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Abstract

The desoxyhemoglobin S polymerization, characterized by
the delay time or nucleation, constitutes the primary
physiopathologic event of the sickle cell disease. An effective
treatment doesn’t still exist and they are studied compound
that inhibit the hemoglobin S polymerization and the red cell
sickling. The moderate antisickling activity of a food additive
4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde (vanillin), at 1:4, 1:5, 1:6,
1:7 and 1:8 molar ratio (hemoglobin:vanillin), it was evaluated
in vitro by means of their effect on the delay time using the
Proton Nuclear Magnetic Resonance (RMN-1H). To specify
the absence of cytotoxic activity of the vanillin on sickle red
blood cells it was evaluated the effect of the molar ratios
(1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1:8 and 1:10) on the hemoglobin liberation
and it was compared with normal red blood cells. The vanillin
increased the delay time and its variation percentage was
17±8% (1:4), 21±15% (1:5), 28±14% (1:6), 23±10% (1:7)
and 35±26% (1:8), being observed a dose dependent effect
on the retard of the polymerization. The test of multiple
comparison reported non significant differences among the
work concentrations (p>0.05). A low percentage of hemolysis
was obtained with a small increase for the molar ratio 1:10
when compared with the rest (p<0.05%). Although a tendency
was not obtained in the whole study; being demonstrated the
absence of cytotoxics effects for red blood cells, their target
of pharmacological action.

Key words:Key words:Key words:Key words:Key words:  antisickling, delay time, hemolytic activity, S
hemoglobin, polymerization, magnetic resonance, sickle cell
disease, vanillin.

Resumen

La polimerización de la desoxihemoglobina S, caracterizada
por el tiempo de demora o nucleación, constituye el evento
fisiopatológico primario de la hemoglobinopatía SS o
drepanocitemia. Aún no existe un tratamiento efectivo y se
estudian compuestos que inhiban la polimerización de la
hemoglobina S y la falciformación de los hematíes. La actividad
inhibidora moderada del aditivo alimenticio 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehído (vainillina) se evaluó in vitro a las razones
molares (hemoglobina:vainillina) 1:4, 1:5, 1:6, 1:7 y 1:8,
mediante su efecto sobre el tiempo de demora utilizando la
Resonancia Magnética Nuclear Protónica (RMN-1H). Para
precisar la ausencia de actividad citotóxica de la vainillina
sobre los hematíes SS se evaluó el efecto de las razones molares
1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1:8 y 1:10 sobre la liberación de hemoglobina
comparando contra hematíes normales. La  vainillina
incrementó el tiempo de demora con un porcentaje de variación
de 17±8% (1:4), 21±15% (1:5), 28±14% (1:6), 23±10% (1:7)
y 35±26% (1:8), observándose un efecto dosis dependiente
sobre el retardo de la polimerización. La prueba de
comparación multiple reportó diferencias no significativas
entre las concentraciones de trabajo (p>0.05). Se obtuvo un
porcentaje de hemólisis bajo con un pequeño aumento para la
razón molar 1:10 al comparar con el resto (p<0.05), aunque
no se obtuvo una tendencia de forma general en todo el
estudio; demostrándose la ausencia de efectos citotóxicos para
hematíes, su blanco de acción farmacológica.

Palabras clave: Palabras clave: Palabras clave: Palabras clave: Palabras clave: actividad hemolítica, antipolimerizante,
hemoglobina S, polimerización, tiempo de demora, resonancia
magnética, vainillina.

Introducción

La drepanocitemia o anemia drepanocítica es una enfermedad
hereditaria de carácter homocigótico autosómico determinada
por la sustitución del ácido glutámico (Glu) de posición 6 en las
cadenas-b (b6 glu→val) por la valina (Val), dando lugar a la hemo-

globina S (HbS).1  El tetrámero de HbS resultante tiene menor
afinidad por el O2. Cuando se produce una disminución en la
presión parcial de oxígeno (PO2), es decir, estados de hipoxia,
las moléculas de hemoglobina desoxigenadas (dHbS) se
polimerizan formando estructuras microtubulares elongadas
que rigidizan, distorsionan y disminuyen la flexibilidad de los
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hematíes; provocando obstrucción en la microcirculación e
hipoxia tisular.2 Entre las manifestaciones clínicas de la
drepanocitemia se destacan la anemia hemolítica crónica y las
crisis vaso oclusivas (CVO) que cursan con dolor severo y daño
multiorgánico.3-7

