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RESUMEN

En enfermos con anemia drepanocitica (AD) en estado basal y con crisis
vasooclusivas dolorosas (CVOD), se estudié la expresiéon, en células mononucleares
(CMN) y neutroéfilos, de las moléculas de adhesion LFA-1, VLA-4, L-selectina e
ICAM-1; en sangre periférica (SP), las moléculas VCAM-1 y CD34 y en fracciones de
hematies con diferente densidad, las moléculas VLA-4 y Lutheran, con anticuerpos
monoclonales especificos mediante inmunofluorescencia indirecta por citometria de
flujo. En ambos grupos de enfermos se observé una disminucién significativa en la
expresion en las CMN de las moléculas LFA-1 y VLA-4, y de LFA-1 en los neutréfilos
de los pacientes en estado basal; disminucion de la expresiéon de la molécula L-
selectina en CMN y neutréfilos de pacientes en estado basal. El aumento de las
moléculas ICAM-1 (CD54), CD34 y VCAM-1(CD106) en las CMN y sangre periférica
de pacientes basales, demuestra la presencia de un estado de activacion
leucocitario y endotelial permanente determinado por la continua inflamacién
subclinica. El incremento significativo de ICAM-1 en neutréfilos y CD34 y VCAM-1
en sangre periférica en ambos grupos de pacientes, con mayor aumento de VCAM-1
en los pacientes en crisis, refleja la activaciéon de monocitos, linfocitos, neutréfilos y
de células endoteliales durante las CVOD, y la liberacion de estas ultimas a la
periferia. Se observé una mayor expresiéon de las moléculas LFA-1, L-selectina e
ICAM-1 en los neutrdfilos de los enfermos con CVOD e incremento significativo de
la molécula CD18 en CMN de los pacientes con CVOD, que puede explicarse por la
activacion de los monocitos en el fendmeno vasooclusivo.
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ABSTRACT

In patients with drepanocytemia (DP) in basal state and with crises of painful vaso-
occlusive (PVOC) authors studied the expression in mononuclear cells (MNC) and
neutrophils, of LFA-1, VLA-4, L-selectine and ICAM-1; in peripheral blood (PB),
VCAM-1 and CD34 molecules, and in red blood cells with different density, VLA-4
and Lutheran molecules, with specific monoclonal antibodies by indirect
immunofluorescence by flux cytometry. In both groups there was a significant
decrease in expression of LFA-1 and VLA-4 molecules MNC and of LFA-1 in
neutrophils of patients basal state; decrease in L-selectine molecule expression in
MNC and in patients in basal state. Increase of IACM-1 (CD54), CD34 and VCAM-1
(CD106) in MNC and in peripheral blood of basal patients shows the presence of a
permanent leukocyte activation state determined by the continuous subclinical
inflammation. The significant increase of ICAM-1 in neutrophils and CD34 and
VCAM-1 in peripheral blood in both groups of patients with a higher increase of
VCAM-1 in patients in crises, shows the monocyte, lymphocyte , neutrophils, and of
endothelial cells during the PVOC and the release of these latter to periphery. We
note a higher expression of LFA-1, L-selectine and ICAM-1 molecules in neutrophils
of patients with PVOC and a significant increase of CD18 molecule in MNC of
patients with PVOC that may be explained by monocyte activation in vaso-occlusive
phenomenon.

Key words: Adhesion molecules, drepanocytemia, vascular endothelium, vaso-
occlusion and inflammation.

INTRODUCCION

La anemia drepanocitica (AD) es la hemoglobinopatia estructural mas importante
en el mundo. Es muy frecuente en todos los paises africanos, en la mayoria de los
del Caribe y en algunos de América Central y Suramérica; existe también en Cuba.
1

La oclusién vascular es la primera causa de morbilidad y mortalidad en la AD, cuyo
origen se debe fundamentalmente a la polimerizacion de la hemoglobina S.
También se encuentran involucrados otros factores como proteinas plasmaticas y
citocinas, anormalidades endoteliales, alteraciones del tono vasomotor y la
adherencia de los reticulocitos de estrés y leucocitos al endotelio vascular activado.
En la actualidad, es necesario conocer la participacién de la microvasculatura
endotelial en la fisiopatologia de la AD, para poder intervenir en tratar de modificar
u optziTizar el tratamiento de estos enfermos para lograr una mejor calidad de
vida.“”
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Se ha corroborado por diferentes estudios moleculares que la adhesiéon anormal al
endotelio vascular de eritrocitos y leucocitos desempefia un papel fundamental en
la patogénesis de la vasooclusion en la AD mediada por moléculas de adhesion
expresadas, tanto en los hematies, leucocitos y en la membrana endotelial
activada, lo cual se incrementa durante los eventos vasooclusivos.>® Por lo
anterior, nos propusimos estudiar la expresion de las moléculas de adhesién en los
diferentes tipos celulares involucrados en la vasooclusién durante el curso de la
enfermedad y analizar su implicaciéon en su fisiopatogenia.

