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Articulo original
Hematologia

Actividad antidrepanocitica de la vainillina sobre
hematies de un paciente con drepanocitemia por
microscopia electronica de transmision

Grisel del Toro Garcia,* Yolanda C Valdés Rodriguez,** Maria C de la Rosa Graell,***
Viviana Falcon Cama,*** Carlos A Cabal Mirabal*

RESUMEN

ABSTRACT

La polimerizacién de las moléculas de desoxihemoglobina S es
el evento fisiopatoldgico primario en la anemia drepanocitica.
Los hematies distorsionados obstruyen los vasos de menor ca-
libre de la microcirculacién, provocando una oxigenacion tisu-
lar deficiente. En la busqueda de un potencial agente terapéu-
tico se han realizado estudios por cromatografia, electroforesis
y resonancia magnética que mostraron la moderada actividad
de la vainillina (4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido) en la inhibi-
cion de la polimerizacion de la desoxihemoglobina S. En este
trabajo se presenta una evaluacién in vitro de la accion de la
vainillina sobre los hematies de un paciente con drepanocite-
mia utilizando la microscopia electrénica de transmision. Los
hematies con hemoglobina S fueron incubados por periodos de
5y 24 h con una solucién hidroalcohdlica de vainillina, esta-
bleciendo una razén molar (hemoglobina S: vainillina) de 1:4.
Se utilizaron muestras controles de hematies con hemoglobina
SS para los tiempos 0, 5y 24 h y una muestra de hematies con
hemoglobina normal AA. Las microfotografias obtenidas mos-
traron la formacién de las fibras de los polimeros de desoxihe-
moglobina S en las muestras controles SS (tiempos 0, 5y 24
h). En las muestras tratadas con la vainillina no se observaron
fibras en numerosos hematies y si una tendencia al incremen-

The polymerization of the S deoxyhemoglobin molecules is the
primary physiopathologic event in the sickle cell disease. The
distorted red cells obstruct the vases of smaller caliber of the
microcirculation, causing a faulty oxygenation of the tissues.
In the search of a potential therapeutic agent they have been
carried out studies by chromatography, electrophoresis and
magnetic resonance that showed the moderate antisickling ac-
tivity of vanillin (4-hydroxy-3-methoxybenzaldehyde). In this
work is presented an in vitro evaluation of the vanillin action
on the red blood cells of patient with sickle cell disease using the
transmission electron microscopy. The sickle cells were incubat-
ed by periods of 5 h and 24 h with a vanillin hydroalcoholic so-
lution, establishing a 1:4 molar ratio (S hemoglobin:vanillin).
Were used sickle cells controls for the times 0, 5 h and 24 h and
a sample with normal AA red cells. The obtained microphoto-
graphs showed the formation of the fibers of the S deoxyhemo-
globin polymers in the sickle controls samples (times 0, 5 and
24 h). In the samples tried with the vanillin fibers they were
not observed in numerous cells and were observed a tendency to
the increment of the cells number in helical biconcave state.
The inhibition in the formation of the fibers of S deoxyhemo-
globin polymers observed in this study corroborates the reports
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to del nimero de hematies en estado biconcavo helicoidal. La
inhibicién de la formacion de las fibras de los polimeros de
desoxihemoglobina S observada en este estudio corrobora los
reportes sobre la moderada actividad antidrepanocitica de la
vainillina sugiriendo un posible modo de accién a través de la
inhibicion de los sitios de contacto en el polimero.

on the moderate antisickling activity of vanillin suggesting a
possible mode of action through the inhibition of the polymer
contact sites.

Palabras clave: Hematie S, drepanocitemia, microscopia
electronica, polimerizacion de la hemoglobina S, vainillina.

