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Estudio de los mecanismos implicados en la inhibicién de la drepanocitosis
por accion de la vainillina y los 1-O-alquilglicelores sintéticos

BIOFISICA MEDICA .
Sintesis

SINTESIS

La Drepanocitemia es una anemia hemolitica hereditaria de alta prevalencia y, aungque se han estudiado
una serie de compuestos quimicos con efectos inhibitorios sobre la formacion de polimeros de
hemoglobina S (HbS) y la transformacion drepanocitica, aln no cuenta con un tratamiento efectivo. El
trabajo presenta los resultados principales relacionados con los mecanismos implicados en la accion de
la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos sobre la falciformacion de eritrocitos procedentes de
enfermos con drepanocitemia. EI empleo de técnicas de Relajacion Magnética Protdnica, Cromatografia
Liquida, Espectrofotometria y Microscopia Electronica, permiti6 demostrar que la vainillina reacciona
covalentemente con la HbS, modifica el patrén electroforético, forma un complejo estable con un tiempo
de vida medio de cuatro horas e incrementa el tiempo de demora de la polimerizacion de la HbS; asi
como la tendencia a la recuperacion de la forma biconcava discoidal de los eritrocitos sin incremento de
la hemolisis por accion de la vainillina y los alquilgliceroles. Se confirma, por primera vez en Cuba, que
los enfermos con drepanocitemia presentan un deshalance redox. Por otra parte, aporta conocimientos
tedricos y metodoldgicos que pueden resultar potencialmente beneficiosos en el enfoque clinico de esta

patologia para una reduccion del incremento de la morbi-mortalidad asociada.
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INTRODUCCION

La drepanocitemia, hemoglobinopatia de alta prevalencia mundial, es una anemia hemolitica hereditaria
autosdmica recesiva que solo se expresa en combinacion homocigética. Esta bien documentado que
ésta se origina por una mutacion puntual del gen que codifica para la cadena 8 de la hemoglobina (Hb).
Como resultado se expresa la sustitucion del resto de aminoacido glutamico (Glu) por valina (Val) en la
posicion seis 6 de la B-globina que caracteriza a la hemoglobina S (HbS).2-3 Cuando se produce una
disminucion de la presion parcial de oxigeno (pO>) los eritrocitos en circulacion periférica adoptan forma
de hoz o media luna, debido a la formacion de polimeros de las moléculas de desoxiHbS (dHbS).2 Este
evento molecular es el responsable de las manifestaciones clinicas y hematologicas que suelen
presentar los enfermos con este tipo de anemia. Entre éstas se destacan las crisis vaso oclusivas

(CVO) y la anemia hemolitica cronica que cursan con dolor severo y dafio multiorganico.46

La prevalencia de esta patologia depende de las caracteristicas genéticas, de las condiciones
ambientales, del nivel de salud publica y social, asi como de los patrones matrimoniales.6” En Cuba,
debido a la alta prevalencia, constituye un problema de salud publica importante. El 3,1 % de la
poblacion general es portadora del gen de la HbS;® con una marcada incidencia en las provincias
orientales cuyas cifras oscilan entre el 5,59-10,60 %; mientras que en las provincias occidentales se
sitlia entre el 2,12- 3,04 %.810 En individuos de origen africano negroide y en poblaciones negras de
Africa la prevalencia del gen BS oscila desde 0 hasta 40 %. En Estados Unidos aproximadamente el 8 %
de los afroamericanos porta la mutacion y la frecuencia de SS respecto a la poblacion norteamericana
es de 1:650, cerca de 50 000 individuos. Por el contrario, existe baja incidencia en paises de América

Latina y el Caribe, entre otros.11-13

En la mayoria de los paises el pronostico de vida para los enfermos con drepanocitemia continlia
siendo bajo. Por el contrario, en Cuba la implantacién del Programa Nacional de Prevencion de la
Drepanocitemia facilita un diagnostico mas objetivo, asi como la atencion asistencial y terapéutica. Este

programa ha contribuido a incrementar la perspectiva y calidad de vida de estos enfermos.14.15
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No obstante, a pesar que la drepanocitemia se conoce hace mas de cuatro siglos, la posibilidad de
contar con un tratamiento efectivo sigue siendo una aspiracion en el campo médico-farmacéutico. Es
por ello que la busqueda de compuestos que inhiban la formacion de polimeros de la dHbS, constituye

una importante linea de investigacion.

Entre los compuestos que estan siendo estudiados se destacan los aldehidos aromaéticos y los
1-O-alquilgliceroles. Los aldehidos aromaticos constituyen un grupo de compuestos organicos
caracterizados por la presencia del doble enlace carbono oxigeno polarizado y los 1-O-alquilgliceroles

son una familia de compuestos caracterizados por una funcion éter en el carbono uno del glicerol. 16

El aldehido aromatico 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (vainillina), presente en la vaina de la Vanilla
planifolia, fue sintetizado a partir del guayacol por Reimer en 1874.17-1% La esencia de vainilla s un
aromatizante ampliamente utilizado en pequefias cantidades en la produccion de alimentos, bebidas y
preparados galénicos, como correctivo de sabor y olor.28 Fue admitida por la Food Chemical News
Guide (1990) como una sustancia sintética aromatizante (Synthetic flavoring substances and adjuvants,

par.182.60) y reconocido su uso como alimento por la Food and Drug Administration (FDA).19

Estudios realizados sobre el potencial bio-antimutagénico frente a la 1-6xido-4-nitroquinolina (4-NQO),
en la cepa de Escherichia coli WP2s, demostraron una potente actividad antimutagénica de la
vainillina.20 La misma disminuyo la frecuencia de la mutacion inducida mostrando una fuerte actividad
antimutagénica en comparacion con sus isomeros.?0 Este hallazgo sugirié que el radical aldehido es
esencial para la actividad. En general los metoxiderivados fueron mas efectivos que los etoxiderivados;
el radical metoxi en posicion orto 0 meta potencié la actividad bio-antimutagénica, aunque este efecto

no fue cuantificado.20.2

En 1977 Zaugg informo que la vainillina se enlaza a la Hb mediante una adicion nucleofilica con lo cual
provoca un desplazamiento de la curva de disociacion de oxigeno hacia la izquierda.2? Por otra parte,
Abraham en 1991 informd, que la vainillina no afecta el contenido acuoso e i6nico de la célula,

considerandola como un posible candidato a evaluar en el tratamiento de la drepanocitemia.?
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Los 1-O-alquilgliceroles fueron aislados por primera vez por Tsujimoto y Toyama en 1921 del aceite de
higado de peces.* Posteriormente fueron reconocidos en diferentes fuentes, principalmente de origen
marino.2527 Los efectos farmacoldgicos estudiados en esta familia de compuestos han sido atribuidos a
la funcion éter alquilo en la posicién uno del glicerol.2831 Se ha demostrado preliminarmente que los
1-O-alquilgliceroles naturales inhiben la transformacion de las células falciformes,3° promueven la
absorcion de farmacos a través de la barrera intestinal (vehiculo), e inhiben la respuesta inflamatoria
inducida, en diversos modelos animales e in vitro.31-33 Efectos probablemente relacionados con las
propiedades surfactantes e inmunoadyuvantes de estos compuestos.®* No obstante, debido a
dificultades en cuanto a la disponibilidad de los compuestos naturales, a partir de 1989, en el Instituto
de Farmacia y Alimentos de la Universidad de La Habana, se obtuvieron los analogos sintéticos de los
1-O-alquilgliceroles:3t el  1-O-octadecilglicerol  (C18), el 1-O-hexadecilglicerol (C16), el

1-O-dodecilglicerol (C12) y el 1-O-decilglicerol (C10).

El disefio y construccion por el Centro de Biofisica Médica (CBM) de la Universidad de Oriente del
Relaxémetro Universal Giromag®01 introdujo un nuevo método, por Relajacion Magnética Protdnica
(RM-1H), para el estudio in vitro de la polimerizacion de la dHbS.3 Esta metodologia, ademas, demostro
ser eficaz para la evaluacion del potencial terapéutico de compuestos antidrepanocitarios. Esto motivo
el inicio de estudios con aldehidos aromaticos y otros compuestos, para evaluar la influencia de éstos

sobre el tiempo de demora (td) de la polimerizacion de la HbS.36-41

La Tesis se enmarca en el estudio de la actividad antipolimerizante y antidrepanocitaria de la vainillina y
los alquilgliceroles sintéticos, sobre sangre total procedente de enfermos con drepanocitemia, utilizando
la relajacion magnética protonica, las microscopias oOptica y electronica. Se realiza una evaluacion
espectrofotométrica del efecto hemolitico provocado sobre los eritrocitos SS, su blanco de accion
farmacoldgica; asi como, el estudio el estado del sistema antioxidante en los enfermos y la influencia de

los compuestos sobre éste.
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La Tesis que se defiende, “Mecanismos implicados en la inhibicion de la drepanocitosis por accion de la
vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos”, constituye uno de los resultados cientificos de las
investigaciones sobre Drepanocitemia que se realizan en el Centro de Biofisica Médica desde 1992 y en

el Instituto de Farmacia y Alimentos desde 1991.

Problema

A pesar de que multiples compuestos quimicos han mostrado efectos inhibitorios sobre la formacion de
polimeros de la HbS, asi como sobre la transformacion drepanocitica, aln no se cuenta con un
tratamiento efectivo de la drepanocitemia que pueda ser introducido en Hematologia Clinica.

Hipotesis

A partir de la informacion sobre la reactividad de la vainillina con la HbS y la inhibicion de la
falciformacion de los eritrocitos SS por los 1-O-alquilgliceroles, se considera que el potencial terapéutico

de éstos compuestos estad mediado por la inhibicion de la polimerizacion de la hemoglobina.

Objetivo General

1. Estudiar los efectos de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos: 1-O-decilglicerol y
1-O-dodecilglicerol, sobre el proceso de polimerizacion de la desoxihemoglobina S; asi como los
probables mecanismos implicados en la inhibicion de la falciformacion de los eritrocitos

procedentes de enfermos con drepanocitemia.

Objetivos Especificos

1.  Determinar los efectos hemoliticos de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos sobre los
eritrocitos mediante el porcentaje de liberacion de hemoglobina.

2. Evaluar el efecto de la concentracion de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos en la
polimerizacion de la hemoglobina S, sobre el tiempo de demora de la nucleacion, mediante
Relajacion Magnética Protonica.

3. Determinar la modificacion del patron de la hemoglobina S producto de la reaccion con la
vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos, por focalizacion isoeléctrica y cromatografia liquida

de alta resolucion.
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4. Determinar la cinética de inhibicion de la falciformacion de eritrocitos SS por la accion de la
vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos mediante microscopia Gptica y electronica.

5. Evaluar el estado de algunos de los componentes del sistema antioxidante de los eritrocitos
procedentes de enfermos con drepanocitemia, asi como el probable efecto de la vainillina y los

1-O-alquilgliceroles sintéticos sobre éste.

La tesis estd estructurada en introduccion, tres capitulos, conclusiones y recomendaciones. En el
capitulo 1 se discute el conocimiento cientifico previo a esta tesis, en relacion con la drepanocitemia. Se
abordan los aspectos més relevantes vinculados con el origen y distribucion geografica del gen de la
HbS; la polimerizacién de la dHbS como factor primario esencial que determina la fisiopatologia; asi
como las principales vertientes en la blsqueda y evaluacion de compuestos con potenciales
posibilidades terapéuticas para el tratamiento. Este capitulo sienta las bases tedricas para entender el

problema en estudio y el disefio experimental elaborado.

En el capitulo 2 se plantea la metodologia aplicada en la investigacion. En él se describen cada uno de los
procedimientos técnicos empleados en el manejo de la sangre total, procedente de donantes voluntarios y
enfermos; en la preparacion de las soluciones reactivas y las mezclas de reaccion, asi como para la
determinacion de las interacciones entre los compuestos en estudio y el blanco de accion farmacoldgica.
Se resalta el empleo de tecnologias novedosas y potentes como la relajacion magnética y la microscopia

electronica en la evaluacion de la accion antidrepanocitaria de los compuestos estudiados.

En el capitulo 3 se presentan y discuten rigurosamente los principales resultados de la investigacion. Esta parte
del documento muestra las evidencias en cuanto a la interaccion de los compuestos estudiados con la HbS y
los eritrocitos SS. Los resultados indican como estos compuestos inhiben la polimerizacion de la HbS, la
falciformacion de eritrocitos SS; a la vez, que muestran cierta actividad sobre el estado antioxidante de estas

células.
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Impacto Cientifico de la Tesis

La Tesis estudia la actividad antipolimerizante y antidrepanocitaria de la vainilina y los
1-O-alquilgliceroles sintéticos sobre muestras procedentes de enfermos con drepanocitemia mediante el
empleo de técnicas reconocidas y novedosas. El documento aporta informacion cientifica original
acerca del efecto de la vainillina en el incremento del tiempo de demora de la polimerizacion de la HbS
y la inhibicion de la drepanocitosis; asi como hallazgos experimentales inéditos sobre la actividad
antidrepanocitaria para los alquilgliceroles sintéticos, no informada hasta la fecha por otro grupo de
investigacion en el mundo. Aporta conocimientos que resultan potencialmente beneficiosos en cuanto al
tratamiento de esta patologia, para reducir la alta prevalencia y los efectos sobre el incremento de la

morbi-mortalidad en la poblacion y particularmente en Cuba.