En la polimerización existe un tiempo de demora (td) o
proceso de nucleación durante el cual las unidades de dHbS se
asocian unas con otras para formar un núcleo crítico con la
posterior adición de otras unidades.2,8,9 Estudios realizados por
difracción de rayos X y microscopía electrónica sugieren que,
en el polímero, los tetrámeros de dHbS se unen alrededor de
un eje vertical formando anillos helicoidales espirales dando
lugar a la formación de largas fibras.10-12

 La cinética de polimerización de la HbS ha sido estudiada
por nuestro grupo de investigación utilizando la Resonancia
Magnética Nuclear de Relajación (RMN-1H).13 Se observó una
curva sigmoidal donde se representan tres etapas. La primera
se corresponde con las moléculas de HbS en estado de disolución
predominantemente; la segunda caracteriza el equilibrio
existente entre las moléculas en solución y las que están
formando el polímero (proceso de nucleación), los valores del
tiempo de relajación spin-spin (T2) comienzan a disminuir debido
al rápido crecimiento y la posterior alineación de los polímeros
de HbS, que provoca una disminución en la movilidad de las
moléculas de agua con un consecuente aumento del tiempo de
correlación. Y por último una tercera etapa donde predominan
las formas poliméricas.13

La actividad inhibidora de la polimerización (antipolime-
rizante) mostrada por aldehídos aromáticos y otros compuestos
ha sido informada por otros autores.14-20   La vainillina  (4-hidroxi-
3-metoxibenzaldehído) tiene una actividad antipolimerizante
moderada; su grupo carbonilo (CO) reacciona con los grupos
amino (NH2) libres de la Hb intracelular a través de una adición
nucleofílica para formar una base Schiff (Hb-N=CH-R).14,16   Los
estudios realizados por cromatografía líquida de alta presión,
enfoque isoeléctrico y RMN sugieren que estos efectos se deben
a una modificación covalente de la Hb.16,21-23

Los efectos tóxicos de la vainillina han sido estudiados
mediante pruebas de mutagénesis y de carcinogénesis,24 sin
embargo, hasta la fecha no se había evaluado su probable efecto
citotóxico sobre los hematíes, aspecto de suma importancia por
cuanto estas células constituyen su blanco de acción
farmacológica.

Atendiendo a estos criterios y a la anemia hemolítica crónica
que caracteriza a la hemoglobinopatía SS se determinó,
mediante estudios in vitro, el efecto no citotóxico de la vainillina

para diferentes razones molares, y su actividad como inhibidor
de la polimerización utilizando razones molares superiores a
las estudiadas anteriormente.

Material y Métodos

Preparación de las muestras y soluciones
Las muestras de sangre procedentes de pacientes con drepano-
citemia y de donantes de sangre voluntarios fueron tomadas en
el Laboratorio Clínico del Hospital General Santiago, en Santiago
de Cuba, previo consentimiento informado. Para el lavado de las
células y la preparación de las soluciones se utilizó una solución
amortiguadora (PBS) pH 7.4.

La sangre total heparinizada se centrifugó a 3000 rpm
durante 10 min, el precipitado celular fue sometido a tres lavados
consecutivos con PBS pH=7.4 y se midió el pH. Para determinar
la concentración de Hb se utilizó el método de la cianometa-
hemoglobina en un espectrofotómetro Ultrospec III (Pharmacia).
Conociendo la concentración de Hb en la muestra se calculó la
cantidad de vainillina necesaria para establecer razones molares
entre la Hb y la vainillina, cumpliéndose que moles Hb: moles
vainillina [n·(moles hemoglobina)], donde n = 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 y
10, es decir 1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8 y 1:10. Una vez pesada
la vainillina fueron preparadas soluciones hidroalcohólicas
diluyendo en 100 µL de etanol (Alfa Aesar) y añadiendo PBS
hasta alcanzar  un volumen de 1 mL.

