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RESUMEN

Introduccion: El diagndstico precoz de la crisis vasoclusiva (CVO) que afecta a
pacientes con drepanocitosis resulta un tema no resuelto en la actualidad. No se
ha encontrado en la literatura evidencia de modelos que puedan establecer
tempranamente indices de riesgo de la CVO para la toma de una conducta
terapéutica oportuna en estos pacientes.

Objetivo: Establecer indices de riesgo en pacientes con drepanocitosis, a partir de
la formulacion de un modelo predictivo del estado vasoclusivo.

Métodos: A partir de un estudio analitico transversal de casos y controles, realizado
en el Centro Hematoldgico de Santiago de Cuba, se formulé a través de un analisis
discriminante, un modelo predictivo del estado de CVO. Se usaron estadigrafos de
dispersion (media y desviacion estandar) para el establecimiento de indices de
riesgo sustentados en él.

Resultados: Se formulé un modelo predictivo del estado de CVO que incluyo
biomarcadores del estado redox como predictores significativos en el paciente con

drepanocitosis. El modelo sustentd los indices de riesgo, estratificados en 3
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categorias (riesgo menor, moderado y mayor) que fueron asignados a los pacientes
y posibilitd su adecuada clasificacion.

Conclusiones: El diseno de un modelo predictivo de CVO y el establecimiento de
indices de riesgo en pacientes con drepanocitosis permitid una mejor evaluacion.
La nueva herramienta diagndstica que se propone resultaria de gran utilidad en los
servicios de Hematologia, al facilitar una mejor valoracion del estado del paciente
con drepanocitosis y un tratamiento profilactico oportuno que minimice las
complicaciones asociadas a este estado.

Palabras clave: drepanocitosis; crisis vasoclusiva; modelo predictivo; estado

redox; biomarcadores

ABSTRACT

Introduction: The early diagnosis of vasooclusive crisis affecting sickle cell
patients is currently an unresolved issue. In the reviewed literature no models have
been found able to establish early risk indices of vasooclusive crisis for taking a
timely therapeutic behavior in these patients.

Objective: To establish risk indices in sickle cell patients based on the formulation
of a predictive model of vasoocclusive state.

Methods: Based on a cross-sectional case-control analytic study conducted at the
Hematological Center of Santiago de Cuba, a predictive model of VOC status was
formulated through a discriminant analysis. Dispersion statistics (mean and
standard deviation) were used to establish risk indices based on it.

Results: A predictive model of the state of VOC that included biomarkers of the
redox state as significant predictors of it in sickle cell patients was formulated. The
model supported the risk indices, stratified into 3 categories (lower, moderate and
higher risk) that were assigned to the patients and allowed an adequate
classification of them.

Conclusions: The design of a predictive model of VOC and the establishment of risk
indices in sickle cell patients allowed a better evaluation of them. The new

diagnostic tool proposed in the study would be very useful in the Hematology
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services, by facilitating a better assessment of the sickle cell patient's condition
and a timely prophylactic treatment that minimizes the complications associated
with this state.

Keywords: sickle cell; vasoocclusive crisis; predictive model; redox state;

biomarkers
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Introduccion

La drepanocitosis es una hemoglobinopatia de alta prevalencia mundial. La entidad
esta asociada con enfermedad cerebrovascular, hemdlisis, crisis vasoclusiva
(CVO), hipertension pulmonar, entre otras.("? Junto al mecanismo clasico
(falciformacién-vasoclusion) se conoce que la hemdlisis de los drepanocitos
produce una importante disfuncion endotelial por multiples mecanismos que
incluyen aumento de la hemoglobina libre, desregulacion del metabolismo de la
arginina, aumento del estrés oxidativo, disminucion local de 6xido nitrico, liberacion
de mediadores inflamatorios (interleukina 1, bradikinina, histamina y sustancia P,
asi como prostaglandina E2 e 12).4)

Se conoce que la hiperproduccion de especies reactivas de oxigeno (EROs) y de
nitrogeno (ENOs) forma parte de su fisiopatologia e inducen un estado de estrés
oxidativo que se asocia con disfuncion endotelial y dano tisular. Higuera y col
evaluaron algunos biomarcadores de estrés oxidativo y su asociacion con la
gravedad clinica y encontraron un aumento significativo de sustancias reactivas al
acido tiobarbitdrico (TBARS) en los pacientes HbSS con fenotipo grave.®