INTRODUCCION

El empleo del microscopio electrénico ha posibilitado el
estudio de la ultra estructura del hematie empleando
diversas técnicas como la de sombreado, réplica, tincién
negativa, fijacion y corte. Por difraccidon de rayos X y
microscopia electrénica se han estudiado los polimeros
de desoxihemoglobina S (dHbS), observando un ensam-
blamiento helicoidal complejo de 14 trenzas de molécu-
las de dHbS (con un nucleo central de 4 trenzas 'y 10 ex-
ternas rodeandolas) donde cada fibra esta compuesta de
7 pares de moléculas en un empaquetamiento aproxi-
madamente hexagonal.** Durante la interaccién protei-
na-proteina de las moléculas de dHbS ocurren fuertes
interacciones hidrofébicas entre la Valg6, la Phes85y la
Leus88 de moléculas adyacentes, las cuales distorsionan
la estructura ordenada formada por moléculas de agua
circundantes; asi como interacciones con otros contac-
tos donde interviene el puente de hidrdgeno entre la
Thrpa4 de la subunidad donante y la Asp373 del sitio
aceptor del polimero, formando un complejo con una es-
tructura ordenada.>” Los hematies disminuyen su flexi-
bilidad y se distorsionan formando los drepanocitos,
cuya presencia en sangre periférica es la causa de todas
las manifestaciones clinicas y hematoldgicas de la ane-
mia drepanocitica o drepanocitemia, como consecuencia
de la excesiva destruccion eritrocitaria e hiperplasia del
sistema eritropoyético.®°

Una de las principales vias de accion para un trata-
miento efectivo contra esta anemia hemolitica congé-
nita es inhibir los sitios de contacto intermoleculares
para frenar la polimerizaciéon.'*4 La electroforesis y
la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) han
demostrado la actividad inhibidora del aldehido aro-
matico 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (vainillina) a
través de una reaccidn de adicion nucleofilica con la
hemoglobina (Hb) intracelular.>8 | os estudios pre-
vios por resonancia magnética nuclear (RMN) repor-
taron que la vainillina incrementa de forma lineal el
tiempo de demora (td) de la polimerizacion de la
dHbS en dependencia de su concentracion y que a
mayores concentraciones ocurre la saturacion de los
sitios de enlace con la Hb, no existiendo diferencias

Key words: Electron microscopy, sickle cell disease, S hemo-
globin polymerization, red blood cell, vanillin.

significativas en el porciento de variacién del td.}"%
La vainillina, aldehido aroméatico de olor agradable,
es un saborizante presente en los alimentos.?-2
Considerando que la gravedad de expresién de las
manifestaciones hematolégicas varia entre individuos y
gue el niumero de células irreversiblemente falciformes
circulantes determina el componente hemolitico, en el
presente trabajo se estudia la actividad antidrepanociti-
ca de la vainillina (razén Hb:vainillina 1:4) sobre los he-
maties de un paciente con drepanocitemia utilizando la
microscopia electrénica de transmision (MET).

MATERIAL Y METODOS
Preparacién de las muestras

Las pruebas se realizaron en concentrados de hema-
ties obtenidos a partir de 20 mL de sangre total hepa-
rinizada de un paciente con drepanocitemia, suminis-
trada por el Laboratorio Clinico del Instituto Nacio-
nal de Hematologia e Inmunologia. La sangre total se
centrifugé a 3,000 rpm durante 10 min, se separo el
plasma, el paquete celular fue sometido a tres lavados
consecutivos con una solucién amortiguadora (PBS) a
pH = 7.4 y se determind la concentracion de Hb por
el método de la cianometahemoglobina (Ultraspec
Plus Spectrophotometer, Pharmacia LKB).?*% Se pre-
paré 1 mL de solucién hidroalcohdélica (Etanol/PBS)
de vainillina, 0.15M (Panreac) (C1).%°

Accién antidrepanocitica

Se afladieron 50 uL de C1 a 1 mL del paquete celular
con HbS (2 mM), para una razén molar 1:4, y se incu-
b6 por periodos de 5y 24 h. La vainillina reaccioné
con la HbS a 8 mM. Se tomaron muestras con HbS
como controles para los tiempos t, t, y t,, y una
muestra de hematies con Hb normal AA.