METODOS
Pacientes y grupos de estudio

Se estudiaron 38 pacientes adultos con el diagnoéstico de AD atendidos en el
Instituto de Hematologia e Inmunologia (IHI): 26 del sexo femenino y 18 del sexo
masculino (edad media 48,4 afios), 20 en estado basal y 18 con CVOD
osteomioarticulares, abdominales y lumbares; y 20 individuos supuestamente
sanos donantes del Banco de Sangre del IHI, en un rango de edad y distribucién
por sexo similar al del grupo en estado basal.

Criterios de inclusion

Se incluyeron en el estudio aquellos pacientes con el diagndstico de AD que
acudieron al Cuerpo de Guardia del IHI y fueron ingresados con sintomas y signos
de CVOD de moderada a severa (definidas con el criterio de una puntuaciéon de 5 6
mas en la escala analdgica verbal de 0 a 10 y con 2 6 mas signos acompafantes
como llanto, quejidos, posiciones antalgicas y signos inflamatorios en la zona del
dolor), sin recibir otro tratamiento médico que la administracion de soluciones
hipoténicas antes del estudio; y pacientes en estado basal con ausencia de
manifestaciones clinicas y que no recibieron transfusiones en los 3 meses
anteriores, que asistieron a consulta médica en el IHI.

Criterios de exclusion

No se incluyeron en el estudio pacientes que presentaron signos de infeccion en el
momento de la CVOD y fiebre de 38 °C o ambos elementos, o que estaban
recibiendo alguna droga que provocara alteraciones del endotelio, como
hidroxiurea, glucocorticoides, otro inmunomodulador o algun antiinflamatorio no
esteroideo; ni pacientes con otros tipos de drepanocitosis (SC, SR) o con sindrome
toracico agudo.

Cuantificacion de leucocitos totales y porcentaje de neutrofilos y linfocitos

A un tubo de ensayo que contenia 200 mL de fosfato bipotasico se le afiadieron
200pL de sangre obtenida por puncién capilar que se colocé en el contador
hematolégico automatico GENIUS 20 (ltalia).

Citometria de flujo

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién de la vena antecubital y se
depositaron en tubos con EDTA al 10 %. Todas las muestras estudiadas, controles
normales y de pacientes con AD en estado basal y con CVOD, se les cuantifico la
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expresion de las moléculas de adhesién CD11a, CD18, CD49d, CD29, CD54 (ICAM-
1), CD62L (L-selectina), CD34 y CD106 (VCAM-1) en sangre periférica, con AcMo
especificos (SEROTEC, Inglaterra) mediante inmunofluorescencia indirecta por
citometria de flujo.****

Se incubaron 100 pL de sangre total con 10 pL de cada AcMo durante 30 min a 4
°C; posteriormente a cada tubo se afiadieron 10 puL de anti Ig de raton (fragmento
F(ab'), conjugado con ficoeritrina (DAKO, Dinamarca) y se incub6 durante 30 min a
4°C; los hematies fueron lisados con 1 mL de solucién lisante (Becton- Dickinson,
EE.UU.), las células fueron lavadas 2 veces con solucién balanceada de fosfato (PBS
pH 7,2) a 1500 rpm, se resuspendieron en 500 pL del mismo PBS y la lectura se
realizé en un citémetro de flujo FAC-Scan (Becton- Dickinson, EE.UU.), mediante la
adquisicion de 50 000 células en cada caso.

Por el mismo método, en cada muestra se cuantificaron los niveles de expresion de
CD3, CD19 y CD57 como controles positivos, y como control negativo se utilizé el
sobrenadante de hibridoma P3X63 de la subclase 1gG1 (donacion del Prof. Sanchez
Madrid, Servicio de Inmunologia del Hospital de la Princesa, Madrid, Espafa).

El analisis de los diferentes tipos celulares, CMN y neutrofilos, se realizo
considerando la ventana correspondiente en el grafico de puntos de adquisicion de
poblaciones celulares, para lo que se utilizé forward and side scatter (FSC vs. SSC).
Para el analisis de los marcadores no expresados en sangre periférica, como CD34
y CD106, se consider6 la ventana correspondiente a células endoteliales en sangre
periférica con muestra lisada (FSC vs. SSC), siguiendo las recomendaciones de la
Internacional Society for Hematotheraphy and Graft Engineering (ISHAGE). Los
datos de fluorescencia se obtuvieron en escala de log y fueron convertidos a escala
linear para su cuantificacion. La fluorescencia relativa especifica fue obtenida de la
compensacion del fondo linear de fluorescencia del control negativo del mieloma
P3X63. Los porcentajes de células positivas fueron calculados como el resultado de
sustraer el porcentaje del control negativo X63 del obtenido con cada marcador
especifico.