El estado de CVO se diagnostica tardiamente debido a que los pacientes acuden a
los servicios de urgencia, cuando el daino se hace evidente a través de las

manifestaciones clinicas. Por lo que los especialistas carecen de una herramienta
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diagndstica que les permita sequir la evolucion de estos pacientes en periodos de
estabilidad y detectar tempranamente el incremento del riesgo hacia la CVO. La
aplicaciéon en medicina de screening combinados enfocados a la prediccion de
diversos estados patoldgicos es un hecho en la actualidad.67)

Entre los métodos utilizados con este fin, el analisis discriminante, es definido
como " una técnica estadistica multivariante cuya finalidad es analizar si existen
diferencias significativas entre grupos de objetos respecto a un conjunto de
variables medidas sobre los mismos para, en el caso de que existan, explicar en
qué sentido se dan y facilitar procedimientos de clasificacion sistematica de
nuevas observaciones de origen desconocido en uno de los grupos analizados".®
El proposito basico del analisis discriminante es identificar el grupo de pertenencia
de un sujeto a partir de la estimacion de la relacion entre una Unica variable
dependiente no métrica (categorica) que suele ser dicotomica y un conjunto de

variables independientes cuantitativas métricas, en esta forma general (ecuacion

1):

Y, =X, +X, + X5 + Xy (1)
(no métrica) (métricas)

El analisis implica obtener un valor tedrico, es decir, una combinacion lineal de dos
o mas variables independientes que mejor discriminen entre los grupos definidos
a priori. La combinacion lineal para el analisis discriminante, también conocida
como funcidén discriminante, se deriva de la ecuacion (2) que adopta la siguiente

forma, para el caso de dos grupos:
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Dy = a+ WiXyp + WoXp + WaXgy + -+ Wo Ky  (2)

Donde:

D;.= puntuacion D discriminante de la funcién discriminante para el objeto k&
a=constante

W= ponderacion discriminante para la variable independiente i

X ;.= variable independiente i para el objeto k

En la anemia drepanocitica, se desconoce la existencia de modelos matematicos
que establezcan el estado riesgo de estos pacientes hacia el estado de CVO. La
experiencia obtenida de etapas previas de la investigacion, con la caracterizacion
de los estados asintomaticos y de CVO a partir de resultados del perfil lipidico y
estado redox en una muestra de pacientes, justifica el estudio actual.

El objetivo del estudio consistid en establecer indices de riesgo en pacientes con
drepanocitosis, a partir de la formulacion de un modelo predictivo del estado

vasoclusivo.

Meétodos

Se realiz6 un estudio analitico transversal, en el Laboratorio de Ciencias Basicas
Biomédicas (LCBB) de la Universidad de Ciencias Médicas en Santiago de Cuba, en
pacientes con drepanocitosis en estados asintomatico y de CVO, atendidos en el
Centro Hematoldgico del Hospital Clinico Quirdrgico “Juan Bruno Zayas Alfonso”
de Santiago de Cuba, durante el periodo de mayo-septiembre de 2021.

El criterio de inclusion considero a un total de 76 pacientes con drepanocitosis; los
que acudian a la consulta (estado asintomatico) y al servicio de urgencias con
sintomatologia propia del estado vasoclusivo. Resultaron excluidos aquellos
pacientes que padecian de neuropatias, cardiopatias y nefropatias, los cuales

podrian contribuir a un sesgo en la investigacion.
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Serecogio, bajo la autorizacion del comité de ética y consejo cientifico del hospital,
el consentimiento informado de los participantes, cumpliéndose estrictamente los
principios éticos establecidos en las normas relacionadas con el manejo de
informacion médica. De igual modo, se aplicaron los parametros que determinan el
reglamento ético interno del citado hospital. Los datos de identificacion de los
pacientes fueron anénimos, siguiendo los principios éticos de la investigacion
cientifica con seres humanos. Una entrevista estructurada incluyé sus datos
generales, habitos alimentarios-nutricionales, toxicos y aspectos clinicos.

