P ENCUENTRO
DE JOVENES
INVESTIGADORES

ANALISIS SEMICUANTITATIVO DE AGREGACION ERITROCITARIA EN
PACIENTES DIABETICOS PEDIATRICOS

Canetti, Virginia

Facultad de Ciencias Médicas
Directora: Reus, Veronica
Codirectora: Sosa, Monica

Area: Ciencias de la Salud

INTRODUCCION

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad metabdlica crénica caracterizada por un déficit
parcial o total de insulina, que produce como consecuencia una situacion de hiperglucemia.
La DM se presenta con numerosos parametros hemorreolégicos alterados. Entre éstos se
encuentran el hematocrito, los niveles de proteinas plasmaéticas, la agregacion eritrocitaria y
la deformabilidad de glébulos rojos. Cuando estas variables se alteran de forma tal que
producen un aumento en la viscosidad plasmatica y sanguinea, se genera una elevada
resistencia al flujo vascular, lo que incrementa las probabilidades de producir complicaciones
microvasculares que ocurren en la DM, tales como microangiopatia, nefropatia y retinopatia.

Puntualmente en este estudio se analiza la agregacion eritrocitaria, un parametro fundamental
en las propiedades reoldgicas de la sangre. Es un fenémeno fisiopatoldgico reversible en el
cual, in vivo e in vitro, en presencia de macromoléculas plasmaticas, se forman apilados
lineales de glébulos rojos como “pilas de monedas” conocidos como rouleaux. Esta
agregacion eritrocitaria depende del balance entre fuerzas agregantes y desagregantes. Entre
las primeras se encuentran la adsorcion de macromoléculas plasmaticas como el fibrinégeno
y la formacion de puentes intercelulares entre eritrocitos. Entre las segundas, las fuerzas de
cizallamiento mecanico, la repulsion electrostética, entre otros. La agregacion eritrocitaria
aumentada ocurre cuando este balance se rompe.

La agregacién excesiva es una caracteristica prominente en pacientes con diabéticos (Foresto
et al. 2009), sobre todo en aquellos con pobre control glucémico. Estos agregados no pueden
atravesar los capilares sanguineos, causando las complicaciones vasculares anteriormente
mencionadas.

La diabetes mellitus conlleva una importante carga social y econémica ya que el nimero de
pacientes afectados crece a un ritmo exponencial. En todo el mundo existen mas de 500.000
nifios y niflas con diabetes, el 90% de ellos sufre diabetes tipo 1. Se calcula que cada afio,
otros 86.000 nifios en el mundo desarrollaran este tipo de diabetes. (International Diabetes
Federation, 2015). Sin embargo, la diabetes tipo 2 también est4d comenzando a aumentar su
prevalencia, afectando de igual forma a los paises desarrollados y en vias de desarrollo, y se
esté convirtiendo en un problema de salud publica muy preocupante.

Si bien diversos estudios demuestran la presencia de alteraciones hemorreoldgicas en nifios
diabéticos (Linderkamp, Ruef, Zilow & Hoffmann, 1999), existen también resultados
contradictorios, por lo que se propone este estudio para colaborar en la interpretacion
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fisiopatoldgica de las alteraciones microvasculares en pacientes diabéticos. Ademas no se
han evidenciado aun estudios que caractericen el patron de agregacion eritrocitaria en estos
nifios, proporcionando datos objetivos mediante la microscopia, con los que se puede
interpretar eficientemente la informacién que aparece en las imagenes.

OBJETIVOS

Analizar y cuantificar la presencia y el patron de agregacion eritrocitaria en un grupo de nifios
con diabetes que asiste al Hospital de Nifios de Santa Fe “Dr. Orlando Alassia”. Obtener datos
bioguimicos en el marco del control y seguimiento que se soliciten en estos pacientes.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio descriptivo, transversal. Para caracterizar el patrén de agregacion
eritrocitaria se utilizaron muestras de sangre anticoaguladas con EDTA/Na2 de controles
rutinarios de 14 nifios entre 1 y 18 afios diabéticos tipo 1 (n= 11) y tipo 2 (n=3), sin ninguna
otra patologia. Las muestras de sangre fueron procesadas dentro de las 6 hs de su extraccion.
Se centrifugaron durante 5 minutos en microcentrifuga a temperatura ambiente. Se preparé
una dilucién de globulos rojos al 0,5% en plasma aut6logo y 30 pl de ésta se colocaron en un
portaobjetos excavado segun el protocolo de Fontana et al. Después de 5 minutos de reposo
se estudi6é la agregacién eritrocitaria por observaciéon microscopica de los agregados con
objetivo 40x y posterior captura de imagenes. Se registraron imagenes por quintuplicado y
fueron almacenadas en un archivo de computadora para ser analizadas digitalmente.

RESULTADOS

Las siguientes caracteristicas fueron evaluadas: edad 12,6 + 4,6 afios; tiempo de evolucién
de la enfermedad 32,8 + 22,2 meses; indice de masa corporal (IMC) 23,3 + 6,5; control
metabdlico correcto (hemoglobina glicosilada, HbAlc < 7,5%) 4 pacientes.

Se aplic6 un método de segmentacion y clasificacién de los agregados, coloreados en imagen
2 de acuerdo a su forma y tamafio: eritrocitos aislados (amarillo), agregados de 2-4 eritrocitos
(verde), rouleaux de = 5 eritrocitos (celeste), cluster o amas con forma esferoidal (violeta) y
amas con tendencia a red (rojo).

Segun el gréfico 1, los nifilos diabéticos pediatricos forman amas con tendencia a red,
irregulares, en mayor proporcién que clusters.

En cuanto a los valores bioquimicos obtenidos, los nifios diabéticos presentan valores de
glucemia en ayunas de 2,04 + 1,13 mg/dL; HbAlc de 8,95 + 2,91%; colesterol total 176,2 +
37,5 mg/dL y triglicéridos 155,14 + 151 mg/dL. El 71,4% de los pacientes diabéticos presenta
un mal control metabdlico, definido por una HbA1c = 7,5%.

Los nifios diabéticos presentan ya un trastorno marcado en la microcirculacién evidenciado
por un patron alterado de agregacion eritrocitaria (Imagen 1). Ademas se observa que se
genera un patréon de agregacion que difiere al que se presenta en adultos diabéticos.
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Imagen 2. Andlisis de la distribucién del tamafio de los agregados eritrocitarios
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Grafico 1. Distribucién en funcién del tamafio de la agregacion
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CONCLUSION

Los resultados de este estudio contribuyen asi a comprender las alteraciones hemorreoldgicas
en pacientes diabéticos pediatricos. Con este trabajo se logré identificar objetivamente el
patrén de agregacion eritrocitaria que presentan nifios diabéticos, mediante la obtencion de
imagenes microscopicas, lo que resulta en un aporte sustancial para futuras posibles
aplicaciones clinicas.

Este prototipo de analisis de imagenes microscapicas de agregados de eritrocitos proporciona
resultados satisfactorios, es rapido, eficiente y econémico, posibilitando su aplicacion clinica
e intervencion precoz en pacientes diabéticos.
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