Estudio de la expresidn de las moléculas de adhesién VLA-4 y Lutheran(Lu)
en hematies

Los hematies fueron previamente separados en fraccion rica en reticulocitos y de
mayor densidad, mediante la técnica de Percoll.** Posteriormente, a ambas
fracciones se les cuantifico la expresion de las moléculas VLA-4 y Lu en la
membrana eritrocitaria utilizando AcMos especificos anti CD49d y anti Lu
(SERE)ZTEC, Inglaterra), mediante inmunofluorescencia indirecta por citometria de
flujo.

Técnica de Percoll para la separacidon de hematies por su densidad

En un tubo de 100mL se prepard un gradiente de densidad mezclando 35 mL de
Percoll (Pharmacia, Fine Chemicals, Uppsala, Sweden); 15 mL de Renografin 60;
0,5 mL de cloruro de sodio al 0,9 % y 28 mL de agua destilada. Posteriormente se
centrifugod la sangre a 1 000 x g (3 400 rpm) por 5 min y se eliminé el plasma.
Seguidamente se mezclé 1 mL de los hematies empaquetados con 10 mL de la
solucion de Percoll. Se transfirieron 5 mL de la mezcla a un tubo de cristal de 13 x
100 mm y se centrifugd a 35 000 x g durante 5 min a 4 °C. Al finalizar la
centrifugacion, se removieron para un tubo de ensayo las bandas de arriba
(consiste en 1-3 cm por encima del menisco) de la fraccién rica en reticulocitos, y
se lavaron 4 veces en solucién salina al 0,9 %. Los hematies mas densos se
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colectaron del fondo del tubo con la soluciéon de Percoll y recibieron igual
tratamiento. A partir de estas fracciones separadas se realizo el estudio de la
expresion de las moléculas de adhesién.

Para ello se incubaron 5 pL de sangre total diluida en 100 pL de PBS con 10 pL de
cada AcMo durante 30 min a 4 °C, se afadieron 10 pL de anti Ig de ratén
(Fragmento F(ab')2) conjugado con ficoeritrina (DAKO, Dinamarca) y se incubaron
durante 30 min a 4 °C; la muestra se lavé 2 veces con PBS y fue resuspendida en
500 uL de este. La lectura se realizé en un citdbmetro de flujo FAC-Scan (Becton-
Dickinson), mediante la adquisicion lenta o baja de hasta 50 000 células en cada
caso. Como control negativo se utilizaron las propias células del paciente que no
fueron marcadas con AcMo.

Para el analisis se considerod la zona o ventana en el gréafico de puntos
correspondiente a la adquisicion de hematies (FSC vs. SCC). Los datos de
fluorescencia se obtuvieron en escala de log y fueron convertidos a escala linear
para su cuantificacion. La fluorescencia relativa especifica fue obtenida por la
sustraccion del fondo linear de fluorescencia del control negativo. Los porcentajes
de células positivas fueron calculados como el resultado de sustraer el porcentaje
del control negativo del obtenido con cada marcador especifico.

RESULTADOS

Las CMN de los pacientes con AD en estado basal y con CYOD mostraron una
disminucion significativa (p<0,05) de la expresion de las moléculas LFA-1
(CD11a/CD18) y VLA-4 (CD49d/CD29), y un aumento de la molécula ICAM-1
(CD54) en relacion con los controles. Los enfermos en estado basal presentaron
también una disminucion de la expresién en CMN de la L-selectina. En los 2 estados
clinicos de la enfermedad se observaron diferencias significativas (p < 0,05) en el
aumento de la expresion en CMN de CD18 y la disminucién de la expresion de
CD29. En las CVOD también se observo una disminucion de los linfocitos T totales
CD3+ y un incremento de las células NK CD57+ (tabla 1).

Tabla 1. Expresion de moléculas de adhesion en células mononucleares de
controles normales, enfermos con anemia drepanocitica en estado basal y en crisis
vasooclusiva dolorosa (CVOD)

Conjuntos de diferenciacién (CD)
CD3 |CD19 | CD57 |CD1l1ia | CD18 | CD49d CD29 CD54 |CD62L

Cont
roles
nor

male

65,24+ 16,91 |29,39+ |93,28+ 93,73+ |60,85+ |40,52+17 |1,60* 25,08+
7,43 +6,43 13,95 (4,41 7,74 14,78 |,67 2,62 9,76

Enfe
rmo
SeN 62,26+ 073 37 65+ [81,44% 79,30+ 37,21+ 27,55+13 | 23F

esta + * * * - 10,79
do 10,79 6.96 17,71 16,35* |25,39* |26,19* |,85 -

basa

17,67+
12,48*
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Enfe

rmo 58,88+ (14,83 44,65+ 95,36+ (38,04+ in. 110,10

sen 10,82* |+  (18,18* 270'15 5,38%* |24,66* ig’gz**f +21,4 gg’ggi
cvo * 6,24 * ’ - * ' 7 '
D**

Los valores se expresan en media = DE.
* p< 0,05: cuando se compararon controles y enfermos en estado basal.
** p< 0,05: cuando se compararon controles y enfermos en CVOD.
*** p< 0;05: cuando se compararon ambos grupos de enfermos.