El estudio por RMN se realizó en hemolisado de hematíes
HbS. Para la obtención del hemolisado, las células fueron
sometidas a –4ºC durante 15 min., seguida de una centrifugación
a 3000 rpm durante 10 min. Este proceso se repitió una vez
más y posteriormente se determinó la concentración de Hb.
En el hemolisado se controló el pH y se tomaron alícuotas de
1.5 mL las que se almacenaron a 4°C hasta el momento del
ensayo.23

Para evaluar la actividad hemolítica se partió del paquete
celular lavado y se estudiaron las razones molares 1:1, 1:2, 1:4,
1:5, 1:8, 1:10 (hematíes con HbSS) y 1:1, 1:4, 1:8, 1:10 (hematíes
con Hb AA). Se preparó un control positivo de actividad
hemolítica (0.1 % de Na2CO3), un control negativo (PBS pH
7.4) y un control negativo (*) al que se le añadió la solución
vehículo.25

Medición por RMN
Para determinar el efecto de la vainillina sobre la polimerización
de la HbS, se añadieron 20 µL de solución hidroalcohólica de
vainillina (Panreac) a cada una de las muestras previamente
almacenadas según la razón molar de trabajo; para el control,
negativo(*), se utilizaron 20 µL de la solución hidroalcohólica
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(vehículo). De cada uno de estos preparados se tomaron 400 µL
y se depositaron en ámpulas de RMN (tres réplicas por razón
molar) las cuales se mantuvieron en un baño de agua a 36°C du-
rante el tiempo de medición. Se midió un patrón de HbS en cada
ensayo.21,23

Se midió el tiempo de relajación spin-spin (T2), en el
Relaxómetro Giromag 01  (diseñado y construido en el Centro
de Biofísica Médica de la Universidad de Oriente, Santiago de
Cuba), con la serie de impulsos 90°-τ-180° (Hahn) a la frecuencia
4 MHz.13 Se reporta un 5% de error sistemático y un rango de
3-9% de error aleatorio en la medición de T2 y determinación
del td.21

     Los datos obtenidos se graficaron utilizando el Microcal
Origin. La curva sigmoidal de la variación temporal de T2 que
describe la cinética del proceso de polimerización fue ajustada
y normalizada en un rango de 0 a 1 para facilitar la diferenciación
del td entre las muestras. Se realizó un ajuste por regresión
lineal y se determinó el valor del td, a partir del cual se ha
reportado que se inicia el crecimiento rápido e irreversible de
los polímeros. La influencia de la concentración del compuesto
en la polimerización se evaluó a partir del cálculo del porcentaje
de variación de td (%Vtd) para cada razón molar (rm) con
relación al patrón (pat). (1)

100
)(

)()(% ×
−

=
pattd

pattdrmtdVtd

Determinación de la actividad hemolítica
Se tomó 1 mL del paquete celular y se diluyó con PBS (pH=7.4)
hasta un volumen final (Vf) de 10 mL, de aquí se tomaron 0.2
mL que se  añadieron a cada uno de los preparados como se
muestra en el Cuadro 1.25

     Se agitaron las muestras, se dejaron reposar 30 min, poste-
riormente se centrifugaron, se tomó el sobrenadante y se mi-
dió la absorción a λ=545 nm (espectrofotómetro Ultrospec III,
Pharmacia), detectando así la liberación de Hb. Se calculó el

100% ×
−
−

=
AcnAcp
AcnAmH

Donde: Am (absorción de la muestra), Acn (absorción del con-
trol negativo), Acp (absorción del control positivo).

     Los valores obtenidos por ensayo fueron promediados para
cada razón molar y se graficaron en Microsoft  Excel 97, obte-
niendo las curvas de actividad hemolítica por razón molar y la
curva promedio para cada prueba. Se compararon las medias
(Statgraphics Plus 2.1) con la prueba de rangos múltiples, el
análisis de varianza de una vía (ANOVA) y la prueba Kruskal-
Wallis con un nivel de significancia al 95%.