En una primera etapa del estudio se realizé una caracterizacion de la poblacion de
estudio atendiendo al perfil lipidico y el estado redox.®® En ese momento, mediante
un analisis univariado resultaron variables de interés, en cuanto a la diferenciacion
de ambos grupos de estudio, los triacilglicéridos y HDL-colesterol, asi como
malonildialdehido (MDA) como indicador de dafo oxidativo a lipidos y el glutatién
reducido (GSH) y la catalasa (CAT), expresando respuesta antioxidante en los
pacientes. A partir de los resultados obtenidos, se procedio en la presente etapa a
la formulacion del modelo predictivo e indices de riesgo del estado de CVO segun

se describe:

Métodos y procedimientos

Se consideraron las variables clinicas y de interés especifico, a partir de entrevistas
e historias clinicas de los pacientes. La seleccion estuvo basada en factores de
riesgo de CVO y biomarcadores asociados a dicha entidad, a partir de una
exhaustiva revision bibliografica. Los datos recolectados quedaron plasmados en
una base de datos en el programa SPSS (V 21,0), que fue actualizada
sistematicamente.

En todos los contrastes de hipotesis realizados con técnicas estadisticas se acepto
la existencia de significacion estadistica para una confianza superior al 95 % (p<
0,05). El analisis estadistico de los datos fue realizado con el programa informatico

SPSS versioén 21,0 (GNU General PublicLicense, Free Software Fundation).
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Formulacion del modelo predictivo
El procedimiento establecido en este trabajo se sustenté en la explicacion
detallada ofrecida por Torrado('9 para su desarrollo por el programa SPSS segun:
1. Seleccion de las variables dependientes e independientes:
En el analisis discriminante, la variable dependiente (presencia o no de CVO0), es
una variable categorica (dicotomica) que quedé explicada a través de las variables
independientes (clinicas y bioquimicas), partiendo de los hallazgos reconocidos en
la literatura para esta entidad.
2. Hipotesis del analisis:
Para asegurar la factibilidad del método de clasificacion fueron inicialmente
analizados los supuestos de normalidad multivariante, homocedasticidad
multivariante y ausencia de multicolinealidad entre variables independientes.
3. Estimacion de la funcion discriminante y valoracion del ajuste global:
El método seleccionado para la estimacion de la funcién fue stepwise (estimacion
“paso a paso"), el que permitid ir introduciendo las variables clasificadoras (desde
la mas significativa), hasta que se cumplié el criterio de detencién. (9 Solo se
incluyeron aquellas variables independientes que superaron ciertos niveles
minimos de poder explicativo segun el estadigrafo Lambda de Wilks, asumiendo el
ofrecido en el programa de un valor de F=3,84 (para entrar) y F= 2,71 (para salir).
Como medida de bondad de ajuste para explicar la capacidad explicativa de la
funcién discriminante se uso la raiz cuadrada del “coeficiente eta cuadrado (n2) o
coeficiente de correlacion candnica". La evaluacion de las diferencias entre grupos
sobre las funciones discriminantes se determino a partir de la comparacion de los
centroides (puntuacion D discriminante media para los pacientes del grupo). La
precision en la prediccion se determino por medio de matrices de clasificacion, que
incluyo la proporcion de aciertos y fallos, estableciendo el porciento de casos

agrupados correctamente clasificados.

Elaboracion de indices de riesgo de CVO
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El conocimiento de los valores de media de las puntuaciones discriminantes
arrojadas por los pacientes de cada grupo proporciond la elaboracion de los indices
de riesgo que se proponen, partiendo de la siguiente metodologia:

1) Se calcularon las 3 desviaciones estandar (SD) alrededor de la media (x; y) de
cada grupo, para descartar la presencia de solapamiento entre ellos, que pudiera
interferir en la estratificacion de los indices.

2) Serealiz6 un ajuste de la metodologia tradicional que ofrece el método, para este
tipo de analisis en dos grupos, (V) se particionaron las distribuciones para tres
categorias, calculando dos puntos de corte de manera que delimitaran tres zonas
de riesgo equivalentes en amplitud.