La novedad de esta investigacion, de gran relevancia y actualidad para la salud humana, se centra en
que profundiza, por primera vez, en los efectos farmacoldgicos potenciales de la vainillina y los 1-O-
alquilgliceroles para el tratamiento de una hemoglobinopatia de alta prevalencia mundial.
Adicionalmente valida un método por Relajacion Magnética desarrollado en el pais, con el uso de un
Relaxometro Universal cubano, para el estudio de compuestos con potencial actividad
antidrepanocitaria. Proporciona un marco metodologico para futuras investigaciones en la busqueda,
evaluacion y desarrollo de nuevos farmacos. Por otra parte, se informan por primera vez en Cuba, datos

relacionados con las alteraciones del balance redox que presentan los enfermos con drepanocitemia.

Con relacién a su aporte econdémico se debe destacar que la experiencia del grupo, en la sintesis
quimica de los 1-O-alquilgliceroles de alto grado de pureza, favorece la posibilidad de obtener farmacos
potencialmente efectivos en el tratamiento de la drepanocitemia. Esto posibilitaria la introduccion de
estos u otros analogos en la practica clinica con mayor eficiencia, en el caso de que se completaran los

estudios necesarios.
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Produccion cientifica del autor

Los resultados del trabajo han sido validados a través de su presentacion en 21 eventos nacionales y

20 internacionales (16 en Cuba y 4 en el extranjero), la obtencién de ocho premios en eventos

cientificos, la tutoria de 2 trabajos de diploma en la especialidad de Licenciatura en Quimica y el

asesoramiento de una tesis de maestria en farmacologia. Se han publicado 21 trabajos cientificos en

revistas, resimenes de eventos, en el anuario cientifico del CBM y una monografia de actualizacion

bibliografica del tema de investigacion (CD-ROM) que se encuentra en la base de datos de

publicaciones indexadas de la Universidad de Oriente.

Eventos nacionales e internacionales relevantes

10.

11.

12.

13.

14.

Taller Nacional sobre Drepanocitosis. 1996 y 2004 (Presentacion oral) Cuba.

Jornada XXX Aniversario del Instituto de Hematologia e Inmunologia. 1996. Cuba.

15y 16 Conferencia Internacional de Quimica. 1996 y 1999. Cuba.

36th IUPAC Congress. 1997. Suiza.

Biotecnologia Habana'97. Cuba.

Il Simposio Internacional de Investigacion y Desarrollo de Medicamentos. 1999. Cuba.

3er. Coloquio Cientifico Fundacion de Investigacion del Oxido Nitrico. Instituto de Investigaciones
Clinicas de Montreal. 2000. Canada.

Congreso Hematologia Habana™ 2001 y 2005 (Presentacion oral). Cuba.

l'y Il Encuentros Interamericanos de Farmacia y Nutricion. 2001 y 2003. Cuba.

Jornada de Resultados de Investigaciones Dr. Varan Von Smith in Memoriam. 2002 (Presentacion
oral). Cuba.

IV Seminario Internacional de estudios avanzados sobre disefio molecular y bioinformatica. 2002.
Cuba.

Cuba Farmacia-Alimentos. 2002 y 2004. Cuba.

V Simposio de Estrés Oxidativo. 2003. Cuba.

XVIII Congreso de la Federacion Panamericana de Farmacia. XXVIII Congreso Centroamericano y

del Caribe de Ciencias Farmacéuticas. 2003. Santo Domingo, Republica Dominicana.
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15. Concurso Provincial Anual de Salud. 2004 y 2005. (Presentacion oral). Cuba.

16. 2do. Congreso Internacional de Farmacologia y Terapéutica. 2004. Cuba.

17. 5to. Congreso Internacional de Quimica e Ingenieria Quimica. 2004. Cuba.

18. | Simposio Internacional de Ciencias Bioldgicas “Charles T. Ramsden in Memoriam”. 2004. Cuba.

19. I International Congress of Therapeutics. 2005. Venezuela.

20. Forum de Ciencia y Técnica a nivel de base. 1998. (Presentacion oral). Cuba.

21. Concurso Cientifico Técnico Juvenil BTJ. 2002 y 2004. Cuba.

22. Taller “Ciencia, Medio Ambiente, Etica y Sociedad”. 2000. (Presentacion oral). Cuba.

23. Xl Exposicion Provincial Forjadores del Futuro 2004. Cuba.

Premios

1. Ponencia Relevante en el Taller “Ciencia, Medio Ambiente, Etica y Sociedad”. 2000.

2. Mencion en el Concurso Cientifico Técnico Juvenil de las BTJ a nivel de base. 2002.

3. Trabajo Destacado en el Concurso Cientifico Técnico Juvenil de las BTJ a nivel de base. 2004.

4. Premio Anual Provincial de Sociedades Cientificas de la Salud 2004. Mejor Articulo Cientifico
Publicado (Bioguimia 2003).

5. Trabajo Destacado Provincial de la 11na. Exposicion Forjadores del Futuro 2004.

6. Premio al Trabajo mas Relevante en Poster: 2do. Congreso Internacional de Farmacologia y
Terapéutica. 2004.

7. Mencion Anual Provincial de Sociedades Cientificas de la Salud 2005. Articulo Cientifico Publicado

(Bioguimia 2004).

Reconocimientos

Sello Forjadores del Futuro en 1998 y 2001.

Publicaciones relevantes

1.

Abdala JC, Soler C, Femnandez AA, Alvarez ED, Del Toro G. Estudio de la interaccion de
compuestos carbonilos con hemoglobinas in vitro. Valoracion de su efecto antisickling. Rev Cub

Quim 1996; 8: 3-10.
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10.

11.

Abdala JC, Avarez E, Cabal C, Femnandez A, Soler C, Lores M, Del Toro G. Influence of the vanillin
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CAPITULO 1. DREPANOCITEMIA. FISIOPATOLOGIA Y TERAPEUTICA. COMPUESTOS QUIMICOS

CON POTENCIAL TERAPEUTICO

En este capitulo se analiza la informacion cientifica relacionada con el origen del gen de la HbS, la
distribucion geografica y la fisiopatologia de la drepanocitemia. Se caracteriza la polimerizacion de las
moléculas de HbS, el evento molecular primario responsable de las principales manifestaciones clinicas
y hematoldgicas que suelen manifestar los enfermos con drepanocitemia. Se profundiza en la
informacion sobre los probables mecanismos de accion farmacologica de compuestos con potencial

terapéutico en la drepanocitemia.

1.1 Anemia hemolitica

La anemia hemolitica se manifiesta como consecuencia del deshalance entre la velocidad de
destruccion y la produccion de los eritrocitos, lo cual disminuye el tiempo de vida media de éstos. En
estas condiciones, la médula 6sea trata de mantener el volumen celular requerido y aumenta, de seis a

ocho veces, la produccion y liberacion de eritrocitos jovenes (reticulocitos) a la circulacion periférica.42

En las anemias hemoliticas hereditarias la alteracion en el eritrocito se puede expresar bajo diferentes
formas.43 Entre éstas se incluyen las talasemias, que se caracterizan por la capacidad limitada en la
sintesis de las cadenas polipeptidicas de la Hb y, las alteraciones en la secuencia de restos de
aminoacidos. Las variantes moleculares més frecuentes de las hemoglobinopatias son las mutaciones
puntuales de los genes que codifican para la Hb, como las S, C, D y E. Estas alteraciones dependeran

en gran medida de la posicion y el tipo de mutacion.4243

La hemoglobinopatia S o drepanocitemia es una anemia hemolitica cronica de intensidad variable pero
habitualmente grave. De acuerdo a informes de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) cada afio

nacen 200 000 nifios afectados y en el mundo la padecen un total de 240 millones de personas.!3
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1.2 Hechos relevantes en el descubrimiento de la drepanocitemia

La biologia molecular modificé los conceptos tradicionales al descubrir parte de la informacion
contenida en el ADN. Se ha podido detectar directamente el trastorno gendémico asociado con cada una

de las diferentes alteraciones moleculares de la Hb.

La primera observacion de los eritrocitos falciformes se realizé en 1910, aunque no es hasta 1920 que
se utiliza la denominacion Sickle Cell Disease, para caracterizar esta patologia.23 Hann y Guillespie, en
1927, descubrieron que la deformacion de los eritrocitos estaba relacionada con el estado de
oxigenacion de la Hb en el desempefio de su funcion. En 1949 Pauling informo sobre la existencia de la
Hb anormal S (HbS) e introdujo el concepto de enfermedad molecular.44 La drepanocitemia constituye
un modelo genuino de enfermedad molecular, desde los niveles de la estructura y de la accién genética
hasta el sindrome clinico final en el paciente. Representa la homocigocitocis para la HbS heredada y la
heterocigocitocis evidencia aproximadamente iguales cantidades de Hb normal y S.244 E| defecto de la
HbS se limita a la sustitucion del &cido glutamico, un resto polar, en la posicion 6 de las cadenas
polipeptidicas de la globina por una valina, un aminoacido hidrofobico.4,94445 Al secuenciar el ARN
mensajero que codifica la cadena p normal se observé que el acido glutdmico en la posicion 6 es
codificado por el triplete ribonucledtido GAG, la conversion de la base simple Adenina por Uracilo era

capas de producir el codon mensajero para valina.*

Por cristalografia de rayos X (R-X) a baja resolucion se demostré que la estructura de la HbS oxigenada
y la HbA era indistinguible. La solubilidad y la afinidad por el oxigeno de la solucién diluida de ambas,
era virtualmente idéntica, mientras que la solucion concentrada de HbS la tenia marcadamente
disminuida.*> Para que ocurra la falciformacion es necesario que exista una concentracion minima de
dHbS, con una menor solubilidad. La observacion de eritrocitos en forma de hoz al microscopio
electrénico mostrd una distribucion ordenada de las moléculas de Hb y en 1973 se obtuvo el primer

patron de difraccion de R-X de HbS polimerizada.4445
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1.2.1 Origen y distribucion geografica del gen S

La caracterizacion de los haplotipos de restriccion polimérficos del ADN permitié descifrar los mosaicos
culturales y étnicos de ciertas poblaciones. A la vez que contribuy6 al enfoque explicativo, al menos
parcialmente, de la expresion clinica de esta enfermedad.4647 Los primeros estudios de distribucion
geografica de los B haplotipos demostraron que la mutacion ocurrio independientemente, al menos en
tres ocasiones en Africa y una vez en la Peninsula Arabica y la India Central. Los cinco haplotipos
principales fueron informados en: Benin (Ben), Africa Occidental Central; Senegal (Sen), Africa
Occidental Atlantica; Bant( (Ban), Republica Centroafricana (CAR); Camerin (Cam) y Asiatico en el

Oriente de Arabia Saudita y la India Central.48-51

Se reconoci que el gen esta disperso y no enlazado racialmente. Desde el punto de vista antropoldgico
y epidemioldgico fue evidente que para la HbS, asi como otras de las variantes de hemoglobinopatias,
la expresion de estas mutaciones genicas fue el resultado de la seleccion natural para dar respuesta a
la malaria falciparum.5152 La mutacion se convirti6 en un importante factor selectivo a partir del
momento en que se inicid un contacto estrecho entre el huésped humano, el parésito (Plasmodium
falciparum) y el vector. El desarrollo de la agricultura y la aparicion de los primeros asentamientos
humanos hicieron de la malaria un factor selectivo. La densidad poblacional, la destruccion o
alejamiento de otros huéspedes mamiferos y la adaptacion del mosquito vector a las poblaciones
humanas fueron hechos decisivos que consolidaron la endemicidad de la malaria y el gen BS
contribuyendo a la prevalencia de la drepanocitemia.>2 Por otra parte, se ha informado que existe una
asociacion entre la expresion de los diferentes haplotipos y las variaciones en las concentraciones de la
hemoglobina fetal (HbF), encontradas en los enfermos con drepanocitemia en diferentes regiones del
mundo.50'53'55

Investigaciones realizadas por el Instituto Nacional de Hematologia e Inmunologia han informado que la
poblacion cubana actual esta formada por caucasoides de origen espafiol y negroides africanos, lo cual

podria explicar los datos historicos informados (3,4 % Sen, 42,1 % Ben, 54,8 % Ban).>11
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1.3 Fisiopatologia de la drepanocitemia

