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Resumen

La hemoglobina S (HbS) es una proteina anormal que produce cambios morfoldgicos en los eritrocitos en condiciones de
bajo oxigeno. En México se reporta hasta un 13.7% de la poblacion con la mutacion en un alelo considerada asintomdtica
(rasgo falciforme). El rasgo falciforme y diabetes mellitus (DM) se presentan juntas en mas de 1 millén de pacientes a nivel
mundial. Este binomio posiblemente potencia las alteraciones microvasculares en retinopatia y sindrome tordcico agudo. E/
objetivo de este trabajo fue evaluar la induccion de drepanocitos en muestras de pacientes diabéticos con rasgo falciforme
para identificar pardmetros alterados de la serie roja. Para ello, obtuvimos muestras de pacientes diabéticos para determinar
hemoglobina glucosilada A1c (HbA1c) y HbS, ademds de biometria para analizar los datos eritrocitarios. Encontramos que
los pacientes diabéticos masculinos con mayor edad fueron susceptibles a generar drepanocitos y correlaciona con un
menor conteo de eritrocitos (RBC) y un incremento del volumen corpuscular medio (MCV). En muestras de pacientes diabéticas
femeninas no se presentaron diferencias. Nosotros concluimos que las muestras de pacientes con rasgo falciforme y diabetes
pueden generar drepanocitos en frotis; y en varones corresponden a individuos con mayor edad, un menor RBC y un mayor
MCV como pardametros de susceptibilidad.

PALABRAS CLAVE: Hemoglobina S. Drepanocitos. Diabetes mellitus. Rasgo falciforme.

Abstract

Hemoglobin S is an abnormal protein that induces morphological changes in erythrocyte in low-oxygen conditions. In Mexico,
it is reported that up to 13.7% of the population with mutation in one allele are considered asymptomatic (sickle cell trait).
The sickle cell trait and diabetes mellitus are conditions that occur together in more than one million patients worldwide. Both
diseases possibly produce microvascular changes in retinopathy and acute chest syndrome. The aim of this study was to
evaluate the induction of sickle cells in samples of diabetic patients with sickle cell trait to identify altered red cell parameters.
We obtained samples of diabetic patients to determine hemoglobin A1c and S; furthermore, red blood cell biometrics data
were analyzed. We found that older men with diabetes were susceptible to generate sickle cells and this correlated with
reduced red blood cell count and an increase in media cell volume. In samples of women diabetes, there were no differences.
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We conclude that samples from patients with sickle cell trait and diabetes can cause sickle cells with high frequency in men,
with lower red blood cells count and increased mean corpuscular volume as susceptibility parameters. (Gac Med Mex.

2015;151:757-63)
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|ntroducci6n

La hemoglobina (Hb) es una proteina presente en los
eritrocitos cuya funcion es unir oxigeno para transpor-
tarlo a todos los tejidos del organismo’. Se han descrito
cerca de 400 variantes de Hb que difieren en uno o0 méas
aminoacidos?. Una variante de la Hb es conocida como
HbS, la cual induce cambios en la funcién de la unién
con el oxigeno, lo que lleva a una anemia hemolitica
cronica cuando la mutacion se encuentra en los dos
alelos; ademas, se ha encontrado que hasta un 20% de
la poblacién africana produce este tipo de hemoglobino-
patia®*. En México se presenta una variabilidad del 0.6
y hasta 13.7% en 5 poblaciones estudiadas a lo largo
del pais; esta diferencia se considera que es causada
por mestizaje de los mexicanos con poblacion africana®.
Se ha reportado que los pacientes que son portadores
parciales de HbS generalmente son asintométicos debi-
do a que solo del 35 al 45% corresponde a esta HbS,
mientras que el resto lo ocupan Hb normales®.