Resultados

Acción antipolimerizante
Todas las muestras, patrones (HbS) y tratadas (HbS+vainillina),
reprodujeron la curva de variación temporal de T2. En todos
los casos tratados con vainillina se obtuvo un efecto inhibitorio
sobre la polimerización a través del aumento del td de la
nucleación vs los controles. Este aumento estuvo relacionado
con el aumento de la concentración de la vainillina. En la
Figura 1a se muestran los resultados de un ensayo, donde el
td del patrón fue de 370 minutos; para las razones molares 1:4
y 1:6 se obtuvo un aumento de 1.08 y 1.24, respectivamente.
El aumento del td para 1:5, 1:7 y 1:8 fue de 1.14, 1.29 y 1.41,
respectivamente; donde el patrón tuvo un td igual a 414
minutos (Figura 1b).

     El td tanto en los patrones como en las muestras tratadas
con vainillina mostró un comportamiento diferencial entre las
repeticiones de un mismo ensayo. Se realizaron curvas compa-
rativas entre los valores del td para 1:5 y 1:8 con sus respecti-
vos patrones de HbS (Figuras 2a, b), observándose un aumento
de td en 1.49 y 1.18 para 1:5; y en 1.82 y 1.52 para 1:8. La

(1)

(2)

Vf= 10 mL  (mL) PBS pH=7.4 Concentrado Solución de Solución

(mL) celular diluido vainillina vehículo

(mL) (mL) (mL)

Control positivo 9.8  0.2  
Control negativo  9.8 0.2  

Control negativo (*)  9.79 0.2  0.01

Razón molar  9.79 0.2 0.01 

porciento de hemólisis provocado (%H) utilizando los valores
de absorción:25

Cuadro 1.Cuadro 1.Cuadro 1.Cuadro 1.Cuadro 1. Soluciones utilizadas en la determinación de la actividad hemolítica. Control positivo Na2CO3,
control negativo PBS pH=7.4, control negativo (*) correspondiente a la solución vehículo. Los hematíes SS fueron
tratados con soluciones de vainillina para las razones molares 1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1:8, 1:10 y los normales para 1:1,
1:4, 1:8, 1:10.
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relación entre el td de las muestras tratadas con vainillina y el
de los patrones (td muestra/td P) aumentó progresivamente
desde la razón molar 1:4 hasta 1:8.

     Se calculó el %Vtd (1) para cada una de las muestras
medidas con relación a su patrón de HbS, se calculó el valor
promedio por razón molar entre todos los experimentos
realizados y se obtuvo: 1:4  17±8%, 1:5 21±15%, 1:6 28±14%,
1:7 23±10% y 1:8 35±26%. La prueba de comparacion
multiple reportó diferencias no significativas entre las
medias para las razones molares estudiadas (p>0.05) (Figura
3). Se realizó un análisis comparativo entre los resultados
obtenidos en este trabajo y los datos para las razones molares

1:1 (3.5±1.5%), 1:2 (8±2.4%) y 1:10 (21±6.5%) estudiadas
anteriormente;23 obteniendo diferencias significativas con
relación a 1:1 y 1:2 (p<0.05). Al comparar estas con 1:10 y con
los datos obtenidos para las concentraciones 1:11, 1:13, 1:15
(datos no presentados) se obtuvieron diferencias no significativas
(p>0.05).

Actividad hemolítica
En el estudio realizado no se encontró actividad hemolítica de
la vainillina sobre los hematíes. En las pruebas efectuadas  sobre
los hematíes con HbSS los mayores valores del porcentaje de
hemólisis promedio %H calculado, 5.46 y 5.94%, se obtuvieron

 

a b
Figura 1. Figura 1. Figura 1. Figura 1. Figura 1. Polimerización de la HbS para los patrones (P) y las muestras tratadas con vainillina. Curvas normalizadas y promediadas
a partir de la variación temporal del tiempo de relajación spin-spin (T2) medida en el Relaxómetro Giromag 01®. Los valores de T2
se expresan en milisegundos (ms) y el tiempo de medición en minutos (min). Se muestra el valor medio del tiempo de demora (td) en
minutos y su desviación estándar.