La drepanocitemia es una enfermedad potencialmente letal con fuertes manifestaciones clinicas que no
aparecen en el momento del nacimiento, debido a la alta concentracion de la HbF.56 A partir de los tres
a seis meses de edad se suele observar, en la sangre periférica, los eritrocitos en forma de hoz o media
luna, responsables de las manifestaciones clinicas y hematolégicas. La hipoxia tisular causada por la
vasooclusion (VO), en la microcirculacion, y el consecuente dafio multiorganico constituye la primera

causa de morbilidad y mortalidad en esta enfermedad.157:58

Esta enfermedad se caracteriza por signos y sintomas propios de una anemia hemolitica cronica grave.
Como consecuencia se incrementa la susceptibilidad a las infecciones, el retraso del crecimiento,
desarrollo de crisis dolorosa por VO, cuadro toracico agudo, sindrome de secuestro esplénico,
trastornos del sistema nervioso central, crisis aplasticas, entre otros. La variabilidad en las
manifestaciones hematoldgicas y clinicas afecta la tasa de morbilidad y mortalidad de los enfermos con

este sindrome en diferentes partes del mundo.57:58:59

Las crisis vasooclusivas dolorosas (CVO) de intensidad y duracion variables son la razon mas frecuente
de ingreso hospitalario.5%6 Estas constituyen una medida de severidad de la enfermedad y se
correlacionan con la sobrevida del paciente, siendo el principal problema el deterioro funcional
progresivo de los drganos vitales. Entre los factores de riesgo que las desencadenan se encuentran la
concentracion de HbS#661 de HbF>4 y de reticulocitos, asi como la asociacion entre Hb u otras Hb
anormales de tipo silencioso. Igualmente la concentracion de Hb corpuscular media (CHCM), el efecto
deletéreo de la Btthalasemia, la concentracion de 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG)1), la menstruacion, el
embarazo y la expresion de los diversos haplotipos del cluster de genes B contribuyen marcadamente a

la manifestacién de las CVQ.57.60
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La expresion persistente de altas concentraciones de HbF disminuye la severidad clinica, por lo que la
induccién farmacolégica en la produccion de ésta resultaria beneficiosa.5662-65 No obstante, para una
explicacion més completa de las diferencias clinicas en la drepanocitemia, es necesario considerar
otros factores de importancia como la heterogeneidad de los individuos, el tiempo de demora de la
polimerizacion, la adherencia de los eritrocitos a las células endoteliales, los cambios metabolicos
intracelulares y las anormalidades asociadas a las membranas. La contribucion de otros factores enlaza
la conocida heterogeneidad clinica con el reciente descubrimiento genético y biofisico del origen de la

drepanocitemia.6!

La VO se inicia y se mantiene por la interaccion entre los eritrocitos SS, las células endoteliales y los
constituyentes del plasma.6667 Los reticulocitos SS se adhieren a las células endoteliales activadas in
vitro, relacionandose con la severidad de la VO.%-72 Se ha informado que esta adhesion es potenciada
por interacciones especificas entre las moléculas osB:, CD36, la banda 3, glicolipidos sulfatados,
moléculas de adhesion celular basales (CAM) de eritrocitos SS, la molécula endotelial de adhesion
celular vascular 1 (VCAM-1) y, posiblemente, la glicoproteina Ib, el factor von Willebrand (VWF), y las

moléculas de la matriz subendotelial (trombospondina TSP, laminina y fibronectina)’3-¢0 (Anexo I).

Por otra parte, el reducido contenido de agua en los eritrocitos SS est& implicado en la patogénesis de
las complicaciones clinicas asociadas a la polimerizacion de la HbS y la falciformaciéon. Se ha
demostrado que las fracciones eritrociticas de alta densidad se caracterizan por una deshidratacion
severa y una CHCM alta entre 40-50 g/dL.8! La contraccion celular es mediada por la pérdida de K*- CL-
intracelular acompafiado de agua. Los estudios realizados sobre las propiedades del transporte de
membrana de los eritrocitos SS sugieren que existen dos vias de transporte i6nico importantes en la
pérdida de K* y la deshidratacion:81-83 (1) El volumen y sistema de cotransporte K*- CL- regulado por el
pH. (2) El canal de K* activado por Ca2* cuando el Ca2* libre citoplasmatico esta incrementado (Canal

de Gardos).
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1.3.1 Alteraciones del sistema antioxidante

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) cumplen una importante funcion en variados procesos
homeostaticos como intermediarios en reacciones de oxidacion-reduccion (redox) esenciales para la
vida. La destruccion de microorganismos por fagocitosis, la sintesis de mediadores inflamatorios y la
detoxificacion constituyen algunos ejemplos relevantes. Las concentraciones bajas de ERO son
beneficiosas e incluso indispensables, sin embargo altas cantidades resultan toxicas ya que al oxidar

biomoléculas las alteran y desencadenan trastornos en las funciones de éstas.8

El sistema de control del balance pro y antioxidante del organismo lo protege contra los efectos dafiinos
del incremento en la liberacion de ERO. Este sistema se compone de enzimas y metabolitos esenciales
cuya funcion es la produccion y eliminacion del exceso de estas especies en respuesta a estimulos
enddgenos y exdgenos.8485 Por tanto, cuando se rompe el equilibrio, se expresa el dafio tisular que

desencadena los trastornos fisiologicos y favorece la expresion de procesos patologicos.&

Los eritrocitos poseen un sistema de defensa complejo y eficiente en el cual se incluye el sistema
glutation y enzimas como la superdxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT), la glucosa-6 fosfato
deshidrogenasa (Glu-6PDH) y la NADH o NADPH metahemoglobina reductasa.84¢” Se ha informado
que en los eritrocitos SS se generan cantidades excesivas de ERO debido a la presencia de la HbS
inestable y la autoxidacion espontanea del hierro en el hemo. Por otra parte, la VO que ocurre en la
drepanocitemia provoca dafios por isquemia-reperfusion y activacion de procesos inflamatorios tisulares
que aumentan la produccion y liberacion de ERO, asi como la expresion de la oxido nitrico sintasa
inducible (NOSI).8-1 En los estudios con eritrocitos procedentes de donantes voluntarios y de enfermos
con drepanocitemia se ha encontrado que, en los segundos, la generacion de ERO es
aproximadamente 2 veces mayor para el anion superoxido (O2-), el hidroxilo (‘OH) y la peroxidacion
lipidica. Igualmente se encontr6 una disminucion en la produccion o liberacion de oxido nitrico (NO)

durante las CVQ.89.92
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La peroxidacion lipidica de los fosfolipidos de membrana en eritrocitos SS ha sido confirmada mediante
la determinacion de la produccion espontanea de malonildialdehido (MDA), asi como la deplecion de
fosfatidilserina (PS) y fosfatidil etanolamina (PE) asociadas a la produccion excesiva de MDA.93-% Por
otra parte, se ha informado, que en presencia del factor vWf, los eritrocitos SS interactGan con células
endoteliales y provocan un incremento de sustancias reactivas del acido tiobarbitdrico (TBARS) y la
activacion del factor de transcripcion NF-xB, ambos indicadores del desbalance redox.8 Ademas se ha
observado que éste puede ser inducido por la adhesion de las células SS al endotelio vascular, que
provoca un importante aumento en la migracion de leucocitos hacia el area subendotelial. Se sugiere
que la adherencia de los eritrocitos SS a las células endoteliales en los grandes vasos puede generar
un aumento del desbalance redox que favorece el incremento en la adhesion y la diapédesis de
monocitos. Igualmente, el aumento de la adherencia de reticulocitos SS indica la activacion y el dafio

del endotelio que contribuye a la VO en la drepanocitemia.s8.%
1.3.2 Polimerizacion de la desoxihemoglobina S

En los estados de hipoxia, las moléculas de dHbS polimerizan para formar agregados moleculares en
forma de estructuras microtubulares elongadas o polimeros paracristalinos. Estos también son
reconocidos como estados de gel, cristal liquido o tactoide. La formacion de estos agregados de HbS
provoca que los eritrocitos se distorsionen y disminuyan la flexibilidad, como consecuencia obstruyen

los pequenios capilares de la microcirculacion lo cual provoca la hipoxia tisular.97-100

En los estudios de induccién de la polimerizacion mediante cambios de la temperatura se han
encontrado tiempos de gelificacion inusuales, y se han observado mecanismos de nucleacion
homogéneo y heterogéneo. La polimerizacion es iniciada por la nucleacion homogénea, previo al inicio
de la reaccion hay un td durante el cual no se produce una formacion medible de fibras y las moléculas

de HbS se agregan para formar un ncleo critico (nucleacion).101-103
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Una vez formado el ndcleo la polimerizacion continua, por la adicion sucesiva de monémeros de Hb, y
aumenta la estabilidad del agregado. Esta se completa al 90% en un tiempo igual o menor al td. Las
fibras crecen, se alinean espontaneamente y forman dominios, sobre los cuales se produce la
nucleacion heterogén_ea, 0 sea, la formacion de un nlcleo en la superficie del polimero ya

existente.100.103

Durante la interaccion proteina-proteina la estructura ordenada de las moléculas de agua circundantes
se distorsiona por las interacciones hidrofdbicas de la Val 6 con la Phe 85y la Leu 88 de moléculas
adyacentes.104105 Uno de los grupos metilo de la Val p6 de una molécula de HbS (sitio o subunidad
donante) se inserta dentro de un nicho hidrofdbico cerca de la Leu 388 y la Phe 85 en una segunda
molécula de HbS (sitio aceptor). Sélo una de las dos Val f6 en cada tetramero participa en estos
enlazamientos hidrofobicos moleculares.104 Estas moléculas hidrofobicamente asociadas interactuan
con otros sitios de contacto del polimero y forman un complejo con una estructura ordenada. Un puente
de hidrogeno entre la Thr 4 de la subunidad donante y la Asp 73 del sitio aceptor ayuda a estabilizar

el contacto lateral de la Val 36 entre simples cadenas.104

Por estudios de difraccion de R-X y microscopia electronica se ha observado que los tetrameros de
dHbS, al formar el polimero, se van uniendo alrededor de un eje vertical y forman anillos helicoidales
espirales de moléculas de Hb. Estas se encajan unas encima de las otras y forman largas fibras. La
estructura de la fibra es resultado del ensamblamiento helicoidal complejo de 14 trenzas de moléculas
de HbS (nlcleo central de 4 trenzas y 10 externas rodedndolas) donde cada fibra estd compuesta de 7
pares de moléculas en un empaquetamiento aproximadamente hexagonal.105-108 Aunque han sido
reconocidos otros sitios de contacto, axiales y laterales, para estabilizar las fibras de dHbS, la
imposibilidad de la oxiHbA de polimerizar, ain bajo condiciones drasticas de desoxigenacion a
concentraciones celulares normales, sugiere que las interacciones en el sitio aceptor-donante cerca del

area de la mutacion (Val B6) son cruciales para estabilizar la fibra de HbS.105.108
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La probabilidad de VO, y de hecho la severidad clinica, estan determinadas por la relacion entre el td y
el tiempo de transito de los eritrocitos a través de la microcirculacion.61.107 Una disminucion del td parece
estar asociada con un incremento en la severidad clinica a través de un mecanismo fisiopatoldgico en el
cual, si disminuye td r;evio a la gelacion intracelular relativo al tiempo de transito capilar, se incrementa
la probabilidad de la falciformacion intracapilar. Se ha sugerido que las crisis ocurren como resultado de
la falciformacion en los capilares y el consecuente bloqueo de la microcirculacion por las células
rigidizadas, o sea que las crisis ocurren cuando el td es suficientemente corto o el tiempo de transito

capilar suficientemente prolongado para incrementar significativamente esta probabilidad.61.107

Entre los factores de mayor incidencia en la polimerizacion de la dHbS podemos sefialar:

El grado de oxigenacion de la HbS

El factor fisioldgico mas importante en la polimerizacion de la HbS es el oxigeno. Sélo la conformacion
desoxigenada de la HbS polimeriza, favoreciendo un mayor nimero de contactos inter tetraméricos que
estabilizan la estructura del polimero, y disminuyen la afinidad de la Hb por el oxigeno. Aungue en
soluciones diluidas la afinidad de la HbA y la HbS es idéntica, en solucion concentrada la HbS tiene una

afinidad marcadamente disminuida.98.109
La concentracion de monémeros de HbS

El td es extremadamente sensible a la concentracion total de la dHbS. Este depende de las condiciones
de la solucién a través de la razén de sobresaturacion S [(HbS)ini/(HbS)so]. EsSta relacion, a una
temperatura dada, varia inversamente con cambios en el td [(1/td~Sn), n=10-40, 1/td= velocidad de
formacion del poll'mea)]. Se ha informado que la dependencia de la velocidad de polimerizacion en

funcion de la concentracion de dHbS resulta critica en la patologia de la enfermedad.99.102
La temperatura

La concentracion de HbS y la temperatura se encuentran estrechamente relacionadas. Al variar la

temperatura el td puede variar desde unos pocos segundos a muchas horas o inclusive dias.110

20



Capitulol. Drepanocitemia. Fisiopatologia y terapéutica.
Compuestos quimicos con potencial terapéutico.