Microscopia electrénica de transmision
Una vez tratadas con el compuesto, las muestras se

fijaron con glutaraldehido al 3.2% durante 1 h, se la-
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varon con amortiguador cacodilato tres veces durante
20 min, se posfijaron con tetradxido de osmio (OsO,)
al 2% durante 1 h y se lavaron con amortiguador ca-
codilato dos veces durante 5 min, todos estos procedi-
mientos se llevaron a cabo a 4°C. Se procedié6 a la des-
hidratacién en alcohol absoluto de concentraciones
crecientes (30, 50, 70, 80, 90 y 100%), infiltracién e
inclusion en la resina Spurr. Los cortes se realizaron
en un ultramicrotomo Nova (L.K.B.), se montaron en
rejillas de 400 mesh y se contrastaron con sales de
acetato de uranilo y citrato de plomo. La observacién
y toma fotogréafica se realizaron en un microscopio
electrénico (Jeem 2000 EX, Jeoal), con un voltaje de
aceleracion de 80.0 kV.

RESULTADOS

Las microfotografias realizadas a las muestras con
Hb normal AA fijadas en el tiempo inicial (t,) se pre-
sentan en la figura 1 (A 'y B). Se observoé en todas las
muestras la forma de disco bicdncavo caracteristica
de los hematies con una estructura interior homogé-
nea compuesta en su mayoria por los tetrameros de
hemoglobina en solucién. En las microfotografias rea-
lizadas a las muestras controles con HbS, para los
tiempos t, t, y t,, (Figura 2, A, B, Cy D) se obser-

Vainillina inhibe la drepanocitosis

varon hematies morfolégicamente diferentes a los
normales, completamente falciformes y mostrando
una diversa variedad en sus formas. La mayoria de
las células contenia en su interior unas estructuras
largas en forma de “pelos” o fibras, distribuidas irre-
gularmente, predominando una orientacion en forma
de dominios hacia los extremos de la célula deforme.
Segun ha sido descrito en la literatura estas fibras
constituyen una organizacién compleja de los polime-
ros de dHbS,® diferenciandose de la estructura homo-
génea observada en los hematies normales.

En las muestras tratadas con vainillina (Figura 3,
A, By C) no se observaron, en un niamero elevado de
los hematies, las fibras de los polimeros de dHbS, y si
una tendencia al incremento del nimero de hematies
en estado bicéncavo helicoidal. Al observar detenida-
mente las células se pudo apreciar que no habia fibras
en zonas especificas, encontrando s6lo en algunas, pe-
guefios fragmentos que indicaban la interrupcion del
crecimiento y la alineacion de los polimeros de dHbS.

DISCUSION
Estos resultados, conjuntamente con los estudios por

RMN, HPLC y focalizacién isoeléctrica realizados
previamente por nuestro grupo, corroboran los re-
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AA to 80.0 kV x17k 500 nm AA to 80.0 kV x34k 200 nm

Figura 1. Microfotografias electro-
nicas realizadas a las muestras de
hematies con Hb normal (AA) en
el tiempo inicial (t), durante la
observacién en el microscopio
electrénico Jeem 2000 EX Jeol con
un voltaje de aceleracion 80.0 kV.
A: hematies con HbA fijados en
t,, amplificacion x17k 500 nm, B:
hematies (HbA) (zoom) fijados en
t,, amplificacion x34k 200 nm.
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SS t5h 80.0 kV x25h 200 nm SS t24h 80.0 kV x10k 500 nm

Figura 2. Microfotografias elec-
tronicas realizadas a las mues-
tras de hematies falciformes
(con HbS) utilizadas como con-
trol para los tiempos inicial t,,
t,, ¥ t,,, durante la observacion
en el microscopio electrénico
Jeem 2000 EX Jeol con un vol-
taje de aceleracion 80.0 kV.

A: hematies (HbS) control fi-
jados en el tiempo t, (zoom),
amplificacién x20.4k 500 nm,
B: hematies (HbS) control fi-
jados en t, (zoom), amplifica-
cion x34k 200 nm, C: hema-
ties SS control fijados alas 5 h
(t;) (zoom), amplificacion
x50k 200 nm, D: hematies
(HbS) control fijados a las 24
h (t,,,) (zoom), amplificacion
x20k 500 nm.
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SS + Vainillina t5h 80.0 kV x30k 200 nm

Figura 3. Microfotografias electronicas realizadas a las muestras de hematies falciformes (HbS) tratadas con la solucion de vainilli-

na (raz6n molar 1:4), por 5 h (t.,) y 24 h (t
voltaje de aceleracion 80.0 kV.