En los neutrdfilos de los pacientes en estado basal se observé una disminucion
significativa (p < 0,05) en la expresion de las moléculas LFA-1 y L-selectina en
relacidon con los sujetos sanos (tabla 2), no asi en los pacientes con CVOD, que
mostraron ademas un aumento significativo (p < 0,05) de la molécula ICAM-1
(tabla 2).

Entre los 2 estados de la enfermedad se observaron diferencias significativas (p <
0,05) en el aumento de la expresiéon en los neutréfilos de los pacientes con CVOD
de las moléculas LFA-1, ICAM-1 y L-selectina (tabla 2).

Tabla 2. Expresién de moléculas de adhesidn en neutrdfilos de controles nomnales, enferrnos con anernia
drepanocitica en estado basal v en crizsis vasoocluziva dolorosa (CWVOD)

Conjuntos de diferenciacidn (CD)

o 0k I Y chis CDdgad Ch29 CDSd CDeZL
Controles 92,47 +6,88 94,6945,09 11,184+12,09 S,044H2,09 1.,78+2,67 36,644+11,07
nomnales
Enferrnos en * * *
estado bazal | 74,12428,42 | 79,894+22.92 | 10,89+20,56 4,97411,84 2,77H35 8,7+£8,32
Enferrnos en Heokiak 97,37+4,16 17,93+28,40 | 24,73+£258,91 ok Hokiske Heokiak
CWOD 95,47 16,88 22,37434 48 53,34+ 2,86

Los valores ze expresan en media + DE,
* p< 0,05 auando se cormmpataron controles v erferrnos en estado bazal,
*##% n 0,05 osando se comnpararon controles v enferrnos en CWOD,
#*% 0 0,05 cuando se commpararon ambos grupos de erfermnos,

Al comparar la presencia en SP de los marcadores de activacion endotelial CD34 y
VCAM-1, normalmente ausentes en los leucocitos, se observé un incremento
significativo de ambos marcadores en los 2 grupos de enfermos, pero solo VCAM-1
fue significativamente superior en los pacientes con crisis en relacién con los
basales (tabla 3).
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Tabla 3, Expresion de las moléalas de adhesion CO34 ¢ WioAM-1 (CDA0E) en sangre periférica de controles nomnales,
enferrnos con anemia drepanocitica en estado basal v en crisis vasooclusiva dolorosa (CWOD)

Conjuntos de diferenciacidn [ZD)

CO 34 D105
Controles
natmnales 2,38 £2,99 2,81 +£1.81
Enfarmnos * *
en estado | 11,37 £13,57 4,25 £ 4,36
basal
Enferrnos *k Wk skekok
en CWoD 24,40 £+ 33,23 10,75 £10,38

Los valores se exprezan en media = DE,
* p< 0,05 cuando se compararon controles v enfermnos en estado basal,
## o= 0,05: quando se commpararon controles v enferrnos en CWOD,
##% po 0,05 cuando se compararon ambos groupos de erfermnas,

En la expresion de las moléculas de adhesiéon VLA-4 y Lu en hematies previamente
separados mediante la técnica de Percoll, en fraccién rica en reticulocitos y
hematies mas densos, se observo un aumento significativo de la molécula VLA-4
(cadena CD49d) en la fraccién rica en reticulocitos dentro del grupo de pacientes en
estado basal y de la molécula Lu en la fraccion rica en reticulocitos en ambos
grupos (p< 0,05). Sin embargo, al comparar estas moléculas entre ambos grupos
de enfermos, no se observaron diferencias significativas (tabla 4).

Tabla 4. Expresidn de las moléailas de adhesidn VLA-4 v Lutheran en hernaties de enfermnos
con anernia drepanocitica en estado basal v en crisis vasooclusiva [CWOD)

Conjuntos de diferenciacion (20

ch42d R chded O Lutheran R Lutheran D
Enferrmos en 145 +159%* ne3+062 % 42,91 £10,92 % 25,42 £10,25 *
estado basal
Enfermnos en 179 +2 3,72 6,98 40,79 £12 .52 F 22,06 £9,12 *
oD

Los walores se expresan en media £ DE.
* p= 0,05 mando se compararon la fraccion Ry D para cada CD.
F.: hernaties de la fraccidn rica en retioulocitos (rmenos densos).
O hermaties de la fraccion mas densa,

Las diferencias en la cuantificacion de los leucocitos totales y los valores relativos
de linfocitos y neutréfilos, entre los controles, el grupo en estado basal y el grupo
con CVOD, reflejaron incremento significativo de los leucocitos totales en ambos
grupos de pacientes en relacién con los controles y una neutrofilia significativa en
los pacientes con CVOD. Sin embargo, en el andlisis comparativo de los valores
absolutos de linfocitos y neutréfilos entre los 3 grupos estudiados, se observé un
incremento de los linfocitos en ambos grupos de enfermos en relacién con los
controles, sin diferencias entre ellos, y un incremento significativo de los neutroéfilos
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en ambos estados clinicos en relacién con los controles, y en los pacientes con
CVOD en relacion con los pacientes en estado basal.