  

a b

Figura 2. Figura 2. Figura 2. Figura 2. Figura 2. Comparación de los promedios del td para los patrones (P) y las muestras tratadas con vainillina a 1:5 y 1:8. El procesamiento
de las curvas similar al descrito en la Figura 1.
a: Con relación al td del patrón se obtuvo en este ensayo un incremento del td en 1.49 y 1.82 para 1:5 y 1:8, respectivamente.
b: El td aumentó en 1.18 para 1:5 y 1.52 para 1:8.
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en una sola prueba, correspondientes a 1:8 y 1:10,
respectivamente. El %H por concentración se movió en un
rango de 0.23±0.4% – 1.69±2.0% (Figura 4a). Al comparar las
razones molares estudiadas según el %H promedio no se observó
una diferencia estadísticamente significativa entre 1:1, 1:2, 1:4,
1:5 y 1:8; así como entre 1:8 y 1:10 (p>>>>>0.05). Se realizó una
prueba de rangos múltiples obteniéndose para la razón molar
1:10 un pequeño aumento de la hemólisis en comparación con
el resto (p<0.05).

     En la Figura 4b se muestra una comparación del %H
promedio entre los hematíes SS y los de donantes voluntarios
(normales AA), para 1:1, 1:4, 1:8 y 1:10. Sólo se     encontró un
moderado aumento en la liberación de Hb en 1:10 para los
hematíes SS. La hemólisis observada en ambos ensayos, con
hematíes procedentes de donantes voluntarios y de pacientes
con drepanocitemia, se corresponde con una actividad
hemolítica basal que pudiera ser inherente a la preparación de
las muestras. Al comparar los valores promedios 0.64±0.7% y
0.24±0.3%, para los hematíes SS y AA respectivamente, se
infiere que la actividad hemolítica de la vainillina fue baja para
ambos grupos celulares.

Discusión

Los resultados mostrados complementan los primeros estudios
realizados por Zaugg14 (1977) y Abraham16 (1991), que infor-
maron la moderada actividad inhibidora o antipolimerizante de
la vainillina a través de su doble modo de acción: desplaza hacia

la izquierda la curva de disociación del oxígeno aumentando el
número de moléculas de HbS en estado soluble (R) y como
producto HbS-vainillina actúa estereoespecíficamente.14,16 El
incremento del td pudiera estar relacionado con la inhibición
de los sitios de contacto intermoleculares al ocurrir el enlace
covalente entre la vainillina y la Hb. Al inhibirse los sitios de
contacto, la polimerización se interrumpe y el proceso se hace
más lento; las moléculas de HbS permanecen por un tiempo
mayor en estado soluble, es decir aumenta la solubilidad de la
Hb y su afinidad por el oxígeno. No obstante la reacción entre
la vainillina y la HbS es reversible, y a partir de un tiempo de
demora mayor comienza la polimerización y se manifiestan las
próximas etapas del proceso.21,23

     Las diferencias observadas entre triplicados y entre
experimentos pudieran estar relacionadas con el procedimiento
técnico empleado para las determinaciones y/o con las
diferencias intraindividuales de cada paciente con respecto a la
fisiopatología de la enfermedad y a los parámetros

0
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Figura 3. Figura 3. Figura 3. Figura 3. Figura 3. Comparación entre el porcentaje de variación del
td (%Vtd) de las muestras de HbS tratadas con vainillina para
las razones molares de trabajo (1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8) y las
estudiadas anteriormente (1:1, 1:2 y 1:10).26 Se obtuvieron
diferencias significativas de las concentraciones de trabajo con
relación a 1:1 y 1:2 (p<0.05), y no significativas con relación a
1:10 (p>0.05). Los valores del %Vtd comparados fueron 1:1
(3.5±1.5%), 1:2 (8±2.4%), 1:10 (21±6.5%), 1:4 (17±8%), 1:5
(21±15%), 1:6 (28±14%), 1:7 (23±10%) y 1:8 (35±26%).
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Figura 4.Figura 4.Figura 4.Figura 4.Figura 4. Efecto hemolítico de la vainillina sobre hematíes SS
y normales.
Los datos representan el promedio de todas las pruebas por
razón molar con sus barras de desviación estándar.
a: Porcentaje de hemólisis promedio (%H) sobre los hematíes
SS obtenido para cada razón molar.
b: Comparación entre el %H obtenido para los hematíes SS y
los normales para 1:1, 1:4, 1:8 y 1:10. No se observó diferencia
estadísticamente significativa en la actividad hemolítica entre
ambos grupos celulares (p>0.05), excepto para la razón 1:10.
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hematológicos, como la concentración efectiva de HbS:HbF.26