La alteracion molecular en la HbS consiste en una
mutacion en la cadena f de una timina por alanina
que se traduce como un cambio de &acido glutamico
por una valina’. Esta mutacién genera una modifica-
cion fisioanatdmica de los eritrocitos conocida como
drepanocitosis, la cual ocurre en pacientes que pre-
sentan la variante génica en ambos alelos, generando
una subunidad p de la Hb capaz de polimerizarse en
condiciones de bajo oxigeno en estructuras filamento-
sas bien definidas, hasta llevar a la degeneracion del
eritrocito, modificando su forma bicéncava a una forma
de hoz conocida como drepanocito®®. La formacién de
drepanocitos induce la alta adherencia entre las células
alteradas’®, ademas de la activacion de cascadas de
coagulacion' y respuesta del sistema inmunolégico'?,
estos procesos producen el bloqueo parcial o total de
los vasos sanguineos de bajo calibre que irrigan los
organos vitales, situacion que puede culminar en una
isquemia aguda u otra complicacion hemodinamica que
puede llevar a la muerte del paciente™. Los individuos
que presentan la mutacion en un solo alelo (heteroci-
goto) son considerados asintomaticos y denominados
como pacientes con rasgo falciforme que no requieren

tratamiento, sin embargo investigaciones exhaustivas
proponen la susceptibilidad a efectos letales en condi-
ciones de hipoxia severa aguda, como es el caso de la
muerte subita en deportistas; cominmente la muerte de
estos individuos es bajo situaciones repentinas durante
la actividad fisica excesiva'®.

La DM es un grave y creciente problema de salud
en todo el mundo y se asocia con graves complica-
ciones agudas y cronicas que influyen negativamente
tanto en la calidad de vida como la supervivencia de
los individuos afectados'™. Ademas, es caracterizada
por una alteracién metabdlica'® e hiperglucemia' que
involucra la generacion de estrés oxidativo' y un fe-
némeno de inflamacion generalizada™. También se ha
relacionado con trastornos cardiovasculares que involu-
cran disfuncién endotelial®®, alteracion en las cascadas
de coagulacion®! y episodios de hipoxia tisular®®. Las
células con rasgo falciforme y la DM son condiciones
gue comunmente se presentan juntas en mas de 1 mi-
llon de pacientes a nivel mundial?®. Este binomio quiza
provoca alteraciones microvasculares, favoreciendo la
generacion de drepanocitos en reportes de casos cli-
nicos sobre retinopatia y sindrome toracico agudo en
los pacientes diabéticos®. Sin embargo, los reportes
son insuficientes para entender los eventos patologicos
que pueden ocasionar el binomio DM y rasgo falciforme
debido a HbS y Hb C. Es por ello que es de impor-
tancia estudiar la susceptibilidad de los eritrocitos en
degenerar a drepanocitos en un grupo de pacientes
en poblacién mexicana con DM y con rasgo falciforme
(heterocigotos de HbS) para un mejor entendimiento
del binomio. El presente estudio tiene la finalidad de
estudiar la susceptibilidad de los eritrocitos a degenerar
a drepanocitos en pacientes con DM tipo 2.

Metodologia

Seleccion de pacientes y determinacion
de HbA1c y HbS

Se seleccionaron los pacientes de poblacion mexica-
na y que padecen DM tipo 2 ya diagnosticados, a los
cuales se les realizé una toma de muestra sanguinea con
vacutainer en tubos con EDTA como anti-coagulante,
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posteriormente se les determind la HbA1c y presentaron
ademas un porcentaje HbS, correspondiente a una mu-
tacion en un solo alelo (heterocigotos de HbS o rasgo
falciforme). La determinacion de los valores de HbA1cy
HbS fue realizada mediante HPLC (instrumento Variant
Il turbo de BioRad) y por electroforesis (Spife-Helena),
respectivamente.

Los datos clinicos fueron obtenidos en el Laboratorio
Carpermor, S.A. de C.V. De acuerdo con la Ley Gene-
ral de Salud, el estudio no representa un riesgo fisico
ni de confidencialidad, por lo tanto, no requirié la firma
de consentimiento de los pacientes. El protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica e Investigacién del
Laboratorio Carpermor.

Biometria hematica

Todas las muestras fueron analizadas por citometria
de flujo con citoquimica en el instrumento ADVIA® 120
(Hematology System, SIEMENS) para obtener los valo-
res del hemograma de la serie roja que corresponden a
los siguientes parametros: RBC, Hb, hematocrito (HCT),
MCV, hemoglobina corpuscular media (HCM), y con-
centracion media de hemoglobina corpuscular (CHCM).