3) Se establecieron tres zonas de riesgo de CVO: La primera zona (de menor valor)
corresponderia a la categoria de riesgo menor; seguida de la zona intermedia o de
riesgo moderado y luego la de mayor valor para la categoria de riesgo mayor,

siendo esta ultima la de mayor asociacion con la ocurrencia de CVO.

Resultados

Un total de 76 pacientes con drepanocitosis fueron analizados mediante el uso de
la estadistica multivariada. El empleo del analisis discriminante proporciono la
formulacion del modelo predictivo del estado de CVO, arribando a los siguientes

resultados:

Modelo predictivo de CVO

El método “paso a paso” permitid incluir las variables independientes, una a una,
segun su capacidad discriminatoria. Una vez estimadas las funciones, se valor¢ el
ajuste global del modelo segun el valor que toman los estadigrafos que se
muestran en Tabla 1. Como se observa, las variables que resultaron incluidas en la

funcion acorde al valor Lambda de Wilks, fueron el MDA y el GSH.
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Tabla 1 - Variables introducidas en la funcion discriminante acorde al F exacto

Pas Variables Lambda de Wilks

Estadistica df1 df df3 F Exacto

Estadistica df1 df2

Sig.

1 MDA 0,284 1 1 74,000 186,743 1 74,000

0,00

2 GSH 0,244 2 1 74,000 112,799 2 73,000

0,00

Como otra medida de evaluacion de la bondad de ajuste de la funcion se utiliza el
eta cuadrado (n?), coeficiente de determinacion obtenido al realizar la regresion
entre la variable dicotomica, que indica la pertenencia al grupo y las puntuaciones
discriminantes (Tabla 2). El elevado autovalor (4,21) indica la proporcion de
varianza total explicada por la funcién discriminante, por lo que muestra cuan
eficaz sera el analisis para clasificar a los pacientes (alto poder discriminante de la
funcion). El valor de la correlacién candnica indico la adecuada pertenencia de los

mismos a los grupos conformados a priori al mostrar un 89,9%.

Tabla 2. Bondad de ajuste del modelo

Funcién Autovalor % de varianza % acumulado Correlacion

canonica

Dimension 1 ‘ 4,216 100,0 100,0 0,899

Los centroides, como punto medio de la distribucion de las puntuaciones
individuales de los grupos, resumen la mejor clasificacion. En la funcion
discriminante resultante, los centroides de los grupos, mostraron valores distantes
entre pacientes fuera de crisis (-1,418) y en crisis (2,894), que denota la excelente
capacidad discriminante de la funcion.

Los resultados del proceso de clasificacion se presentan de forma matricial (matriz
de clasificacion) (Tabla 3). Los elementos de la diagonal de la matriz representan

el numero de pacientes originalmente agrupados que resultaron correctamente
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clasificados (100 %), lo que brinda una evidencia de la robustez del modelo que se

propone en funcion de la clasificacion de los pacientes.

Tabla 3.Matriz de clasificacion?

Clasificacion Prediccion de grupos Total
Paciente fuera de Paciente en
crisis crisis
Original n Paciente fuera de crisis 50 1 51
Paciente en crisis 2 23 25
% Paciente fuera de crisis 98,0 2,0 100,0
Paciente en crisis 8,0 92,0 100,0

a. 100% de los casos agrupados originalmente clasificados correctamente

El analisis discriminante identificé 2 de los 7 parametros como discriminadores
significativos del estado de CVO (p < 0,001): MDA y GSH. La funcion discriminante

canonica obtenida fue la siguiente:

D = —-1,378 - 0,640(GSH) + 0,439(MDA)
donde: GSH: glutation reducido y MDA: malonildialdehido

