanto a los niveles de TAG y HDL-C. Por su parte,
el Colest y LDL-C no mostraron marcada diferencia entre los grupos evaluados
(Tabla 1).

Tabla 1 - Distribucidn de pacientes drepanociticos en crisis VO y fuera de crisis a partir

del perfil lipidico

Perfil lipidico Ccvo Fuera de crisis Sig.
X £ DS X £ DS
(n=19) (n = 33)
Colesterol total (mmol/L) 3,72 £ 1,12 3,49 + 1,17 0,505
Triacilglicéridos (mmol/L) 1,57 + 0,45 1,11 + 0,53 0,003
HDL-colesterol(mmol/L) 0,87 + 0,53 1,31 + 0,55 0,009
LDL-Colesterol(mmol/L) 2,20 £ 0,66 2,33 £ 1,04 0,625

El incremento de estrés oxidativo en el grupo de pacientes que cursaban con CVO
se hizo evidente por los altos niveles de MDA en este grupo con respecto al
asintomatico (fig.). Por otro lado, la defensa antioxidante se evidencio en los bajos
niveles de GSH y CAT en pacientes en crisis (p < 0,05). De manera general, cuando
el dano oxidativo fue evidente, aparecié un incremento en niveles de MDA, asi

como una reduccion significativa de niveles de GSH y CAT.
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Fig. - Comparacion de marcadores evaluadores del estado redox en pacientes

drepanociticos en CVO y fuera de crisis.

La tabla 2 muestra la relacion entre el perfil lipidico y el estado redox, segln

correlacion de Pearson. Los resultados mostraron una marcada relacion (p < 0,01)

entre:

LDLcolesterol-triacilglicéridos.

triacilglicéridos-colesterol

total,

De la mi

LDLcolesterol-

SMa

manera

se

negativamente: MDA-HDLcolesterol, MDA- CAT y MDA-GSH.

colesterol

total,

correlacionaron

Tabla 2 - Correlacion entre perfil lipidico y marcadores de estrés oxidativo

Parametros CcoL TAG HDL-C LDL-C CAT GSH MDA
coL 1

TAG ,437" 1

HDL-C -,003 -,213 1

LDL-C ,579” ,374" ,070 1

CAT -,057 -,321 ,206 -,152 1

GSH -,163 -,230 ,147 -,128 ,220 1

MDA ,120 ,276° -,396" -,153 -,373" -,374" 1

Se observan niveles significativos de “p < 0,01, 'p < 0,05.

Discusion
El conocimiento de los diferentes tipos de dislipidemias puede ayudar en la

comprension de las otras manifestaciones clinicas en estos pacientes. Esta es una

condicioén que los caracteriza, sobre todo durante la evolucion a la VO.
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En el estudio se observé una marcada diferencia en cuanto a los niveles de TAG y
HDL-colesterol en los grupos evaluados, atribuible a la dislipidemia acentuada en
el estado de CVO. Estos resultados concuerdan con los de Moutawakilou'y otros")
que encontraron una prevalencia global de diferentes tipos de dislipidemias en el
82 % de los pacientes. Teixeira y otros('?) destacan al cociente TAG/HDL-c como
un potencial biomarcador de severidad de la entidad.

El estado inflamatorio crénico presente en estos pacientes esta condicionado, en
parte, por los altos niveles de LDL-colesterol en circulacion. Sin embargo, esta
lipoproteina en el estudio no aportd informacion valiosa al comparar los estados
evaluados. Entre las hipétesis relacionadas con la depresion del HDL-colesterol en
el paciente drepanocitico se ha reportado que la disminucion del volumen de
globulos rojos incrementa el volumen plasmatico y la dilucion de sus componentes,
como lipidos y lipoproteinas.('® Sumado a ello, la depresion de la actividad de la
enzima lecitina-colesterol-aciltransferasa (LCAT), quien cataliza la formacion de
esteres de colesterol a partir del colesterol unido a la HDL, también justifica este
hecho. (4

Lo altos niveles de HDL en circulacion pueden reducir el riesgo de hemdlisis
intravascular y disfuncion endotelial. Se ha probado que el endotelio en la anemia
drepanocitica esta activado al mostrar un aumento del nimero de células
endoteliales microvasculares circulantes que expresan factor tisular (FT), VCAM-
1, ICAM-1, E-selectina y P-selectina (que representan su fenotipo pro-coagulante,
pro-adhesivo y pro-inflamatorio).(" Estas condiciones generan a nivel del
endotelio un incremento de las ERO, constituyendo una importante fuente de
estrés oxidativo. De igual manera, niveles elevados de hemoglobina libre
incrementan las reacciones oxidativas, el dano isquemia-reperfusion, el estado
proinflamatorio cronico y la autoxidacion de hemoglobina S (HbS).(”

La dislipidemia que caracteriza a estos pacientes, mas marcada en el estudio en
aquellos que cursan al estado de VO, condiciona un incremento en los niveles de
lipidos y acidos grasos circulantes que constituyen una importante fuente de
peroxidacion lipidica. Se observé una hipertrigliceridemia marcada en algunos

pacientes, que estuvo asociada al estado de peroxidacion lipidica acentuado en
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aquellos que cursan al estado de CVO. Justifica este hecho el incremento en los
niveles de MDA en este grupo, como medida del dano oxidativo a lipidos.
Resultados similares obtuvieron Nguepnkep''®) y Okorie,') quienes mostraron
valores elevados de este indicador en eritrocitos de pacientes drepanociticos, pero
no fueron evaluados durante las CVO. Se conoce que durante este proceso, el
incremento en la produccion de ERO puede modificar la respuesta a partir de una
variedad de condiciones fisiopatoldgicas que incluyen inflamacion, hipoxia,
metabolismo de zenobioticos y déficit de enzimas antioxidantes.?

La relacioén entre el perfil lipidico y el estado redox mostrada en la tabla 2 es una
evidencia de la asociacion entre la acumulacién de lipidos en el espacio
extracelular, su dano oxidativo y la depresion de la defensa antioxidante en los
pacientes drepanociticos. La suplementacion de acido félico pudiera estimular el
sistema antioxidante y reducir considerablemente la peroxidacion lipidica a causa
del incremento de ERO.

En el estudio, el estado antioxidante se mostré deprimido en pacientes que
cursaban con CVO a causa de la disminucion de CAT y el GSH. En un analisis
prospectivo hacia el estado VO en pacientes drepanociticos, Hierso y otros('®
encuentran también una depresion del sistema antioxidante con una marcada
disminucion de la concentracion de GSH. En relacion con la CAT, Antwi y otros!'?
mostraron niveles bajos de este indicador en el grupo de pacientes afectados por
CVO, como medida de la gravedad del dano oxidativo presente en estos,
coincidiendo con este estudio.

La evaluacion del perfil lipidico y estado redox en la anemia drepanocitica ha
demostrado gran valor durante el seguimiento de los pacientes al estado de crisis
vaso-oclusiva. Es evidente el acentuado dano oxidativo a lipidos y depresion de
mecanismos antioxidantes durante el estado de crisis reflejado en este estudio. El
empleo de biomarcadores evaluadores del estado redox permitié una mejor
caracterizacion de estos, contribuyendo a la evaluacion de los pacientes. Se
propone un examen frecuente, que incluya la medicidon de estos biomarcadores,

en vista a brindar un tratamiento profilactico oportuno hacia futuras crisis.
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Estudios futuros estaran dirigidos a la prediccion del estado de CVO para minimizar

el riesgo a desarrollar estas complicaciones.
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