DISCUSION

La oclusién vascular es el factor esencial en la morbilidad y mortalidad de los
enfermos con AD, lo cual se encuentra relacionado directamente con la
heterogeneidad o subpoblaciones de los hematies circulantes en estos enfermos. En
la actualidad, se ha corroborado por diferentes estudios moleculares que la
interaccion endotelio-eritrocito es mediada por moléculas de adhesion expresadas,
tanto en los hematies como en la membrana endotelial (fundamentalmente por la
interaccion VLA-4/ VCAM-1) y que existe un incremento de la expresion e induccion
de las moléculas que se expresan en la superficie eritrocitaria (VLA-4 y Lutheran) y
leucocitaria (ICAM-1), asi como en la membrana endotelial (VCAM-1, ICAM-1 y
CD34) de los enfermos con AD. **?° Aun cuando la oclusién vascular es la
consecuencia de la polimerizaciéon de la hemoglobina S, se han implicado otros
procesos que incluyen las interacciones entre hematies, leucocitos, proteinas
plasmaticas y componentes de la pared

vascular, lo que desencadena isquemia, dafio tisular e inflamacion en diferentes
tejidos y 6rganos. > 9%

Los enfermos con AD tienen frecuentemente leucocitosis, altos niveles de citocinas
circulantes y frecuentes infecciones.??*® En nuestro estudio se demostré un
aumento de los leucocitos totales en ambos grupos de enfermos, del porcentaje de
neutrofilos en los pacientes con CVOD en comparacion con los individuos sanos, asi
como de los valores absolutos de neutréfilos en los pacientes en estado basal, con
un aumento significativo en el grupo con CVOD. Esto se puede relacionar con la
reducciéon o ausencia de la funcién esplénica que deriva un aumento del niamero de
plaguetas y leucocitos, con el estado de inflamacion subyacente, los episodios
isquémicos subclinicos y la liberaciéon de citocinas debido a la continua vasooclusiéon
en tejidos periféricos que caracteriza a la enfermedad. Esto se ha corroborado por
otros autores que encontraron reactantes de fase aguda, como proteina C reactiva,
amilasa A sérica, factor sérico amiloide, fibrindgeno y leucotrieno C4, que provocan
una esger;lLJIacién constante de la medula 6sea, con incremento en la producciéon de
estos.

Al estudiar la expresiéon de las moléculas de adhesién, se observé que los pacientes
en crisis presentaron una disminucion de los linfocitos T totales, ya que muestran
valores de CD3 disminuidos en relacién con los individuos sanos, lo que se
corresponde con lo descrito por otros autores 3233

En ambos grupos de enfermos estudiados en relacién con el grupo control, se
observé una disminucion significativa en la expresion en las CMN de las moléculas
LFA-1 (cadena alfa CD11a) y VLA-4 (CD49d / CD29); una disminucidon de LFA-1 en
los neutrdfilos de los pacientes en estado basal y una disminucién de la expresiéon
de la molécula L-selectina en CMN y neutroéfilos de pacientes en estado basal, lo
gue se corresponde con lo anteriormente descrito.>3* Todo esto pudiera explicarse
por el hecho de que en los pacientes con AD se han descrito alteraciones variables
del sistema inmune celular, tanto cuantitativas como cualitativas, que demuestran
cierto grado de inmunodeficiencia,®* y la expresién disminuida de estas moléculas
de adhesioén pudiera ser otra manifestacion de inmunodeficiencia secundaria en una
enfermedad crénica debida a las infecciones recurrentes por el uso de terapia
transfusional inmunosupresora y las alteraciones de la inmunorregulacién
demostradas. >°
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En nuestro estudio se observaron diferencias significativas en la mayor expresion
de las moléculas LFA-1, L-selectina e ICAM-1 en los neutréfilos de los enfermos con
CVOD, lo que se corresponde con lo encontrado por otros autores en enfermos con
complicaciones, ?* en oposicién a otros que no encontraron incremento de la
molécula L-selectina en los neutréfilos durante las crisis.®” El aumento de la
expresion de la L-selectina en los neutréfilos de los enfermos con CVOD es de gran
interés para la comprension de la fisiopatogenia de las