La polimerización es dependiente de la concentración de HbS,
a una temperatura constante al aumentar la concentración de
dHbS, se llega a un punto de saturación por encima del cual la
Hb deja de encontrarse disuelta y forma el polímero. Existen
evidencias sobre la inhibición de la polimerización por la HbF e
interfiere con la copolimerización de los tetrámeros α2γ2,
tendiendo a formar tetrámeros híbridos asimétricos α2β

sγ.27,28

La baja probabilidad de copolimerización puede ser interpretada
como efecto desestabilizador en los puntos de contacto
intermoleculares de la doble hélice, pudiendo ser una de las
causas de la diferencia en la concentración de Hb de las
muestras basales empleadas en cada ensayo y las diferencias en
el td de la muestra patrón.28,29

     No obstante, a pesar de las variaciones encontradas, resulta
indiscutible el efecto antipolimerizante de la vainillina. En las
Figuras 1 y 2 puede observarse como la vainillina interactúa
con la HbS y aumenta el td de la polimerización, existiendo una
relación directa entre el aumento y la concentración. Conside-
rando los sitios de enlace de la HbS con la vainillina es probable
que a las concentraciones estudiadas ocurra una saturación,
corroborando lo informado por Abraham16 (1991) quien planteó
que la razón molar 1:2 sería necesaria para lograr un 100% de
modificación de la HbS debido al eje de simetría doble que corta
el tretrámero, lográndose un 50% de modificación con la razón
1:1.16 Sin  embargo, al aumentar la concentración hasta 1:6 se
incrementa linealmente el %Vtd, disminuye en 1:7 y se aumenta
nuevamente para 1:8. Puede suceder que los sitios de contactos
entre la Hb y el compuesto se saturen, no ocurran cambios en el td
y al aumentar la concentración se establezca un equilibrio entre
las moléculas en solución y las enlazadas. Esta puede ser una de
las razones por la cual a las concentraciones estudiadas se aprecia
un efecto retardador del td sin mostrar una diferencia
estadísticamente significativa al compararlas, aunque sí hay
diferencia con relación a las concentraciones 1:1 y 1:2 in-
formadas anteriormente.23

     En la drepanocitemia los cambios morfológicos celulares, la
resistencia a factores externos, así como la gravedad de
expresión de las crisis dolorosas recurrentes y la hemólisis
crónica, varían entre individuos y parece ser que el número de
células irreversiblemente falciformes circulantes determina el
componente hemolítico.30 Los hematíes con HbSS o
drepanocitos, debido a la polimerización, son más rígidos y
frágiles que los normales, por estar sometidos a cambios
intracorpusculares que causan pérdida de su elasticidad. Su
destrucción consiste en la lisis intravascular debida a la fragilidad
mecánica aumentada; y la extracción por retención y fagocitosis
en el sistema reticuloendotelial, con un tiempo de vida medio
de aproximadamente 60 días.31 Considerando estos factores los
efectos hemolíticos de la vainillina sobre los hematíes SS se

corresponden con una actividad hemolítica basal, pues el
porcentaje de hemólisis fue =1-2%; teniendo en cuenta que la
hemólisis en los pacientes drepanocíticos puede alcanzar valores
de hasta el 40% por las características propias de la enfermedad.
Si la vainillina retarda la polimerización de la HbS inhibe a su
vez la transformación de los hematíes hacia la forma de hoz o
drepanocito, disminuyendo su fragilidad y el componente
hemolítico. Esto nos lleva a sugerir la ausencia de efectos
citotóxicos de la vainillina para hematíes, su blanco de acción
farmacológica, y su beneficio clínico.

     Aunque se produce un aumento del tiempo de demora
hasta la relación molar 1:6 indicando un efecto concentración-
dependiente de la vainillina no se encontraron diferencias
estadísticamente significativas al comparar con razones molares
mayores, lo cual pudiera deberse a la saturación de los sitios de
enlace. Considerando la ausencia de efectos hemolíticos y la
moderada actividad antipolimerizante de la vainillina, sugerimos
la introducción de concentraciones =1:4 para la evaluación de sus
propiedades terapéuticas.
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