24h

SS + Vainillina t24h 80.0 kV x25k 200 nm

(4

SS + Vainillina t24h 80.0 kV x8000 1um

), durante la observacion en el microscopio electrénico Jeem 2000 EX Jeol con un

A: hematies (HbS) tratados con vainillina (1:4) durante 5 h (t,) (zoom), amplificacion x30k 200 nm. B: hematies (HbS) tratados
con vainillina (1:4) durante 24 h (t,,,) (zoom), amplificacion x25k 200 nm. C: hematies (HbS) tratados con vainillina durante 24 h

(t,,.), amplificacion x8000 1 pm.

portes de Zaugg (1977) y Abraham (1991) al propo-
ner el enlazamiento de la vainillina a la Hb, a través
de una reaccidn de adicion nucleofilica en la region
de los grupos amino terminales (NH,t) de las cadenas
B.1520 La cristalografia de rayos X indicé que un par
de moléculas de vainillina se enlaza cerca de un par
de anillos imidazoélicos de la His103« en la cavidad
central de agua, moviéndose los residuos Cys104«,
His103e, y GIn131p, para acomodar el enlazamiento;
y por otro sitio, su enlace entre la His1168 y la
Cys1174.%¢ La His1164 se ha reportado como un sitio
de contacto en el polimero de dHbS, lo cual pudiera
explicar la inhibicidn en la formacidn de las fibras ob-
servadas en nuestro estudio con MET .#

La observacion, andlisis y comparacion de las mi-
crofotografias electrénicas de las muestras tratadas y
los controles nos permite demostrar, cualitativamen-
te, que ocurre la reaccién y al final de cada tiempo de
incubacion (t,, y t,,) se forma un aducto vainillina-
Hb estable, el cual pudiera incidir directa o indirecta-
mente en la inhibicién de otros sitios de contacto in-
termoleculares reportados en la literatura. De esta
forma contribuye a la desestabilizacién de los polime-
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ros e impide su crecimiento y alineacion; es decir, in-
terrumpe la distribucion de las fibras en forma de do-
minios hacia los extremos de los hematies, lo cual
hace que disminuyan los dafios a la membrana celu-
lar. Considerando que el estado desoxigenado de la
Hb es el idoneo para desencadenar la polimerizacion
y aun cuando ocurren multiples ciclos de oxigenacién-
desoxigenacion, sugerimos que la inhibicion de la po-
limerizacién es lo que provoca una tendencia a la con-
servacion de la forma biconcava helicoidal, siendo
una moderada contribucién a la restauracion de algu-
nas de las células anteriormente deformadas. Aunque
se pudo apreciar, minoritariamente, que algunas cé-
lulas estaban irreversiblemente deformadas en algu-
nos de los planos observados.

Si la gravedad de expresion de las crisis dolorosas
recurrentes y la hemdlisis crénica varian entre indivi-
duos y el namero de células irreversiblemente falci-
formes circulantes determina el componente hemoli-
tico, una tendencia a la restauracién morfolégica ce-
lular significa la recuperacion de la elasticidad y la
disminucidn de la fragilidad mecénica de los hema-
ties, extendiendo su tiempo de vida medio mas alla de
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los 60 dias reportados, lo cual se refleja en el mejora-
miento de la calidad de vida.?2®

Los resultados del trabajo muestran que la vainilli-
na se enlaza covalentemente con la Hb como fue pro-
puesto por Zaugg (1977)® y Abraham (1991).1¢ Se une
a un sitio de contacto intermolecular e interfiere este-
reoquimicamente con el proceso de polimerizacion.

La inhibicion en la formacién de las fibras de los
polimeros de dHbS observada por MET, en las mues-
tras tratadas con vainillina (t,,, t,,,) para una razon
molar Hb: vainillina 1:4, asi como la tendencia al in-
cremento del nimero de hematies en estado bicénca-
vo helicoidal, corroboran los reportes sobre la mode-
rada actividad antidrepanocitica de la vainillina sugi-
riendo un posible modo de accién a través de la
inhibicion de los sitios de contacto intermoleculares.
Se propone evaluar su utilidad terapéutica en el tra-
tamiento de la drepanocitemia.
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