crisis. Se conoce que en condiciones de éstasis eritrocitario, existe un efecto
proactivatorio de la L-selectina en la adhesién celular y una accidén sinérgica
fisiolégica de la IL-8 en la estimulaciéon de la expresiéon de esta molécula, lo que
favorece la adhesion celular y la migracién transendotelial.®® Ademas, la
estimulacién de la L-selectina favorece el rodamiento y reclutamiento de los
neutroéfilos y estimula la cadena respiratoria.®® Lo anterior es de gran interés porque
la molécula L-selectina se encuentra disminuida en los neutrofilos en estado basal
de acuerdo con nuestros resultados y los de otros autores,?’ y su incremento en las
CVOD asociado con la neutrofilia, indica la mayor activacion de estas células
durante los fendmenos de vasooclusion que hacen que conjuntamente con los
mecanismos mediados por los hematies, faciliten la oclusiéon vascular de estos
pacientes.>®38 Los PMN no inician la vasooclusién, pero contribuyen a que esta
culmine, ya que por su poder oxidativo destruyen las células endoteliales y exponen
la membrana basal lo que favorece la adhesién plaquetaria.® Los neutréfilos de
pacientes con AD son mas adherentes a la FN que los de los individuos normales,
los drepanocitos se adhieren a los PMN y provocan el estallido respiratorio y se han
observado PMN asociados con las células eritrocitarias, con plaquetas y con
trombos de fibrina, lo que ocasiona la oclusién de los sitios involucrados,  lo cual
es alin mas importante si consideramos que en experimentos realizados en ratas se
ha observado que el bloqueo de la union eritrocito-endotelio a través de la via de
interaccion VLA-4/VCAM-1 con AcMo anti VLA-4 a nivel endotelial, ha mostrado que
la FN es un contrarreceptor para la molécula VLA-4 eritrocitaria.® Lo anterior puede
sugerir interaccion de ambos tipos celulares, PMN activados y eritrocitos, durante el
fendmeno vasooclusivo que involucren a la molécula VLA-4 u otro receptor
relacionado.

Asociados con los niveles elevados de neutréfilos en las CVOD, en nuestro estudio
encontramos también niveles elevados de la molécula ICAM-1, lo que se
corresponde con lo referido por otros autores.® Esta molécula puede inducirse a
nivel del endotelio por el factor de crecimiento del endotelio vascular y otras
citocinas, y es responsable de la firme adhesion de estos en la transmigracion
endotelial, que favorece el reclutamiento leucocitario durante el proceso
inflamatorio en las CVOD.? La adhesion de reticulocitos al endotelio causa éstasis
leucocitario y cambios en el patron del flujo sanguineo, lo que favorece la adhesion
firme de los leucocitos al endotelio a través de sus contrarreceptores endoteliales
como ICAM-1.'8

El incremento de la molécula CD57 (marcador de las células NK) en las CVOD se
puede explicar por la respuesta del sistema inmune natural frente a un proceso
inflamatorio, asi como a la liberacién de INFy por linfocitos y células NK durante las
CVOD,? lo que provocaria un mecanismo de retroalimentacién positivo en el nUmero
de estas células. Esto, asociado con el porcentaje elevado de células NK que se
adhieren al endotelio, 3 el incremento de su capacidad de adhesién al ser
estimuladas por citocinas por las vias de interaccion LFA-1 y VLA-4, 394 ¢|
incremento de la expresién de ambas moléculas en estas células activadas, su
capacidad de adherirse a la FN y de agregar entre ellas por la via de la molécula
VLA-4, segun hemos demostrado,*? nos permite sugerir que este tipo celular esta
implicado en las CVOD, lo cual no ha sido referido anteriormente. La via de
interaccion fundamental de estas células con el endotelio es VLA-4/VCAM-1, la cual
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corresponde con la utilizada por los eritrocitos, lo que sugiere que exista interacciéon
entre ambos tipos celulares, de la misma forma que existe interaccion entre los
neutrofilos, monocitos y plaquetas con los eritrocitos durante las CVOD en el
mecanismo fisiopatoldgico de la AD.