Prueba de induccion de drepanocitos

Se realizé la prueba de induccion de drepanocitos
con metabisulfito de sodio al 2% (J.T. Baker); para ello,
se tom¢ una gota de sangre sobre un portaobjetos de
las muestras seleccionadas durante el procesamiento
de la HbA1c en el instrumento Variant que arrojaron
adicionalmente un porcentaje de HbS, posteriormente
se afiadié una gota de solucién reductora de meta-
bisulfito de sodio al 2% y se colocé el cubreobjetos,
finalmente se sellaron los bordes con cera para obser-
var al microscopio con monitoreo en 1, 2 y 24 horas.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante la prueba t
cuando la distribucién de los datos fue paramétrica
y la prueba Mann-Whitney cuando la distribucion fue
no paramétrica. El analisis estadistico se realiz6 en el
software SigmaPlot 11.0, mientras que en el software
GraphPad Prism 5.0 se realizaron los gréficos.

Resultados

Fueron seleccionadas y evaluadas 150 muestras san-
guineas de pacientes diabéticos positivos para HbS

que corresponden a individuos heterocigotos con la
mutacion en uno de sus alelos; de los cuales 74 mues-
tras corresponden a mujeres y 76 muestras de varones.
Inicialmente, realizamos un estudio comparativo con la
finalidad de evaluar las variabilidades de la determina-
cion de HbS por la técnica de HPLC y por la técnica de
electroforesis en las mismas muestras de los pacientes
diabéticos. Nosotros encontramos que con el uso de la
técnica electroforesis se obtuvieron valores mas eleva-
dos de HbS en ambos géneros (Fig. 1 A).

En los individuos que identificamos HbS correspon-
diente al rasgo falciforme, realizamos la prueba de
induccién de drepanocitos con metabisulfito en las
muestras de pacientes diabéticos. En estas muestras
analizadas, a pesar de la presencia de HbS, algunas
de ellas no degeneraron a células falciformes, pero en-
contramos diferencias en algunos parametros como la
edad, RBC y MCV entre la poblacién que fue positiva
y negativa a la inducciéon de drepanocitos, como se
describe mas adelante.

El contenido de HbS en muestras de varones mos-
traron diferencias significativas con una p = 0.04 entre
aquellos que tuvieron induccion negativa o positiva de
células falciformes, es decir, la cantidad de HbS fue
superior en aquellas muestras que tuvieron una induc-
cion de drepanocitos positiva, lo cual es consistente a la
susceptibilidad en la degeneracién de los hematies. En
contraste, observamos que en las muestras de mujeres
con induccién positiva y negativa no hubo diferencias
en el contenido de HbS, lo cual sugiere que existen
factores adicionales que contribuyen en la degenera-
cion a células falciformes en esta poblacién (Fig. 1 B).

En base a las dos poblaciones que definimos como
positivas 0 negativas para la prueba de induccion
de drepanocitos y que comparten el diagnostico de
diabetes y el rasgo falciforme, nosotros analizamos la
relacion entre la HbA1c y la HbS en pacientes diabé-
ticos, sin embargo, los resultados mostraron que no
existen diferencias significativas (Fig. 1 C).

Posteriormente analizamos otros datos clinicos
asociados a las muestras sometidas a induccion de
drepanocitos y encontramos que los individuos con
prueba positiva de induccion de drepanocitos (sin
distincion del género) tienen edad méas avanzada que
aquellos que no generaron drepanocitos durante la
prueba de metabisulfito (Fig. 2 A). Ademas, deter-
minamos que las muestras de sangre sensibles a la
induccién de drepanocitos corresponden a los pa-
cientes con un menor RBC y un mayor MCV, lo cual
nos sugiere que las muestras que son sensibles a
inducciéon de drepanocitos contienen generalmente
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Figura 1. Cuantificacion de hemoglobina S e induccidn de drepanocitos en pacientes diabéticos no se asocia con variaciones de la hemoglobina
glucosilada. A: comparacion de la cantidad de hemoglobina S determinada por HPLC y electroforesis. Prueba t y Mann-Whitney. B: cantidad
de hemoglobina S en los eritrocitos positivos y negativos a la prueba de induccién de drepanocitos. Prueba Mann-Whitney. C: cantidad de
hemoglobina A1c en los eritrocitos positivos y negativos en la prueba de induccion de drepanocitos. Prueba Mann-Whitney. n.s.: no significativo.

hematies grandes o macrociticos (Fig. 2 B y C). El
resto de los parametros correspondientes a la serie
roja no arrojaron diferencias significativas entre las
muestras positivas y negativas de la prueba de induc-
cion de drepanocitos.