Para brindar una clasificacion estratificada en tres categorias de riesgo para esta
condicion (menor, moderado y mayor), se procedio al calculo de indices de riesgo,

con el siguiente resultado:

indices de riesgo de CVO sustentados en el modelo predictivo
Los valores medios de cada poblacion posibilitaron que se establecieran los
indices de riesgo de CVO, para lo cual se calcularon dos puntos de corte (PC1 =
0,019 y PC2 = 1,456), a partir de su amplitud, quedando delimitada cada zona de
riesgo de la siguiente manera:
D < 0,019 - Riesgo menor
D €[0,019; 1,456] - Riesgo moderado
D > 1,456 - Riesgo mayor
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Los indices expuestos ofrecen una ponderacion del estado de riesgo de los
pacientes, y brindan una aproximacion al estado de salud real de estos. En la figura
1 se refleja la distribucion de riesgos en los pacientes a partir de los indices
obtenidos. Se muestra que a medida que aumenta el riesgo se incrementa el
porcentaje de dicho evento, donde el 99 % de los casos de PE fueron clasificados
con riesgo mayor, al mostrar un D>1,456. El resto de los casos clasificaron en la

categoria de riesgo menor, asignando solo 1 paciente a la categoria de riesgo

moderado.
A B C D
43 | 1 2.31095 2
44 0 -1.92005 0
45 1 428191 2
46 0 -1.21435 0
47 0 -2.40634 0
48 1 3.16275 2
49 1 3.77503 2
50 1 1.45869 2
51 0 -0.598 0
52 1 2.8375 2
53 0 -2.32062 0
54 1 1.90314 2
55 1 321953 2
56 1 3.39708 2
57 1 1.44059 1
58 1 3.04039 2
59 1 223766 2
60 1 1.69663 2
61 1 2.56495 2
62 0  0.72201 0
63 0 -0.25986 0
64 0  0.38748 0
65 0 045873 0
66 0 0.0948 0
67 1 512648 2
68 1 598032 2
69 1 1.61611 2
70 0 -0.85042 0
71 1 275698 2
72 1 282823 2

11
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Columna A: Clasificacién por el especialista (0- paciente asintomatico y 1- paciente en CVO). Columna B: indice ofrecido
por el modelo. Columna C: Clasificacion seguin indices de riesgo propuestos (0: riesgo menor; 1: riesgo moderado y 2:

riesgo mayor). Los nimeros en rojo se corresponden con la clasificacion en riesgo moderado y mayor en pacientes.

Fig. 1- Clasificacion de pacientes a partir de los indices de riesgo de CVO calculados.

Discusion

El modelo predictivo del estado de CVO en pacientes con drepanocitosis considero
como variables de interés al GSH y el MDA, al ser las que mantuvieron su
significacion estadistica durante la clasificacion en los grupos analizados. Estas
variables, que ya habian mostrado su valor diagndstico desde la estadistica
univariada, lo reafirman a través de este tipo de analisis de mayor complejidad.
Lainclusion del MDA en la funcion, con su elevado coeficiente, revela su importante
papel en la diferenciacion entre grupos. Su influencia en el estado de CVO ha
resultado un tema discutido en algunos estudios donde el proceso de peroxidacion
lipidica esta intimamente ligado a su ocurrencia, por activacion de diferentes
mecanismos moleculares involucrados.('213)La dislipidemia que acompafia a estos
pacientes en el transito hacia la CVO constituye una importante fuente generadora
de EO (sustrato oxidante) logrando superar, estas especies, la capacidad
antioxidante y favoreciendo la peroxidacion lipidica. A nivel endotelial existe un
importante comprometimiento de la peroxidacion lipidica, activada por diferentes
mecanismos. La disminucion de la biodisponibilidad de ON, con una generacion
ascendente de ERO como 0?- y ONOO a este nivel, condiciona una reaccion en
cadena donde la peroxidacion lipidica se incrementa en el tiempo vy, junto a ella,
las concentraciones de MDA.

En el caso particular del GSH, los estadigrafos obtenidos del analisis brindaron
informacion satisfactoria sobre su elevado poder clasificatorio a través de la
funcion obtenida. El valor negativo y elevado de su coeficiente se corresponde con
la disminucidon de su concentracion en el suero de pacientes afectados. Esta

condicion contribuye a reforzar la teoria de la depresion del sistema antioxidante
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para neutralizar a algunas especies reactivas de oxigeno, como el radical 0?- y
H20,, con un gran comprometimiento en la fisiopatologia de la drepanocitemia.