El aumento de las moléculas ICAM-1 (CD54), CD34 y VCAM-1 (CD106) en las CMN
y sangre periférica de los pacientes en estado basal en relaciéon con los controles
sanos, demuestra la presencia de un estado de activacién leucocitario y endotelial
permanente determinado por la continua inflamacién subclinica existente en el
estado basal,**** y el incremento significativo de ICAM-1, CD34 y VCAM-1 en la
sangre periférica de los pacientes en crisis en relacion con los pacientes en estado
basal, reflejan la activacién de monocitos, linfocitos, neutréfilos y de células
endoteliales durante las CVOD, y la liberacion de estas ultimas a la periferia, como
se ha descrito por algunos autores.*4®

El incremento de la molécula VCAM-1 en ambos estados clinicos y su incremento
significativo en las CVOD, es de gran importancia si se considera que esta molécula
es indispensable en la progresion de las crisis en la unién con su contrarreceptor
VLA-4 en la membrana de los hematies y en la adherencia de los neutrdfilos,
linfocitos B, T y monocitos a la membrana endotelial activada en el proceso
inflamatorio provocado por la vasooclusién.® El incremento de la expresién de
VCAM-1 en el endotelio vascular de la retina se asocia con una infiltracion 20 veces
mayor de PMN en esta,® lo que contribuye a la retinopatia existente en estos
enfermos y cuyo conocimiento pudiera contribuir a la utilizacién de medidas
preventivas y terapéuticas teniendo en cuenta el desarrollo de nuevos
medicamentos que pueden disminuir esta adhesién. Recientemente se han descrito
variantes en el gen VCAM-1 y existen evidencias preliminares de que el alelo VCAM-
1 G1238C podria estar asociado con una menor posibilidad de derrame cerebral en
el paciente con AD, lo cual confirma que las variantes genéticas de VCAM-1 pueden
influir en el prondéstico de estos enfermos y quizas la cuantificacion de los efectos
acumulativos de todas las variantes de este locus permitan dilucidar la patogénesis
de eventos cerebrovasculares en la enfermedad. Esto nos permitiria identificar los
enfermos que requeririan tratamientos preventivos.*”*®

Nuestros resultados mostraron un incremento significativo de la molécula CD18 en
CMN de los pacientes con CVOD en relaciéon con los pacientes en estado basal, lo
que se puede explicar por la activacion de los monocitos en el fendbmeno
vasooclusivo. Esta afirmacién se basa en que no se encontré diferencia significativa
en la expresion en CMN de la cadena CD11a de la molécula LFA-1 entre pacientes
en estado basal y en CVOD; la cadena CD18 soo se expresa en las moléculas LFA-1
(que se expresa en linfocitos y monocitos), Mac-1 (CD11b/ CD18) y p150/95
(CD11c/ CD18) presentes en los monocitos; la poblacién celular seleccionada para
el andlisis por citometria de flujo (CMN) incluye a este tipo celular y el nimero de
células analizadas es suficiente para evaluar estos resultados. Los monocitos son
activados en la AD,y esta activacion puede ocurrir por un incremento de la
eritrofagocitosis de eritrocitos senescentes, por microparticulas eritrocitarias que
activan la respuesta inflamatoria, or la hemoglobina liberada de los hematies y
oxidantes derivados de grupos hemo, asi como por la accién de las citocinas.® Las
plaguetas se adhieren a los monocitos a través de la interaccion Gpllb/Illa
plaquetaria/ trombospondina.*®

Una expresion elevada de la molécula VLA-4 se ha observado en los precursores
eritroides de enfermos con hemoglobina SC y SS.%4%°%°1 E| incremento significativo
de la expresion de la molécula VLA-4 en la fraccion rica en reticulocitos dentro del
grupo de pacientes en estado basal, se debe a la presencia de esta en hematies
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mas inmaduros o menos densos, lo que concuerda con lo descrito por otros
autores.*?

El incremento de la expresion de la molécula Lu en la fraccion rica en reticulocitos
en ambos grupos de pacientes en estado basal y en crisis, también concuerda con
lo descrito por otros investigadores.***%° El significado de este incremento no ha
sido bien estudiado, aunque datos recientes muestran que en la AD, esta molécula
se une con VLA-4 y con aV integrinas, lo que sugiere que desempefia un importante
papel en la vasooclusion.'>*® Probablemente la mayor expresién de la molécula Lu,
receptor para la laminina en los hematies menos densos, esté relacionada con la
mayor participaciéon de estos en la adherencia de los eritrocitos al endotelio
vascular durante el fendmeno vasooclusivo.

Sin embargo, al comparar ambas moléculas entre los grupos de pacientes en
estado basal y con CVOD, no se observaron diferencias significativas, lo cual puede
deberse a que nuestro estudio se realizé en sangre periférica y no fue posible la
exacta cuantificacion de los reticulocitos que tienen una mayor expresion de estas
moléculas, pues estos se encuentran en su mayor parte atrapados a nivel de la
microcirculacion durante la CVOD. Otra posible explicacion seria que al separar por
gradiente de densidad con Percoll ambas fracciones de hematies; en la fraccion
méas densa quedaran reticulocitos, lo cual ha sido descrito por otros autores, *> y no
permitiria cuantificar una diferencia real de expresion entre ambos grupos. Sin
embargo, si se observoé un ligero incremento en la expresion de la molécula VLA-4
en ambas fracciones de los pacientes con CVOD en relacién con los basales.