La polimerizacion de la HbS muestra un coeficiente de temperatura negativo, un polimero formado de
una solucién de HbS desoxigenada con una concentracion determinada a 37°C, se convierte a 4°C en
una solucion homogénea de mondmeros.110 Los contactos entre los monomeros en el polimero
desplazan moléculas de agua que se mantenian unidas a las moléculas de Hb. Estas pueden moverse
libremente y, aunque los monomeros de HbS estdn mas ordenados en el polimero, son mas las
moléculas de agua que estan desordenadas y libres, por lo cual aumenta la entropia que conduce a la

terminacion de la reaccion.110111
La presencia de otras Hb

Al mezclar HbS con variantes hemoglobinicas como la HbA (0:2f32); la HbF (0i2y2) y la HbA2 (0282), se ha
observado un efecto fuertemente inhibidor en los sitios de contactos intermoleculares implicados en la
polimerizacion. La copolimerizacion con los tetrameros de estas variantes es baja, ya que

desestabilizan la doble hélice, debido a la diferente composicion aminoacidica entre las cadenas.112.113
El pH

Se ha informado que la contribucion del pH se debe a la disminucion de la afinidad por el oxigeno a
través del efecto Bohr lo cual incrementa la cantidad de Hb desoxigenada, asi como a los cambios en el
numero de grupos ionizables sobre la proteina. Un medio alcalino inhibe la polimerizacion mientras que
la acidificacion la incrementa. Similarmente, si aumenta la concentracion de 2,3-DPG se estabiliza la

estructura desoxigenada e incrementa la polimerizacion.111
1.3.3 Falciformacion de los eritrocitos

Mediante fotolisis de rayos laser se observd que la falciformacion del eritrocito se debe a la formacion
del gel de HbS, el cual desaparece una vez que la célula recupera la forma biconcava esferoidal. La
desoxigenacion lenta provoca células elongadas (forma de hoz), la rapida células granulares y la media
los llamados discocitos. Este proceso esta directamente relacionado con la variacion de la solubilidad
de la HbS.192 No obstante, en un mismo individuo, a una velocidad de desoxigenacion constante pueden

existir diferentes tipos morfoldgicos®103 (Anexo II).
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Por el contrario, existen células irreversiblemente deformadas (CID) que no varian durante el
mecanismo oxigenacion-desoxigenacion. La ocurrencia de ciclos repetidos provoca un flujo neto de
iones fuera de la célula acompafiados por pérdida de agua y por tanto, incrementa la concentracion de
Hb.109 Aungue no existe una clara correlacion clinica entre el porcentaje de CID y la frecuencia de las

crisis, al parecer existe cierta correlacion con la velocidad de hemolisis.14

1.4 Compuestos quimicos con potencial terapéutico

A pesar de los conocimientos sobre la etiopatogenia de la drepanocitemia aln no se cuenta con una
terapia farmacolégica efectiva de prevencion o remision de las manifestaciones clinicas de esta
enfermedad. Esta s6lo comprende el manejo y el control general de los sintomas relacionados con las
crisis, mediante el empleo de vasodilatadores,14 anticoagulantes y algunos inhibidores de la agregacion

plaquetaria,11> analgésicos,116-119 antibidticos!20-122 y |a terapia transfusional 123

1.4.1 Vias para inhibir la falciformacion celular

Evitar la falciformacion constituye el objetivo fundamental del tratamiento, una de las vias para lograrlo
es mediante la inhibicion de la polimerizacion de la dHbS. Se ha informado sobre una serie de
compuestos que inhiben este proceso y, por tanto evitan la falciformacion. Otros, aunque no interactuan
de forma directa con la Hb pueden revertir la deformacion celular. Estos compuestos se reconocen

como agentes antidrepanocitarios o agentes antisickling.

1.4.1.1 Mecanismos para inhibir la polimerizacion de la dHbS

1) Prevenir los contactos intermoleculares

Interacciones no covalentes: interrumpen los enlaces débiles entre las moléculas de proteina. Algunos
compuestos atacan las interacciones proteina-solvente a expensas de los contactos proteina-proteina y

otros compiten por los sitios de contacto intermoleculares en el polimero.1
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Mediante este tipo de interacciones no covalentes fueron efectivos compuestos como: la urea;
alquilureas (metil-, etil-, propil-, butil-); algunos restos de aminoacidos como el triptéfano (Trp), la

fenilalanina (Phe) y la tirosina (Tyr) y péptidos de diferente tamafio.124-127

Un rasgo comin en muchos de los compuestos estudiados es el nucleo aromatico. Mientras mayor era
la polaridad de éste, asi como la hidrofobicidad del compuesto, mayor actividad antipolimerizante.
Aunque fue demostrado, mediante el empleo de otras sustancias aromaticas (fenol, anilina, acidos
salicilico y acetilsalicilico) que la aromaticidad no es una condicion suficiente para inhibir la
polimerizacion.126.127 Del mismo modo se demostrd que la hidrofobicidad de un péptido es simplemente

aditiva; determinada por el nimero, tipo e interacciones no intramoleculares de la cadena.??

En el estudio con péptidos no polares se descubrid que un mecanismo para la desestabilizacion en la
formacion de las fibras de dHbS, mas que la interferencia con interacciones iénicas o enlazamiento de
hidrogeno, podrian ser las interacciones no polares entre éstos y la proteina.12” Un area disponible de
interacciones no polares es la region donde se encuentran la Phe B85 y la Leu (88, sitios
complementarios para la interaccion de la Val 6, la cual existe como un sitio de contacto entre trenzas
adyacentes en el cristal. Los residuos 78-88 en una trenza de la cavidad contienen un numero alto de
cadenas hidrofébicas laterales estrechamente empaquetadas. La aplicabilidad de los péptidos
hidrofébicos en el tratamiento de la drepanocitemia ha sido entorpecida por su carencia de

permeabilidad hacia la célula, por lo que péptidos pequefios serian inhibidores mas efectivos.12”

Interacciones covalentes: se enlazan firmemente a la Hb por compartimiento de electrones entre las

moléculas. Entre los compuestos que establecen interacciones covalentes con la Hb se han estudiado

el cianato (NCO)128 y |os aldehidos aromaticos.2?
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EI NCO inhibe la deformacion eritrocitaria por carbamilacion de la Hb por el grupo amino terminal (NH.t),
alteracion el equilibrio conformacional (T-R), aumenta la afinidad por el oxigeno e incrementa la
deformabilidad de la membrana. Sin embargo, el empleo de éste incrementa el riesgo de efectos toxicos

al establecer un equilibrio con la urea en solucion.128

Los aldehidos aromaticos formaron una base de schiff, por adicion nucleofilica con la Hb, en la region
de los NHat de las cadenas 3. Se observo en el patron electroforético una banda en posicion anodal a la
Hb no modificada.?2 Este enlazamiento incremento la afinidad por el oxigeno al prevenir el enlazamiento
normal con el 2,3-DPG, un potente efector negativo en el enlace con el oxigeno.?2 Entre estos
compuestos mostraron un marcado incremento en la afinidad de la Hb por el oxigeno el

2,4-dihidroxibenzaldehido, la vainillina (Anexo llI) y la o-vainillina.2?
- La vainillina

Los estudios de Zaugg?? mostraron que la vainillina ocasiona un desplazamiento de la curva de
disociacion del oxigeno hacia la izquierda e incrementa el niumero de moléculas de HbS en estado
soluble (relajado, R). En estudios de la reaccion de la vainillina con la HbA y la HbS, por cromatografia
liquida de intercambio i6nico catiénico (HPLC-IC),23 se obtuvieron tiempos de retencion mas cortos para
el complejo Hb:vainillina que para los controles. Se demostré a su vez que la vainillina no produjo
cambios significativos en el contenido idnico y de agua de la célula. En el analisis del patron de
cristalografia R-X se encontr6 un sitio principal y otro de menor ocupacion en el enlace de la vainillina
con la Hb (Anexo 1V).23 El sitio de menor ocupacion se encontré entre la His 116 y la His 117,
identificada la primera como un sitio de contacto del polimero.

Este hallazgo sugirié que la inhibicion de los contactos intermoleculares en el polimero podria ser el
modo de accion antipolimerizante para la vainillina. Inhibir la polimerizacion de la dHbS a través de un
mecanismo dualitario: (1) producir una variante de Hb de alta afinidad al incrementar el nimero de
moléculas de HbS en estado R y (2) causar la inhibicidn estereoquimica de la polimerizacion de la

dHbS.23
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Otros agentes antisickling covalentes o inhibidores estereoespecificos no covalentes
Se ha estudiado una serie importante de moléculas aromaticas activas, definiendo algunos sitios de
enlace en la cavidad crucial de la mutacion. El donor para los derivados disustituidos del acido benzoico

y el aceptor para los salicilatos de la prolina.104.129-135

2) Disminuir la concentracion de la dHbS

La concentracion de dHbS puede ser disminuida si se mejora la oxigenacion de la HbS e incrementa la
afinidad por el O,. El tratamiento con O hiperbérico causa una pronta disminucién en la circulacion
periférica de las células falciformes, aunque ain no se ha dilucidado este efecto en las CVO.1 En este
sentido también han sido estudiados los aldehidos aromaticos,?? las soluciones alcalinas (bicarbonato

de sodio) y los modificadores de los grupos sulfidrilos.

3) Disminuir la concentracion de la HbS

La aceleracion de la polimerizacion incrementa la falciformacion antes de la salida de los eritrocitos de
los capilares, por lo tanto, la prevencion del incremento de la CHCM es una de las limitadas estrategias
para disminuir la polimerizacion de la HbS vy la falciformacion celular. Teéricamente, la prevencion de la
deshidratacion celular puede lograrse por incremento de la presion osmética o mediante la contraccion

celular provocada por el ambiente acidico e hipoxico de la cama capilar.8!

La pérdida de K* (canal de Gardos), CL-y H20 de los eritrocitos SS contribuyen a la deshidratacion.8! El
clotrimazol (CLT) y otros derivados del imidazol resultaron potentes inhibidores especificos del canal de
Gardos de los eritrocitos SS (CLT > miconazol (MIC) > econazol > metronidazol).8.136 E| CLT pudiera
ser empleado en la prevencion de la deshidratacion de las células SS in vivo 0 en combinacion con
otros agentes terapéuticos como la hidroxiurea (UH) o el fenilbutirato de sodio.137.138 Estudios similares
se han realizado con &cido ocadaico, fluoruro de sodio,’3® suplemento de magnesio oral*4, dimetil

adipimidato,4 argininal4? y el ICA-17043.143.144
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Generalmente en la clinica de los casos de CVO se utiliza la dilucion de Hb intracelular a través de la
hidratacion oral o parenteral; los anélogos sintéticos de vasopresores para inhibir la excrecion de agua

renal, en combinacion con un alto flujo hacia el interior; asi como la restriccion del sodio en la dieta.!3

Sintesis de otras hemoglobinas

Se ha sugerido que las células no falciformes en el recién nacido se deben a la presencia de la HbF. El
descubrimiento de la persistencia hereditaria de HbF y su interaccion con el portador (HbAS)
proporciond la evidencia clinica y las explicaciones para la inhibicion al nivel molecular. La
administracion de 5-azacitidina (AzaC) a los recién nacidos anémicos causo un incremento marcado de

la HbF pero se demostré en modelos animales que podia ser un carcin6geno.145

La HU, aunque teratogénica y mutagénica en modelo animal, incrementé el nimero de eritrocitos con
HbF, el porcentaje de HbF y la cantidad de HbF por célula.146148 Esta afecta el transporte pasivo de K,
incrementa el volumen corpuscular medio (VCM), altera la permeabilidad de la membrana celular y la
deformabilidad, a la vez que disminuye la adhesion de las células rojas al endotelio; por lo cual provoca

la disminucion de la severidad clinica y el niamero de CVQ.149-155

De forma general la HU mejora los sintomas de la drepanocitemia severa en nifios y en adultos, sin
embargo no parece tener influencia sobre la prevencion del desarrollo de complicaciones una vez que
se presenta el dafio del érgano asociado a la falciformacion intravascular.156-163 Se ha llegado a la
hipétesis de que el beneficio experimentado por algunos enfermos se debe, en parte, a la MetHbS y la
posible formacion de HbS-NO.1% El efecto neto sobre la concentracion de Hb esta en funcion del

balance entre la reduccién en la produccion de células rojas y el incremento de la supervivencia. 164-169
1.4.1.2 Induccidn de efectos sobre la membrana celular

Se ha observado que los agentes con actividad antidrepanocitaria, independiente de la polimerizacion y

del cambio en la afinidad de la Hb por el O, afectan a la membrana eritrocitaria.170
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Los derivados de la fenotiazina [cloropromazina (CPZ), trifluopromazina (TRFP), trifluoperazina (TFP)],
a bajas concentraciones, estabilizaron la membrana eritrocitaria y provocaron la formacion de

esferocitos (TFP > TRFP > CPZ); pero se asociaron con la hemdlisis a altas concentraciones.171.172