Al estratificar los datos en base al género de los
individuos, encontramos que en las mujeres no hay
diferencias significativas en la induccién de drepano-
citos con respecto a la edad con una p = 0.9118. Esto
nos sugiere que en esta poblacion la edad no es un
factor de susceptibilidad para favorecer la induccién
de drepanocitos. En contraste, los hombres mostraron
una clara diferencia de edad entre los que generaron
y no generaron drepanocitos con una p = 0.0023, lo

cual sugiere gque esta poblacion es susceptible a ge-
nerar drepanocitos conforme avanza la edad de los
individuos (Fig. 3 A).

En conjunto, los parametros clinicos del RBC y el
MCV mostraron diferencias significativas en los varo-
nes, con incremento en el RBC (p = 0.0149) y valores
superiores de MCV (p = 0.0004) en las muestras con
induccién de drepanocitos positiva con respecto a las
muestras con induccion negativa. Por su parte, en las
muestras correspondientes a las mujeres no se obser-
vo diferencia entre las muestras positivas y negativas
en el RBC (p = 0.0985) y tampoco en el MCV (p =
0.304), por lo tanto, sélo en los varones se presenta
una correlacion clinica entre la susceptibilidad de los
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Figura 2. Los pacientes diabéticos con rasgo falciforme y que son positivos a la prueba de induccion de drepanocitos tienen reduccion
de la cuenta eritrocitaria (RBC) e incremento del volumen corpuscular medio (MCV) en funcion de la edad. A: edad de los pacientes
diabéticos con induccidn de drepanocitos positiva vs. negativa. Prueba t. B: disminucidn en la cuenta de eritrocitos de pacientes diabéticos
positivos a la induccidn de drepanocitos. Prueba Mann Whitney. C: incremento del volumen corpuscular medio en los pacientes diabéticos

positivos a la induccion de drepanocitos. Prueba Mann Whitney.

eritrocitos en la prueba de induccion de drepanocitos
y la disminucién del RBC, el incremento del MCV y la
edad mas avanzada de los individuos.

Discusion

Nuestro grupo de investigacion estudio la genera-
cién de drepanocitos en pacientes heterocigotos para
HbS y que ademas padecian DM tipo 2. La DM oca-
siona problemas cardiovasculares y hemodinamicos
gue agravan la salud de los pacientes®, es por ello
que estudiamos en esta poblacion el rasgo falciforme
mediante la induccién de drepanocitos de muestras
sanguineas.

Inicialmente comparamos los métodos analiticos
para analizar el porcentaje de HbS y encontramos
diferencias significativas entre las dos técnicas, esto
puede ser debido a que la técnica de HPLC es mas
sensible que la electroforesis. Estos resultados con-
cuerdan con el estudio realizado por Keren, et al.
donde se muestra la alta sensibilidad de HPLC?.

Nuestros resultados mostraron que conforme avanza
la edad del individuo, particularmente en varones, los
eritrocitos que contienen HbS son mas susceptibles a
deformar a drepanocitos. Este fendmeno coincide en es-
tudios previos en pacientes diabéticos donde los eventos
patolégicos cardiovasculares y hematolégicos evolucio-
nan dependiendo de la edad®. Es importante sefialar
que en nuestro estudio la incidencia en el porcentaje