Kaul y colaboradores han descrito que la adherencia de los hematies menos densos
inicia el proceso vasooclusivo pero las células mas densas son atrapadas
posteriormente en los sitios de adherencia de los reticulocitos. **>?

Otros autores han encontrado que la interaccion VLA-4 /VCAM-1 es responsable de
la interaccion in vitro de la adherencia de células densas y reticulocitos al endotelio
macrovascular y microvascular.*®>? Por lo tanto, se debe considerar que la fraccién
mas densa de hematies de pacientes en CVOD que expresan también VLA-4, no se
detectd en su totalidad en nuestro estudio en sangre periférica por encontrarse
también atrapados en la microcirculacion.

Es importante sefialar que los valores de los marcadores que reflejan
fundamentalmente activacion endotelial como ICAM-1, CD34 y VCAM-1, asi como la
expresion de VLA-4 en los hematies, mostraron diferencias interindividuales
marcadas que afectan las comparaciones estadisticas y los niveles de significacion
por la gran dispersion de las DE. Esto puede explicarse por el hecho de que la
expresion fenotipica en esta enfermedad varia entre pacientes y longitudinalmente
en un mismo paciente por la influencia de diferentes factores.?

En este estudio no se incluyeron enfermos que tuvieron signos de infeccion ni
infecciones en los 3 meses anteriores, por lo que los resultados obtenidos no tienen
como base fundamental las infecciones recurrentes o subclinicas que generan un
proceso inflamatorio secundario, sino la inflamacién vascular caracteristica de la
enfermedad por las alteraciones generadas por los drepanocitos. Un mecanismo
importante por el cual la inflamacién vascular contribuiria a las crisis vasooclusivas
es a través de una expresion elevada del factor tisular y la activaciéon del sistema
de la coagulacion. El factor tisular se encuentra elevado en las células endoteliales
circulantes de los pacientes con AD y es aiin mayor en los enfermos con CVOD.?®

Si se consideran una serie de factores asociados, como son: adherencia de los
eritrocitos a los grandes y pequefios vasos a través de las moléculas de adhesion
eritrocitarias, la liberacion y efectos de las citocinas en la activacion celular, los
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niveles elevados de factor tisular en las células activadas, la activacion del sistema
de la coagulacion, la activacion de linfocitos, monocitos, neutrofilos, células NK y
células endoteliales, la adherencia de plaquetas a neutroéfilos, monocitos y células
endoteliales de la misma forma que en el SCA, la inflamacién vascular con
destrucciéon endotelial, el dafio de los tejidos y el incremento del proceso
inflamatorio, podriamos considerar que en la AD existen multiples factores
asociados que provocan efectos polifuncionales en el fenébmeno vasooclusivo y la
fisiopatogenia de la enfermedad, donde las moléculas de adhesién reguladas por
diferentes citocinas tienen una importancia fundamental como via de comunicacién
entre diferentes tipos celulares. Estas observaciones nos llevan a reflexionar:
¢precede la inflamacion vascular a la vasooclusiéon o la vasooclusion con su
consecuente isquemia precede a la inflamacién? Quizas existen 2 diferentes vias
funcionales en la fisiopatogenia de la enfermedad que generan mecanismos de
retroalimentacion entre ambas (figura), con predominio de una u otra via en sus
diferentes estados, que por su estrecha interrelaciéon conformen un sistema de
activacion secuencial o en cascada.

i INFLAMACION VASCULAR OCLUSION VASCULAR
Liberacion de citocinas Interaccion eritrocito/endotelio
A — VLA-4/VCAM -1
4 CD36/trombospondina/CD36/VNR
Activacion endotelial €——— GPIIbllla/factor von Willebrand/VNR
A
Y
Incremento de adhesion
Plaquetas Leucocitos Eritrocitos
Activacidnde la » Isquemia
coagulacion <
¢ b
tfc:nngfn de < > Dafo endotelial

Fig. Vias funcionales de inflamacion y oclusion vascular en la fisiopatogenia de la Al

Por sus manifestaciones clinicas y el aumento de los marcadores séricos
caracteristicos de la inflamacién, como la proteina C reactiva y los niveles elevados
de las moléculas de adhesion endoteliales y sus manifestaciones en diferentes
tejidos y 6rganos, la AD puede considerarse una enfermedad sistémica y los
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conocimientos adquiridos sobre su fisiopatogenia en la que intervienen diversas
células hematopoyéticas y subpoblaciones celulares del sistema inmune, asi como
la accion de diversas citocinas y quimocinas, nos hacen plantear que en el orden
funcional es una enfermedad mucho mas compleja, y que durante las CVOD, puede
llegar a generarse una avalancha cito-hemato-inmunoldgica. Estas observaciones
abren nuevos caminos para una politerapia integrada y racional futura que permita
controlar los principales factores desencadenantes del proceso inflamatorio-oclusivo
vascular de la AD.
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