Entre los ésteres benzilicos de aminoécidos se destaca el efecto de la L-fenilalanina (Phe-Bz), a bajas
concentraciones, sobre la membrana eritrocitaria.1’® La insercion de ésta en la cara interna de la bicapa
lipidica inhibe el transporte activo de cationes e incrementa el flujo pasivo de cationes. Al incrementar el
VCM disminuye la concentracion de HbS intracelular. El rapido paso del Phe-Bz al interior de la célula
favorece la hidrélisis de éste en L-Phe y alcohol benzilico, los que probablemente interactian con la Hb.
La L-Phe y el alcohol benzilico muestran un efecto sinérgico sobre la falciformacion de eritrocitos,
independiente de la accion del Phe-Bz. No obstante, el uso clinico del Phe-Bz esta limitado debido a los

efectos hemoliticos asociados.173
- Los 1-O-alquilgliceroles

Los 1-O-alquilgliceroles, importantes fosfolipidos de la membrana, son considerados como precursores
biosintéticos 0 catabolitos de los 1-O-alquilglicerofosfolipidos, precursores directos de los
plasmalogenos.174 Estos presentan la estructura basica de los mas complejos glicerofosfolipidos de las
membranas celulares, con una funcion éter alquilo como resultado de la eterificacion de un alcohol
graso de cadena larga, en la posicién 1 del glicerol (Anexo ), a la cual se le atribuyen los efectos
farmacoldgicos estudiados con estos compuestos.2®174 Se destacan las propiedades bactericidas,

fungicidas, antitumorales, antinflamatorias, inmunoadyuvantes y promotora de la absorcion.174-176

Se ha informado que los éteres de glicerol procedentes del aceite de higado de tiburén reducen la
mortalidad por cancer,’” mediante mecanismos diferentes que actlan de forma independiente o
combinada.1’® Localizan selectivamente, in vivo, los tejidos tumorales; asi como en dependencia de la
dosis y la sensibilidad de la linea celular se comportan como agentes citotoxicos directos o aceleran el
proceso de apoptosis.t” Pueden inducir la desdiferenciacion de células tumorales a normales tanto in

vitro como in vivo, a la vez que inhiben el crecimiento y la invasion tumoral.180.181
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Una de las propiedades mas comunes de esta familia de compuestos es su interaccion e incorporacion
a las membranas celulares, probable origen de los mudltiples efectos observados.32 En modelos
animales aumentaron la permeabilidad de la barrera hematoencefalica al provocar un shock osmético e
in vitro la intestinal como se demostré mediante el modelo de saco de ileon invertido.28 Lo cual los ubica
como posibles promotores de la absorcion o vehiculo de farmacos a través de membranas biol6gicas.32

Propiedad particularmente importante cuando se trabaja con medicamentos poco absorbibles.

Se ha demostrado que tanto los alquilgliceroles naturales como los anélogos sintéticos (C16 y C18)
inhiben la transformacion de las células falciformes, promueven la absorcion de farmacos (vehiculo),
inhiben la respuesta inflamatoria inducida en diversos modelos animales y a nivel molecular mediante la
inhibicion de la actividad fosfolipasa A2 (citosdlica y de secrecion) a la vez que exhiben efectos

inmunoadyuvantes en esquemas de poliquimioterapia y en estudios in situ.29.31.34

En 1988 se demostré que el rac-1-O-dodecilglicerol estimula la fagocitosis en macréfagos (M®)
mediada por el receptor Fc182183 y en 1994 se demostrd in vitro que incrementa la generacion de O™, de
los M.184.185 Posee efectos adyuvantes sobre la produccion de anticuerpos a la vez que estimula la
diferenciacion de las neuronas.l8¢ Uno de los efectos ampliamente estudiados para el
1-O-dodecilglicerol es la actividad antimicrobiana. En 1984 se demostrd que estimula la actividad
autolitica en Steptrococcus faecium ATCC 9790187 e inhibe el crecimiento de algunos miembros de dos
géneros de levadura: Candida y Cryptococcus, asi como sinergiza con el efecto antibidtico de

anfotericina B.188

El 1-O-decilglicerol (C10), evaluado por primera vez por el equipo de investigacion del IFAL-UH, ha

mostrado marcada actividad citotoxica sobre células tumorales de origen nervioso. Esta incluye varios

mecanismos: el antitumoral, la diferenciacion celular y la apoptosis (observaciones no publicadas).
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1.4.1.3 Promocion del flujo capilar

Esté& bien documentado el uso de vasodilatadores para mejorar la circulacion capilar durante las crisis
dolorosas (Ej. papaverina). Asi como, anticoagulantes para inhibir cambios secundarios de la
coagulacion a la VO en las crisis dolorosas; y algunos inhibidores de la agregacion plaguetaria como la

aspirina.1s7

1.5 Nueva alternativa en la terapia de la drepanocitemia

Con los avances en la ingenieria geneética se ha fortalecido el uso de la terapia génica como via
alternativa en el tratamiento de algunas hemoglobinopatias como la drepanocitemia y la talasemia. Esta
consiste en el reemplazo del gen B-globinico anormal por uno normal mediante el transplante de
médula ésea (TMO) o de células hematopoyéticas (stem-cell), cuando existen donantes compatibles
disponibles. Esta terapia ofrece, a los enfermos con drepanocitemia, una mejor expectativa en cuanto a
la longevidad y calidad de vida.18%.1% E| TMO es usado como una terapia alternativa especificamente
para aquellos enfermos sometidos a largos regimenes de transfusiones. Se han informado muy pocos
casos con resultados satisfactorios que ain se encuentran sometidos a monitoreo continuo, por su

complejidad y dependencia de factores de aceptacion o rechazo por el organismo.19

La terapia génica constituye una alternativa futura que encierra ventajas y riesgos para el enfermo con
drepanocitemia. Ademas es una via mas costosa y de menor posibilidad de ejecucion en aquellos
paises de mayor prevalencia de la drepanocitemia. Independientemente del problema que ésta plantea:
¢ Como transferir efectivamente genes de forma segura o de riesgos compatibles con la vida y que no

afecten la calidad de ésta?.191-193
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CAPITULO 2. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

En este capitulo se presenta un sistema de experimentos en funcion de los objetivos propuestos. En €l
se describe la metodologia de trabajo utilizada para cada una de las determinaciones analiticas
realizadas. Se presenta un estudio in vitro de los efectos de diferentes relaciones molares de la
vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos, mediante la determinacion de la accion antidrepanocitaria,
asi como de la influencia sobre componentes sanguineos de los enfermos con drepanocitemia. La
actividad antipolimerizante de la vainillina se evalué para relaciones desde 1:1 hasta 1:15 con el objetivo
de obtener la concentracion Optima para la posible accion farmacologica. En el caso de los
1-O-alquilgliceroles se evaluaron las relaciones 1:1, 1.5 y 1:10 en todos los experimentos porque se

conoce que sus propiedades farmacoldgicas han sido previamente informadas por otros investigadores.
2.1 Reactivos

La vainillina de origen comercial (Panreac, Espafia) y los 1-O-alquilgliceroles obtenidos por el grupo de
sintesis quimica del Departamento de Quimica Organica del IFAL-UH. El método de sintesis basado en
la reaccion de Williamson a partir del 1,2-O-isopropilidenglicerol, con el uso de 1-clorododecano y 1-
clorodecano como derivados halogenados. La caracterizacion y control de la calidad de los
alquilgliceroles, con >90% de pureza, fue realizada por cromatografia gaseosa acoplada a masa en
Francia. El resto de los reactivos fueron comerciales procedentes de Sigma (St Louis MO), Merck
(Alemania), Alfa Aesar, Imefa (Cuba). Juego de reactivos para determinaciones bioquimicas RANDOX
(NX2332, Francia), juego de reactivos IEF-M1A (pl 3,6-9,3 Lot 015H9524: pl 6,6 C-6653, pl 6,8/7,2 M-

9267, Pharmacia, Suiza), y Cytoseal™ 60 (Richard-Allan Scientific).
2.2 Material biologico

Las pruebas se realizaron in vitro con sangre total procedente de adultos asintomaticos con
drepanocitemia, suministrada por el Hospital General de Santiago de Cuba y el Instituto Nacional de

Hematologia e Inmunologia de Ciudad de La Habana; previo consentimiento informado (Anexo V).
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Se excluyd de las pruebas la sangre procedente de embarazadas y de aquellos que se encontraban
bajo tratamiento con HU, asi como los transfundidos o sometidos a otros tratamientos en un plazo < 2
meses. La sangre total de donantes voluntarios empleada como control fue suministrada por los Bancos
de Sangre de Santiago de Cuba y Ciudad de La Habana. Todos los protocolos de investigacion fueron

aprobados por los comités cientificos y de ética correspondientes.
2.2.1 Preparacion de la sangre total

La sangre total heparinizada se centrifugd a 3000 r/min durante 10 min, el precipitado celular fue
sometido a tres lavados consecutivos con solucion amortiguadora (PBS) pH 7,4 para obtener un
concentrado de eritrocitos, al que se le determind la concentracion de Hb segun el método de la
cianometahemoglobina.1% A partir de este dato se calcul6 la cantidad de compuesto a adicionar para
establecer relaciones molares con la Hb. Cada compuesto fue diluido en 100 pL de etanol absoluto y

900 uL de PBS, para un volumen final de 1 mL de solucién hidroalcoholica.3¢
2.3 Determinacion del efecto hemolitico de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles

El estudio del efecto hemolitico de la vainillina y los alquilgliceroles sintéticos sobre los eritrocitos se
realizo por el método espectrofotométrico.9 El porcentaje de hemolisis (%H) se calculo a partir de los
valores de densidad optica (DO) medidos en el sobrenadante de cada prueba.1%

Para la vainillina se realizaron nueve pruebas para cada una de las relaciones molares (hemoglobina:
compuesto) 1:1, 1:2, 1:4, 1.5, 1:8 y 1:10, en solucion de eritrocitos procedentes de enfermos con
drepanocitemia, y nueve a 1.1, 1:4, 1.8 y 1:10, para la sangre procedente de donantes voluntarios.196.197
Para los 1-0-aquilgliceroles sintéticos: 1-0-decilglicerol (C10) y 1-0-dodecilglicerol (C12), se realizaron

siete pruebas para cada una de las relaciones molares 1:1, 1.5y 1:10.

El estudio de los efectos hemoliticos se realizé por triplicado para cada una de las relaciones molares,
se procedid como se muestra en la Tabla 1, en todos los casos se utilizd un control positivo para
actividad hemolitica, un control negativo y un control negativo (*) al que se le adiciono la solucion

vehiculo.195-197
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Tabla 1. Procedimiento para el estudio del efecto hemolitico de los compuestos sobre los eritrocitos.*195

Concentrado Solucion Solucion
0,1% Na,CO PBSpH 7,4 o .
V=10 mL o e P celular diluido  compuesto vehiculo
(mt) (mt) (mL) (ml) (mL)
Control positivo 98 - 0,2 - -
Control negativo - 9,8 0,2 - -
Control negativo* - 9,79 0,2 - 0,01
Mezclas de : 9,79 0,2 0,01 :
reaccion

*Control positivo 0,1% Na,COs, control negativo PBS pH 7,4 y control negativo* (PBS pH 7,4+vehiculo).1%

Después de adicionar los compuestos se agitaron las mezclas y se dejaron reposar durante 30 min,
posteriormente se centrifugaron, se descartd el precipitado y se retuvo el sobrenadante en el que se
midi6 la DO a 545 nm, en el espectrofotémetro UV-Vis ULTROSPEC Il (Pharmacia), para detectar la

liberacion de Hb. Utilizando los valores de DO se calcul6 el %H provocado segin:1%

- DOm -DOcn x 100
DOcp -DOcn

%H
(4)

Donde: DO = densidad 6ptica m =muestra  cn = control negativo  cp = control positivo

Estos datos se promediaron para cada relacion molar y se graficaron en Microsoft Excel 97, para las

curvas de actividad hemolitica por cada una y la curva promedio por prueba.