En el analisis, el estadigrafo Lambda de Wilks, que expresa la variabilidad total no
debida a la diferencia entre grupos, permitio contrastar la hipotesis nula de que las
medias multivariantes de los grupos son iguales, asegurando que la matriz de
covarianza es una buena representacion de las variables que contribuyen a la
discriminacion de los grupos. En Cuba, un estudio realizado por Coronados en el
servicio de rehabilitacion muestra un valor de 0,134 para este estadigrafo como
evidencia del poder discriminante de su funcion, valor similar al obtenido en el
estudio. (" Igualmente, es superada la discriminacion entre los grupos en el
presente estudio a partir del valor de los centroides, donde el modelo propuesto
muestra una apreciable distancia para los grupos definidos a priori.

Por su parte, el ajuste global del modelo quedd confirmado mediante el estadigrafo
eta cuadrado(n2), coeficiente de determinacion obtenido de la regresion entre la
variable dicotomica y las puntuaciones discriminantes. Este mostré un valor
elevado de vector propio, indicando cuan eficaz fue el analisis para clasificar a los
pacientes y, por tanto, el alto poder discriminante de la funcién. Quedé confirmado
este aspecto, ademas, por la matriz de clasificacion, que revelo un 100% de acierto
en los casos clasificados a priori. Ademas, el elevado valor de la correlacion
canonica indico la adecuada pertenencia de los pacientes a los grupos
conformados a priori. De esta manera qued6 asegurado el ajuste global de la
funcion resultante, dando una muestra del poder clasificatorio de las variables que
la conforman.

Debido a la inexistencia de un modelo similar para esta condicion, no fue posible
establecer comparaciones en cuanto a las variables clasificatorias con la de otras
investigaciones. La justificacion de los hallazgos se sustentd en la revision de la
bibliografia especializada sobre el tema. Un estudio relacionado a la tematica fue
el de Malihe y col,('® quienes emplean el anélisis discriminante longitudinal para
obtener predictores de pre-eclampsia partir de perfiles de hemoglobina por cada

trimestre de gestacion, obteniendo un mejor resultado en el segundo trimestre.

13

fec Esta obra esta bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




7 S,?L'!'EB“ Revista Cubana de Hematologia, Inmunologia y Hemoterapia. 2024; 40:e1819

El ser estos los biomarcadores de eleccion en la funcion resultante, denota su
potencia estadistica como discriminantes. De manera general fue muy importante

la consistencia mostrada por el modelo que evidencia su valor diagnéstico.

indices de riesgo de CVO

Resultdé muy favorable para el estudio el resultado mostrado por el modelo en
relacion a la discriminacion de los grupos, hecho que favorecio la estratificaciéon de
los estados de riesgo propuestos con un mayor nivel de precision, posibilitando un
diagndstico evolutivo del riesgo de CVO en tres categorias. Los indices de riesgo
de CVO calculados asignaron a cada paciente una clasificacion, que en el estudio
estuvo acorde con su estado real de salud. Considerando estos resultados, se
muestra una excelente relacion entre los casos observados y esperados en todos
los niveles de riesgo, evidenciando el valor practico del modelo que se propone.

El hecho de haber obtenido una medida del riesgo hacia la CVO que presentan los
pacientes aquejados de anemia drepanocitica, constituye una posible herramienta
diagnostica de valor durante su seguimiento, acompanada de una adecuada
valoracion clinica. El empleo de la misma en los servicios de hematologia
contribuiria a la mejora de la atencion médica y de la calidad de vida de estos
pacientes.

En conclusion, se formulo un modelo predictivo del estado de CVO en la anemia
drepanocitica, que incluye biomarcadores del estrés oxidativo, como predictores
significativos. El modelo sustentd los indices predictivos propuestos, que
determinan y estratifican el riesgo de la CVO en tres categorias. Queda
justificado con estos resultados el valor de la evaluacion de estos biomarcadores
en el paciente drepanocitico, con vista a brindar un mejor seguimiento. Etapas
posteriores de la investigacion estaran dirigidas a la implementacion en el servicio
de hematologia de ambos aportes, a partir del disefio de un sistema computarizado
de apoyo al diagndstico, que permita materializar estos resultados y minimizar el
riesgo y frecuencia de estas complicaciones en los pacientes con el uso oportuno

de la terapéutica adecuada.
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