de HbS en pacientes diabéticos es mayor en hom-
bres con induccién positiva de eritrocitos versus las
negativas, y no ocurre en las muestras de mujeres;
esto puede explicarse por la cantidad basal de Hb y
células rojas presentes en el hombre para cubrir las
necesidades de oxigenacion tisular?’. Sin embargo,
estudios realizados por Garrote y Santana en el 2013
reportaron que atletas femeninas que presentan HbS
incrementan la posibilidad de generar drepanocitos,
debido a la disminucién de la absorcién del hierro por
incremento del peristaltismo, hemolisis mecanica del
hematie y pérdidas por el sangrado menstrual de la
mujer en edad fértil; estos datos se han sefialado como
las principales causas?®. Por otro lado, la formacién de
drepanocitos no mostré diferencias significativas en
funcion de la concentracion de HbA1c, los resultados
coinciden con el estudio realizado por Ama, et al. en
el 2012%. Esto indica que el rasgo en forma de hoz
caracteristico de este padecimiento no depende del
incremento o disminucién de la HbA1c, es decir, la
formacion de células falciformes no se ve favorecida o
impedida por la glucosilacién no enzimatica de la Hb.
Estos datos concuerdan con reportes anteriormente
publicados?®2°, En este sentido, se sabe que la HbS
es susceptible a ser glucosilada®'** y desconocemos
el porcentaje de HbS que se encontraba glucosila-
da en las muestras analizadas y cémo podria afectar
esta modificacion postraduccional no enzimatica en el
contexto de la cinética de polimerizacion de la HbS,
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Figura 3. Los pacientes masculinos diabéticos con rasgo falciforme que presentan susceptibilidad a la induccion de drepanocitos, pero
no las mujeres, tienen reduccion de la cuenta eritrocitaria (RBC) e incremento del volumen corpuscular medio (MCV) en funcidn de la
edad. A: los pacientes masculinos de mayor edad presentaron induccion de drepanocitos. Prueba t. B: los pacientes masculinos con
menor conteo de eritrocitos en sangre total, presentaron induccion de drepanocitos. Prueba Mann Whitney C: Los pacientes masculinos
con eritrocitos de mayor volumen corpuscular medio, presentan induccion de drepanocitos. Prueba Mann Whitney.

situacion que requiere ser aclarada en estudios futuros
dentro de la poblacion evaluada.

Los individuos heterocigotos a HbS que padecen
DM mostraron un RBC inferior que coincide con los
rasgos caracteristicos de estas hemoglobinopatias®;
es posible que la presencia parcial de HbS induzca
la destruccion de hematies de una manera discreta
en el transcurso de vida del individuo. También se
encontré que el MCV se encuentra elevado en mues-
tras de pacientes que generan drepanocitos, esto se
debe al incremento de la sintesis de hemoglobina con
la finalidad de cubrir las necesidades de oxigenacion
del organismo?®. Particularmente, las muestras corres-

pondientes a los hombres fueron las que mostraron
diferencias en los parametros mencionados, es decir,
este género parece ser mas sensible a la presencia
de HbS segun nuestros resultados. Reportes indican
que el rasgo falciforme en pacientes diabéticos afecta
fundamentalmente al género masculino, incrementan-
do la frecuencia de alteraciones microvasculares®” y
acelerando alteraciones cardiovasculares y cerebro-
vasculares, asf como la mortalidad en africanos con
diabetes tipo 2%,

Los reportes sobre el binomio DM y rasgo falciforme
por HbS y Hb C son insuficientes para aclarar las con-
secuencias que pueden producir la co-existencia de los
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padecimientos y bajo qué condiciones pueden ser favo-
recidas las complicaciones en los individuos. Es por ello
que es necesario establecer estudios prospectivos que
pretendan indagar en las consecuencias del binomio
y los mecanismos moleculares involucrados. Ademas,
es necesario incrementar la poblacién de estudio inclu-
yendo pacientes heterocigotos para HbS no diabéticos
y pacientes Unicamente diabéticos con la finalidad de
contrastar, entender y evaluar las consecuencias car-
diovasculares y hemodindmicas que presenta este bi-
nomio en la poblacién mexicana. Finalmente, el disefio
de modelos animales que permitan simular el rasgo
falciforme junto con la DM permitira evaluar en profundi-
dad las consecuencias de este binomio desde el punto
de vista molecular y fisiopatoldgico para establecer es-
trategias terapéuticas de ser necesario.

Conclusiones

Nosotros concluimos que las muestras de pacien-
tes con rasgo falciforme y diabetes pueden generar
drepanocitos en frotis bajo el protocolo de induccion
por metabisulfito con mas del 80% de frecuencia. Las
muestras de pacientes masculinos con induccion po-
sitiva corresponden a individuos con mayor edad, un
menor RBC y un mayor MCV como pardmetros de
susceptibilidad. Las muestras obtenidas de mujeres
no presentaron diferencias significativas en los para-
metros de la serie roja.
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