2.4 Determinacion del efecto de los compuestos sobre la polimerizacion de la dHbS

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN), particularmente la Relajacion Protonica (RM-1H) es potencial
para el estudio de los diferentes estados en que se pueden encontrar las moléculas de H.O en los
eritrocitos falciformes,3® las cuales experimentan variaciones en la movilidad debido a la formacion de
polimeros en el medio y provocan un acortamiento del tiempo de relajacion espin-espin (T2).%5 Las
variaciones temporales de T2 describen la cinética de la polimerizacion de la HbS intracelular o en

solucién, diferenciandose tres estados caracteristicos.198.199
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El primero se corresponde con las moléculas de Hb predominantemente disueltas en el medio, el
segundo caracteriza el equilibrio existente entre las moléculas de Hb disueltas y las que forman el
polimero (nucleacion) y el tercero donde se encuentran las moléculas de Hb predominantemente en el

polimero (Figura 1).35:100,102

100 a HbS en solucién

. Polimeros de dHbS
40 Tiempo de demora (td) r'd

T
0 100

T T T T
200 300 400 500
Tiempo (min)

Figura 1. Curva sigmoidal que describe la cinética de polimerizacion de la dHbS siguiendo la variacion
temporal (minutos) de T2 por RM-1H en el Relaxdmetro Universal cubano Giromag®01. T2 (ms): tiempo

de relajacion espin-espin.3s

Para determinar el efecto de los compuestos sobre el td de la polimerizacion de la HbS, se
establecieron las condiciones experimentales que reflejaran de forma objetiva la manifestacion del
fendmeno en el sistema bioldgico seleccionado.3> Como se conoce, cada enfermo muestra un valor de
td caracteristico porque inicialmente se poseen parametros anatomofisioldgicos propios, entre los que
podemos sefialar: pO. en sangre, pH, concentracion de HbS y de HbF.351% Debido a esto, los
preparados se termostataron a la temperatura de minima concentracion de solubilidad de la solucion de
HbS (36°C) y el pH se mantuvo en 7,4.1% La pO;, asi como la concentracion de HbS y HbF, no fueron
controlados a pesar de conocer que éstos influyen directamente en la polimerizacion. La concentracion
de HbF, registrada en la historia clinica de cada enfermo con drepanocitemia que accedio
voluntariamente para que utilizaran su sangre, era diferente para cada uno de ellos (datos no
mostrados). Los experimentos se realizaron bajo condiciones de desoxigenacion espontanea de los

preparados y con concentraciones de HbS diferentes.198
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Es conocido que el tamafio y la cantidad de los dominios que se forman en la agregacion molecular

dependen de la escala de tiempo en la cual ocurre la polimerizacion, la desoxigenacion espontanea

garantiza que el nimero y las dimensiones de los dominios formados sean mas reproducibles.3597.100

Los métodos que utilizan condiciones de desoxigenacion forzada, a pesar de no estar alejada de las

condiciones fisiologicas (salvo el valor del gradiente de concentracion de Oy), tienen inconvenientes

experimentales, entre los que se encuentran:19

- El tiempo de duracion de la agregacion molecular es muy corto y, por tanto, el desarrollo del
proceso solo puede ser observado con contados métodos experimentales.

- Provocan altas concentraciones de O disuelto lo cual hace que disminuyan los tiempos de
relajacion en el método de relajacion magnética.

- Provocan cambios significativos en los parametros que rigen la estabilidad de la solucion de
HbS como sistema fisico, lo que trae como consecuencia comportamientos que dependen de

las condiciones iniciales, dispersan los resultados y complican la interpretacion de los mismos.

Teniendo en cuenta este andlisis la metodologia de relajacion magnética empleada en el estudio de la
polimerizacién de la HbS, en condiciones de desoxigenacion espontanea, resulta Util en la evaluacion

de la accién de compuestos quimicos sobre la polimerizacion de la HbS.199

Se utilizé el Relaxémetro Universal Giromag®0l (Santiago de Cuba, Cuba) para estudiar el
comportamiento temporal de T2 a la frecuencia de 4,4 MHz con la serie de impulsos 90°-1-180°
(Hahn).35.19 A partir de las curvas caracteristicas del proceso se determind el td, cuya variacion permitio
evaluar la accion de los agentes quimicos sobre el proceso de polimerizacion de la dHbS y su relacion
con la concentracion de los mismos.3641 Se reportd un 5% de error sistematico y un intervalo de 3-9%
de error aleatorio en la medicion de T2y determinacion del td.3

El hemolizado de eritrocitos SS se obtuvo a partir del concentrado celular lavado (como se describi6 en
2.2.1), mediante dos ciclos de congelacion y centrifugacion (—4°C, 3 000 r/min, 10 min). Seguidamente
se determin0 la concentracion de Hb liberada en éste y se le controlo el valor de pH. Se formaron

alicuotas de 1,5 mL que se conservaron a 4°C hasta el momento de realizar la prueba.3940
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Los compuestos fueron disueltos en etanol absoluto/PBS al 20%. Para evaluar el efecto de éstos sobre
la polimerizacion de la dHbS se realizaron veinte pruebas a las relaciones molares 1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1.6,
1:7, 1:8, 1;10, 1:11, 1:13 y 1:15 de vainillina3®40 y cuatro a las relaciones molares 1:1y 1:5 de los 1-O-
alquilgliceroles. Para ello se adicionaron 20 pL de solucién hidroalcohdlica de cada compuesto a cada
una de las alicuotas del hemolizado. De cada una de las mezclas de reaccion se tomaron 500 L que
se depositaron en &mpulas de RMN (tres réplicas por relacion molar).4° Para cada prueba se midié un
patron de HbS y un control a la que se afiadio 20 L de la solucion hidroalcohdlica (vehiculo). Durante

el curso de las mediciones todas las muestras se mantuvieron en un bafio de agua calibrado a 36°C.19

Los datos se graficaron utilizando el Microcal Origin 3.5 como programa estadistico profesional. La
curva sigmoidal de la variacion temporal de T2 se ajustd (Sigmoide de Boltzman) y normalizé en un
intervalo de 0 a 1, para facilitar la diferenciacion del td en cada caso. Se realiz6 un ajuste por regresion
lineal y se determind el valor del td.3519 La influencia de la concentracion sobre la polimerizacion se
evalud a partir del calculo del porcentaje de variacion de td (%Vtd) para cada relacion molar (rm) con
relacion al patron (pat).39-41.198

td(rm)—td(pat)x
td (pat)

%Vtd = 100 2)

2.5 Determinacion de la modificacién de la Hb por focalizacién isoeléctrica

La focalizacion isoeléctrica provoca la migracion de las moléculas de acuerdo a su punto isoeléctrico
(pl) en un gradiente de pH estable generado por anfolitos transportadores y logra una mejor separacion
de las cadenas de la Hb.200.201 | 3 HhS muestra una movilidad electroforética alterada pues ésta es mas
electropositiva que la HbA, de modo que migra lentamente hacia el polo positivo (anodo).20! Este
comportamiento electroforético indica la incidencia de la composicion y secuencia aminoacidica sobre la
carga neta de la molécula. Al modificarse la Hb por interaccién quimica con otras sustancias, la especie
formada se focalizara en una posicion ligeramente anodal respecto a la Hb no modificada.2238

Se utilizé un sistema de Electroforesis (Pharmacia, Suiza) con una camara horizontal termostatada

Multiphor Il'y una fuente MultiDrive XL.
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Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada. Se prepararon geles de poliacrilamida
T=7,5% C=3% (125 mm x 260 mm x 0,5 mm), a partir del procedimiento técnico establecido en el
Laboratorio de Biofisica del CBM.38 Los parametros de precorrida fueron: 1 000 V, 30 mA, 25 W, 30 min,

10°C; y para la corrida: 1 000 V, 15 mA, 15 min, 15 W, 10°C.38200

Se realizaron 11 corridas con las alicuotas del hemolizado procedente de donantes voluntarios (HbA) y
13 con el de los enfermos con drepanocitemia (HbS). Se parti6 de 1 mL de sangre total al que se
adiciond 10 pL de solucién hidroalcohdlica de vainillina para una relacion molar de 1:20.38 Como control
se utiliz6 1 mL de sangre total a la cual se le adicionaron 10pL de la solucién vehiculo. Estas se
incubaron con agitacion constante durante una hora a 37°C. De cada solucion se tomaron 5 pL y se
provocd la hemolisis con soluciones de urea y 2-mercaptoetanol. Se aplicaron 5 pL del hemolizado a
cada gel de corrida (2 réplicas por prueba). Para determinar el pl del complejo Hb:vainillina se aplicd en
el gel de corridas electroforéticas, 5 pL (C=1 mg/mL) de los marcadores de pl 6,6 (anhidrasa carbonica

| de eritrocitos humanos) y pl 6,8/7,2 (mioglobina de corazon de caballo).38

El proteinograma o fraccionamiento eléctrico de cada proteina se midid6 manualmente en cm (regla

graduada, 0,01 mm) y los datos obtenidos fueron procesados con el paquete Microcal Origin v3.5.38

2.6 Estudio de la reaccion entre la vainillina y la Hb por cromatografia liquida

Se estudid la estabilidad en el tiempo del producto de la reaccion entre la vainillina y la Hb, por
intercambio idnico cationico, teniendo en cuenta la versatilidad, especificidad, precision y rapidez de la
cromatografia liquida.38202 Con el uso de un cromatografo HPLC (Pharmacia, Suiza) compuesto por un
sistema de gradientes con 2 bombas 2048, mezclador de alta presion externo, puerto de inyeccion y
detector monitor variable UV-Visible (190-600 nm) VWM 2141, y una columna de intercambio catiénico
TSK CM-3SW (150mm x 7.5mm) (Toyo Soda). Las soluciones A (BIS-TRIS 0,05 M; KCN 0,0015 M; pH
6,40) y B (A + CH3COONa 0,15 M; pH 6,40) como fase movil. Los solventes fueron desgasificados

durante cinco min y filtrados, al igual que las alicuotas a analizar, en membranas 0,45 pm.38
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Se establecié un gradiente de 0 — 100 % B durante 10 min, 100 % B en 8 miny 100 — 0 % B en 2 min, a
una velocidad de flujo de ImL/min y se detect6 a 415 nm. Se utiliz6 un laso de 10 pL para la inyeccion

en la columna.

A partir de 3 mL de sangre venosa total heparinizada, procedente de enfermos con drepanocitemia
(HbS), se tomo una alicuota de 1 mL y se adicionaron 10 pL de solucion hidroalcohélica de vainillina,
para establecer las relaciones molares Hb:vainillina 1:10 y 1:20, con el objetivo de lograr la saturacion
de la Hb, para mantener el valor de concentracion del aldehido préximo al de la dosis terapéutica
estimada por Abrahan (1991).2338 La mezcla de reaccion fue mantenida a 37°C durante 90 min con
agitacion constante. Posteriormente los eritrocitos se lavaron con solucion salina (0,9% NacCl), 10 pL
fueron hemolizados en 2 mL de fase movil A'y a continuacion se realizd la filtracion con membranas de

0,45 um. Procedimiento que se repitié para cada uno de los tiempos de incubacion.

La inyeccion de las mezclas se realizé después de 1:30 h, 2 h, 2:30 h, 3 h, 4h'y 7:30 h de la incubacion
con vainillina a la relacion 1:20; mientras que para la relacion 1:10 se inyect6 a los 30 min, 1 h, 1:30 h, 2
h, 3:30 h, 4 h'y 6:30 h. Se procedit igual con el control de la solucién vehiculo y con mezclas de
donantes voluntarios (HbA) a la relacion molar 1:20. Se realizaron 10 experimentos, los cromatogramas

se adquirieron con el programa central del equipo y procesados con el paquete PE Nelson v2.6.38

2.7 Efectos de los compuestos sobre los eritrocitos SS por microscopia optica

Existe una dependencia directa entre la polimerizacion de la HbS y la falciformacion de los eritrocitos,
donde la variedad de formas que asumen las células se encuentra directamente relacionada con la
velocidad de desoxigenacion.2102 A través de la prueba de Huck o prueba directa de falciformacion al
microscopio optico, se realiza el analisis morfologico por la accion de los compuestos sobre los
eritrocitos SS. Al estudiar los cambios morfolégicos se puede corroborar la relacion existente entre
polimerizacion y deformacién, asi como comprobar si el compuesto logra inhibir ambos procesos. Si el
compuesto inhibe la falciformacion de los eritrocitos el porcentaje de drepanocitos debe disminuir con
relacion a la muestra control y aumentar el nimero de otras alteraciones morfologicas, preferentemente

equinocitos.
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2.7.1 Efectos de la vainillina sobre los eritrocitos SS

En el estudio del efecto de la vainillina sobre los eritrocitos SS se realizaron ocho pruebas a partir de
sangre total procedente de enfermos con drepanocitemia (2.2.1), para obtener un volumen de eritrocitos
con una concentracion de Hb de 254 g/L. El concentrado de eritrocitos se diluyé en PBS pH 7,4 para un
V=10 mL. A partir de esta solucion se tomaron alicuotas de 1 mL que fueron incubadas a 36°C con la
vainillina, a las relaciones molares 1:1, 1:2 y 1:10. Estas mezclas de reaccion se prepararon por
duplicado y se utilizaron en cada caso dos controles positivos (solucion de eritrocitos sin tratar) y dos
controles negativos (solucidn de eritrocitos con solucién vehiculo). A continuacion se depositaron 10 pL
de cada una de estas disoluciones en un portaobjetos, se cubrio y sell6 con parafina para lograr

condiciones anoxigénicas espontaneas.

Las laminas fueron observadas al microscopio optico MHN 8 en el momento de la preparacion o tiempo
inicial to, a las 6 h (ten), a las 12 h (ti2n) y a las 24 h (t2an). Se utilizd una cdmara de video acoplada a una
computadora, los programas Ortopack ver.2.0 y Photodeluxe 2.0 para procesar la imagen obtenida.
Para cada lamina se determin6 un campo de 200 células y se realiz6 el conteo de drepanocitos en el

mismo.
2.7.2 Efectos de los 1-0-alquilgliceroles sobre los eritrocitos SS

Para la valoracion del efecto de los alquilgiceroles sobre los eritrocitos SS se realizaron ocho pruebas a
partir de 5 mL de sangre total procedente de pacientes con drepanocitemia (2.2.1). Las mezclas de
reaccion, para cada relacion molar (1:1 y 1:5), se obtuvieron al mezclar 200 pL de solucion de
eritrocitos, 200 L de bisulfito de sodio y 200 uL de la solucion de alquilgliceroles, en un vial que se
sellé con papel parafinado, para evitar la incorporacion de Oz en el espacio libre. A las 24 h'y 48 h se
extrajeron 10 pL de cada vial para realizar los frotis, que fueron contrastadas con hematoxilina y eosina
y fijadas con Cytoseal™ 60. Para el conteo de drepanocitos se procedio igual que en las pruebas con
vainillina. Se utilizo un microscopio optico de alta resolucion LaborLux S Leitz con camara digital

(Panasonic Stuper DYNAMIC) acoplada con el programa ATI Play.
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2.8 Efectos de la vainillina sobre los eritrocitos SS por microscopia electronica de transmision

Se utilizd la microscopia electronica de transmision (MET) para evaluar el efecto de la vainillina sobre la
polimerizacion de la HbS y la formacion de las fibras poliméricas. Las pruebas se realizaron en
concentrados de eritrocitos (2.2.1) obtenidos a partir de la sangre total heparinizada de un paciente con
drepanocitemia.23 Se empled una solucion hidroalcohdlica de vainillina a la concentracion 0,15 M (C1).
Fueron afiadidos 50 pL de C1 a 1mL del paquete celular con HbS (2mM), para una relacion molar 1:4
(vainillina 8 mM), y se incubd durante 5y 24 h. Para los tiempos to, tsn Y toan, S€ utilizaron muestras de

eritrocitos con HbS y con Hb normal A como controles positivo y negativo, respectivamente.203

Una vez tratadas las mezclas, éstas se fijaron con glutaraldehido al 3,2% durante 1 h, se lavaron con
soluciéon amortiguadora cacodilato tres veces durante 20 min, se postfijaron con tetradxido de osmio
(OsO4) al 2% durante 1 hora y se lavaron con cacodilato dos veces durante 5 min a 4°C.203 A
continuacion se realizo la deshidratacion en alcohol absoluto de concentraciones crecientes (30, 50, 70,
80, 90 y 100 %), infiltracién e inclusién en la resina Spurr. Se realizaron los cortes en un Ultramicrétomo
Nova (L.K.B.), se colocaron en rejillas de 400 um y se contrastaron con sales de acetato de uranilo y
citrato de plomo. La observacion y toma de las microfotografias se realizaron en el Microscopio

Electronico Jeem 2000 EX Jeol con un voltaje de aceleracion de 80.0 kV.203

2.9 Evaluacion del estado redox en la drepanocitemia y efectos de los compuestos sobre éste

Se ha informado que en los enfermos con drepanocitemia se presentan alteraciones de la defensa
antioxidante, asociadas a los dafios en los fosfolipidos y las proteinas de las membranas de los
eritrocitos.93.9 Considerando estos hechos se realizo la determinacion de la concentracion plasmatica
de los antioxidantes totales (AT), de MDA y de glutation reducido (GSH), asi como la actividad de la
SOD y la CAT.% Por otra parte, se evalud el efecto de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sobre estos

marcadores del estado redox.
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Las determinaciones bioquimicas se realizaron segun la metodologia establecida en los procedimientos
normalizados y validados por el Laboratorio de Bioquimica del Centro Estudio para las Investigaciones y
Evaluaciones Biologicas (CEIEB) del Instituto de Farmacia y Alimentos (IFAL), y se utilizaron como

referencia (VR) los indicadores establecidos por éste para una poblacion supuestamente sana.204-206
2.9.1 Preparacion e incubacion de la sangre con los compuestos

El estudio in vitro del estado del balance redox de los enfermos con drepanocitemia, se realiz6 a partir
de la sangre total procedente de 14 enfermos. Los efectos de la vainillina (1:4) y los 1-O-alquilgliceroles
sintéticos (1:1y 1.5) sobre este sistema, se evaluaron en mezclas de reaccion a partir de la sangre total
procedente de 9 enfermos. Para la determinacion de cada uno de los marcadores del estado redox se
partié de 1 mL de sangre total, después se centrifugo (3 000 r/min, 15 min), se descartd el precipitado y
se retuvo el sobrenadante (plasma) para las determinaciones bioquimicas. En el caso de las
determinaciones de MDA, GSH y SOD se deslipidd el plasma segun describe la metodologia.207-209 La
lectura de la DO se realizd en el sistema ultra-micro analitico SUMA (Lector de placas PR 521,

Tecnosuma La Habana, Cuba) y en el espectrofotémetro UV-Vis ULTROSPEC Plus (Pha-LKB).

Para evaluar el efecto de los compuestos se tomd 1 mL de sangre total al cual se le adicion6 100 pL de
la solucion de cada uno de estos a las relaciones molares de trabajo, se incubo durante 1 h, después se

centrifugd (3 000 r/min, 15 min), se descarto el precipitado y se retuvo el sobrenadante.
2.9.2 Determinacion de antioxidantes totales

Se empled el método colorimétrico utilizando el juego de reactivos RANDOX. El 2,2"azinodi-[3-
etilbenztiazolinosulfonato] (ABTS®) reacciona con una peroxidasa (metamioglobina) y H.O, para
producir el radical catiénico ABTS®.+ de color verde azulado, relativamente estable, medible a 600 nm.
Los antioxidantes presentes en la muestra adicionada causan la supresion de la produccion del color en
un grado proporcional a su concentracion. La concentracion de los AT se determind segun:

AT (mmol/L) = Factor x (ADOb — ADOm) Donde: Factor = concentracién patron
(ADO, — ADOy)

diferencia de la densidad 6ptica (ADO); muestra (m); patron (p); blanco reactivo (b)
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2.9.3 Determinacion de la concentracion de malonildialdehido

Los niveles de peroxidacion lipidica se estimaron determinando la concentracion de MDA.205.208
Mediante la reaccion entre el N-metil-2-fenil-indol y el MDA, luego de la incubacion a 45°C durante 60
min, se produce un cromoforo estable cuya DO se registro a 590 nm en el SUMA. El empleo de esta
longitud de onda y la baja temperatura de incubacion minimizan las interferencias, presentes en otros
métodos, para determinar estos aldehidos derivados de la peroxidacion lipidica. De conjunto con los
preparados se midieron los patrones de MDA (2,5; 5; 10; 15 y 20 pM). Los célculos de la concentracion

de MDA se realizaron con el patron 10 uM [MDA uM = (ADOm / ADOp) x 10].205.209
2.9.4 Determinacion de la concentracion de glutation reducido

La concentracion de GSH se determind por la reaccion con el &cido 5,5'-Ditiobis (2-nitrobenzoico) DTNB
que rinde el croméforo que absorbe a 412 nm. Para cuantificar la concentracion de GSH (mg/L) se
realizo una curva patron de GSH.93207 Se mezclaron 2 900 uL de solucién amortiguadora pH 8,00 y 50
ML del deslipidado (2.9.1). Luego se adicionaron 50 uL de DTNB en la cubeta, se tapd, agité y se leyd

laDO a 412 nm.
2.9.5 Determinacion de la actividad de la superoxido dismutasa

La determinacion de la actividad de la SOD total se realizo por la técnica del pirogallol.%3.204 Este en
medio basico se autoxida y genera en el medio de reaccion el radical anion superdxido (O2-). De esta
forma la reaccion radicalaria se propaga y acelera la autoxidacion del pirogallol cuya forma oxidada
absorbe la luz a 420 nm. La presencia de un secuestrador de O2- en el medio, como la SOD, inhibe la
autoxidacion al evitar las reacciones de propagacion.®® Primeramente se realizé el ensayo de la
reaccion no inhibida (blanco) y se leyo la diferencia de DO en 1 min a 420 nm. El mismo procedimiento
se siguid en el ensayo afiadiendo 100 pL del deslipidado (2.10.1) en lugar del H20 utilizada para el

blanco. Se calculd la actividad enzimatica UmL2min-1= [(ADOm/ ADOp) x 100/ - 100] x 0,6.
2.9.6 Determinacion de la actividad de la catalasa

La CAT es una hemoenzima que se encuentra ubicada preferentemente en los peroxisomas de las

células animales y cataliza la inactivacion del H.0, toxico, convirtiéndolo en agua y oxigeno.93.208
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La técnica se basa la medicion de la variacion de la DO (240 nm), que tiene lugar durante la
descomposicion del H20, por la CAT. Se adicionaron 900 ulL de solucion amortiguadora pH 7,0 en la
cubeta, 500 uL H20, 50 mM, 100 pL del sobrenadante (2.9.1) y se invirtié para homogenizar. Se ley6 la

DO alos 10y 70 s de reaccion y se calculd la actividad en UL-2min-1= (ADOm — ADOp) x 30 000.206
2.10 Procesamiento estadistico

En el analisis de los datos se utilizaron los paquetes estadisticos Statistica v4.5 para windows y el
Statgraphics plus v2.1. Se realiz6 un andlisis descriptivo en el cual se calcularon la media y la desviacion
estandar para cada grupo experimental. Se compararon las medias con la prueba de comparacion
multiple de Duncan, el analisis de varianza simple (anova), el t-student para comparar dos grupos y la
prueba de Kruskal-Wallis para variables con un comportamiento no paramétrico, con un nivel de
significancia al 95%. Se hizo un andlisis de regresion y correlacion con el objetivo de determinar el

grado de asociacion entre las variables estudiadas.
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CAPITULO 3. EFECTOS DE LA VAINILLINA Y LOS 1-O-ALQUILGLICEROLES SINTETICOS SOBRE

COMPONENTES SANGUINEOS DE ENFERMOS CON DREPANOCITEMIA

En este capitulo se presentan los principales hallazgos de la caracterizacion, por relajacion magnética
protonica, de la polimerizacion de las moléculas de dHbS. En las mezclas de reaccion con vainillina se
encontrd un incremento del td. Esta, interrumpi6 la formacion y crecimiento organizado de los polimeros
en los dominios. Por otra parte la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos mostraron una tendencia
a revertir la drepanocitosis mediante la recuperacion de la forma biconcava discoidal, sin incrementar
los eventos hemoliticos. Se corrobora el mecanismo de accion de la vainillina mediante la inhibicion de
los sitios de contacto intermoleculares, por interaccion covalente con la Hb, que modifica su patron
electroforético y forma un complejo estable con un tiempo de vida medio 4 horas. Los
1-O-alquilgliceroles sintéticos favorecieron la formacion de equinocitos probablemente debido a las
propiedades surfactantes y como portadores de la estructura basica de los éteres de glicerofosfolipidos
y lisofosfolipidos, asi como alteraron el estado micelar critico de la estructura supramolecular de la
membrana celular. También se observd la manifestacion de un desbalance redox de los eritrocitos SS,
por deplecion del estado antioxidante de la célula, asi como un probable efecto de la vainillina y los
1-O-alquilgliceroles en la compensacion de éste, principalmente de un incremento de los antioxidantes

totales.

3.1 Actividad hemolitica de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos

A partir de los valores de DO medidos en cada mezcla de reaccion, para cada uno de los compuestos
estudiados, se calculo el porcentaje de hemdlisis (%H) ((1), 2.3). A partir de éste se calculd el valor
promedio correspondiente a cada compuesto por cada una de las concentraciones de trabajo.

El efecto hemolitico in vitro de la vainillina, el decilglicerol y el dodecilglicerol, sobre los eritrocitos de
donantes voluntarios fue no significativo (p> 0,05). El %H promedio oscil6 en un intervalo de
(0,1520,3)-(0,35:0,6) %, (0,5+0,49)~(1,311,4) %, (0,110,3)~(1,07+1,6) %; para la vainillina, 1% C10 y

C12, respectivamente. Sin diferencias (p>0,05) entre cada una de las relaciones molares empleadas.
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En el estudio del efecto hemolitico sobre las células procedentes de enfermos con drepanocitemia los
resultados fueron similares a los de donantes voluntarios, para cada uno de los compuestos evaluados.
En la Figura 2 se muestra el %H promedio calculado para cada una de las relaciones molares de la
vainillina.1% No se obtuvieron diferencias estadisticamente significativas (p=0,05) entre las relaciones
molares 1:1, 1:2, 1.4, 1:5 y 1:8. Se obtuvo un incremento moderado y significativo (p<0,05) de la
actividad hemolitica a la relacién molar 1:10, en comparacion con 1:1, 1:2, 1:4 y 1:5, y no significativo

(p=0,05) con 1:8. EI %H promedio por concentracion oscild6 en un intervalo de (0,23+0,4)-

(1,69:2,0)%.1%
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Figura 2. Efecto hemolitico de diferentes relaciones molares de la vainillina sobre los eritrocitos SS.
Porcentaje de hemolisis (%H) calculado a partir de la medicion de la DO por espectrofotometria. La
vainillina, a 1:10, increment6 (p<0,05) moderadamente la hemdlisis, con relacion a 1:1, 1:2, 1:4 y 1.5.
Los datos representan la media + D.E. de n = 9 pruebas, por relacion molar. Letras iguales indican

diferencias no significativas (p>0,05).19

Los 1-O-alquilgliceroles manifestaron un comportamiento similar al observado con los eritrocitos
procedentes de donantes voluntarios. En la Figura 3 se muestra el %H promedio, por relacion molar,
calculado en los preparados tratados con C10 y C12. Los datos indican una actividad hemolitica baja
dentro del intervalo permisible (hasta 10%) segln la técnica utilizada.1% El %H por concentracion
provocado por C10 oscil6 en un intervalo de (0,23+0,3)—(1,94+1,3) %, mientras que para C12 fue de

(0,29+0,4)-(1,11+0,8) %.
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La actividad hemolitica de C10 fue ligeramente superior a la de C12, excepto a la relacion molar 1:1. No

se obtuvieron diferencias significativas (p=0,05) entre las relaciones molares de los preparados tratados

con C12; mientras que, con C10 a la relacion 1:10 se incremento ligeramente la hemdlisis en relacion

con 1:1y 1:5 (p<0,05).

5.0 -
4.0 -
3.0

2.0 1

% Hemolisis

1.0 -
7023 _[029
0.0 SEE —

C101:1 CI121:1 C1015 Cl121:5 C101:10 C121:10

Relaciones Molares Hb:1-O-alquilgliceroles

Figura 3. Efecto hemolitico de diferentes relaciones molares de C10 y C12 sobre eritrocitos SS.
Porcentaje de hemdlisis (%H) calculado a partir de la medicion de la DO por espectrofotometria. El C10,
a 1:10, incrementd (p<0,05) moderadamente la hemdlisis con relacion a 1:1 y 1:5. Los datos

representan la media = D.E de n=7 pruebas por relacion molar. Letras iguales indican diferencias no

significativas (p=0,05).

Se compard el efecto hemolitico provocado por cada uno de los compuestos sobre eritrocitos SS y de
donantes voluntarios (Figura 4). En el caso de la vainillinal® y el C10 se obtuvo un moderado
incremento (p<0,05) en la liberacion de Hb a 1:10 para los eritrocitos SS. El %H total calculado para la
vainillina, C10 y C12 sobre eritrocitos SS fue de (0,64+0,7), (0,95+0,6) y (0,65+0,4) %, asi como

(0,24+0,3), (1,03%0,6) y (0,65+0,7) % sobre los voluntarios, respectivamente.

Se considera que a relaciones molares <1:10, estos compuestos manifiestan una actividad hemolitica
baja sobre ambos grupos celulares, que pudiera ademas ser inherente a las células, al procedimiento
de extraccion de la sangre, a la preparacion experimental, asi como a las caracteristicas de la
enfermedad. A relaciones molares > 1:10 pudiera considerarse un incremento de la hemdlisis sobre los

eritrocitos SS, aunque por debajo del 10% aceptable segun la metodologia empleada (Stanley 1987).1%
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Figura 4. Porcentaje de hemdlisis (%H) calculado para diferentes relaciones molares de la vainillina,19
C10y C12, sobre eritrocitos SS y de donantes voluntarios. Al comparar entre ambos grupos celulares
se obtuvo que la vainillina y el C10, a 1:10, incrementaron moderadamente (p<0,05) la hemdlisis de los
eritrocitos SS. Se representa la media + D.E de n=9 (vainillina) y n=7 (alquilgliceroles) pruebas por

relacion molar. Letras iguales indican diferencias no significativas (p=0,05).

Las variaciones observadas entre las pruebas en una misma relacién molar pueden tener su causa en
la no homogeneidad de los preparados utilizados. Cada uno de ellos se realiz6 a partir de sangre total

procedente de individuos diferentes, sin considerar factores hematologicos ni fisiologicos individuales.210
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Cada individuo posee caracteristicas reologicas propias. El tiempo de vida medio de los eritrocitos
normales es de 120 dias.43210 En enfermos con drepanocitemia la polimerizacion intracelular de la dHbS
dafia la membrana y ocasiona la liberacion de Hb con valores de hasta 40% de hemolisis.14643 Los
drepanocitos, debido a la polimerizacion, son mas rigidos y fragiles que los normales, por estar
sometidos a cambios intracorpusculares que causan pérdida de su elasticidad. La destruccion de éstos
consiste en la lisis intravascular como consecuencia de una fragilidad mecanica aumentada, y la
extraccion por retencion y fagocitosis en el sistema reticuloendotelial, con un tiempo de vida medio de
aproximadamente 60 dias.66211 Los cambios morfoldgicos celulares, la resistencia a factores externos,
asi como la gravedad de expresion de las CVO recurrentes y la hemdlisis cronica, varian entre
individuos, y el numero de células irreversiblemente falciformes circulantes determina el componente

hemolitico.66.212

Los resultados corroboran estudios previos realizados con 1-O-alquilgliceroles naturales de origen
marino, en los cuales se demostro que esta familia de compuestos provoca cambios morfolégicos en los
eritrocitos  sin incrementar los eventos hemoliticos.®® La vainillina, el 1-O-decilglicerol y el
1-O-dodecilglicerol tienen actividad hemolitica < 2%, sobre los eritrocitos de donantes voluntarios y
enfermos con drepanocitemia. Esto sugiere la ausencia de efectos citotoxicos sobre los eritrocitos,
blanco de accion farmacoldgica de estos compuestos, y el posible beneficio del empleo de éstos en la

clinica.

3.2 Efectos de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sobre la polimerizacion de la dHbS por

relajacion magnética protonica

Todos los patrones (HbS) procedentes de enfermos con drepanocitemia reprodujeron la curva sigmoidal
de variacion temporal de T2; lo que demostré la sensibilidad de la metodologia establecida por
Relajacion Protonica (RM-1H) para describir la cinética de la polimerizacion de la dHbS intracelular.3s
Los tiempos de relajacion inicial (T2in) y final (T2n) fueron diferentes entre réplicas, para cada una de
las mezclas de reaccion de un mismo experimento. Mostraron para los preparados tratados valores

superiores a los controles (p<0,05).
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Los valores del td, determinados a partir de la curvas de polimerizacion, fueron diferentes entre réplicas
dentro de un mismo experimento y entre experimentos diferentes, para una misma relacion molar.
Durante el estudio los valores de td oscilaron en un intervalo de 207-418 min (controles), 280-370 min
(1:1), 221-388 min (1:2), 297-401 min (1:4), 285-472 min (L:5), 357-495 min (1:6), 340-557 min (1:7),

347-584 min (1:8) y 269-422 min (1:10).

La vainillina incrementd el td de la nucleacion para cada una de las relaciones molares estudiadas vs.
los controles.3940 La Figura 5 muestra los datos de cuatro de los experimentos realizados, donde se
representa el td del patron de HbS y los preparados tratados con vainillina a 1:1, 1.2, 1.4, 1.5, 1:6, 1.7,
1:8, 1:10, 1:11, 1:13 y 1:15.3940 En los preparados con vainillina a las relaciones molares 1:11, 1:13 y
1:15, se increment significativamente (p<0,05) el td con relacién al patrén. Se calcul6 el incremento del
td (tdrwitdy) en 1,55; 1,37 y 1,48; para 1:11, 1:13 y 1:15, respectivamente. Estos datos se compararon
con los de las pruebas a las relaciones molares 1:8 y 1:10, y se encontraron diferencias no significativas

(p=0,05) entre ellos.40

Por el contrario, los 1-O-alquilgliceroles sintéticos no incrementaron el td de la polimerizacion. En la
mayoria de los experimentos el td, para los preparados tratados, se mantuvo al nivel de los patrones de
HbS. En la Figura 6 se muestran los datos de uno de los experimentos en los que se evaluaron C10 y
C12, a las relaciones molares 1:1y 1:5. Sdlo se determind un incremento, no significativo (p>0,05), del
td correspondiente al preparado con C10 a la relacion molar 1:1. Por otra parte, no se encontré relacion
entre el td y el aumento de la concentracion de los compuestos. Se considera que los
1-O-alquilgliceroles C10 y C12, pudieran inhibir la falciformacion de los eritrocitos SS por un mecanismo

no relacionado con la polimerizacion de la HbS.
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Figura 5. Curvas de la polimerizacion de la dHbS. Patron (Ptn) y preparados tratados con vainillina a las
relaciones molares 1:1, 1:2, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7, 1.8, 1:10, 1:11, 1:13 y 1:15 correspondientes a cuatro
experimentos (A, B, C, D). Valores de T2 normalizados a partir de los promedios de cada una de las
curvas, obtenidas de la variacion temporal de T2 en el Relaxdmetro Giromag®01. Valor medio del td

(min) £ D.E. de tres réplicas por patron y por relacion molar.3940
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Figura 6. Cinética de polimerizacion de la dHbS. Patrones HbS (Ptn)y preparados tratados con C10 y
C12 a relaciones molares 1:1 y 1:5, correspondientes a un experimento. Valores de T2 normalizados a
partir de los promedios de cada una de las curvas, obtenidas de la variacion temporal de T2 en el
Relaxémetro Giromag®01. Valor medio del td (min) + D.E. de tres réplicas por patrén y por relacion

molar.
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A partir de los valores de td se calcul6 el porcentaje de variacion del td (%Vtd) (2) para cada uno de los
preparados tratados con vainillina con relacion al patron, y se calculd el valor promedio por relacion

molar entre todas las pruebas realizadas (Tabla 2).

Tabla 2. Variacion del tiempo de demora (%Vtd) de la polimerizacion de la dHbS por los efectos

inhibitorios de la vainillina a las relaciones molares de trabajo.*

1:1 1:2 1:4 1:5 1:6 1:7 1:8 1:10
%Vtd 4+11 8,35+23 17,2480 20,30+11,1 254165 23+95 34+20 25454

* Cada valor como la media £ D.E. para n=20.

El %Vtd mostrd que relaciones molares > 1:4 no influyen significativamente (p>0,05) en el alargamiento

del td. Analizando individualmente cada preparado, se obtuvo un incremento del td hasta 1:6, con una
disminucion a 1:7 y nuevamente aumenta para 1:8. Al comparar los datos para 1.7, 1:8, 1:10, 1:11, 1:13

y 1:15, no se encontraron diferencias significativas (p=0,05) en cuanto al alargamiento del td.40

El aumento de los valores del T2 y el alargamiento del td de la polimerizacion es una consecuencia de
la movilidad de las moléculas de agua por inhibicion del polimero.35.198.19 Al aumentar la concentracion
es probable que se establezca un equilibrio entre las moléculas de vainillina en solucion y las enlazadas

a la Hb.40.199 Esto podria explicar el efecto retardador del td sin diferencias significativas (p=0,05) a

mayores concentraciones, lo que sugiere una saturacion de los sitios de enlace entre Hb y vainillina.

La inhibicion de los sitios de contacto intermoleculares por el enlace covalente entre la vainillina y la Hb
enlentece la polimerizacion, por lo cual las moléculas de HbS permaneceran mayor tiempo en estado
soluble y la afinidad de la Hb por el oxigeno sera mayor.23.103 L as variaciones del T2 (inicial y final) y del
td entre las réplicas de una misma prueba por relacion molar, asi como entre experimentos, pudieran
estar relacionadas con las diferencias interindividuales de los enfermos con drepanocitemia,®” asi como

con el procedimiento técnico empleado para las determinaciones.3540.199
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La vainillina se enlaza covalentemente a los grupos amino terminales (NHat) de la Hb para formar una
base de schiff.2237-40 La influencia de los substituyentes del anillo en la reactividad se manifiesta de
acuerdo a conceptos tradicionales segun los efectos estéricos y electronicos. Los grupos enlazados al
formilo no impiden estéricamente el acceso hacia el carbono del carbonilo (CO). El nucleo aromatico
posee propiedades electrodonoras que hacen al carbono del CO menos deficiente electronicamente.16
En posicion meta se encuentra el grupo metoxi (OCHs) con efectos inductivo negativo (-1) y mesomérico
positivo (+M), mientras que, en para esta el hidroxilo (OH) con -I y +M predominante. Por tanto, los
pares electronicos del oxigeno se conjugan con el sistema aromatico y aumentan la densidad
electronica. Estos efectos hacen que el carbono del CO tenga la reactividad disminuida para la adicion
nucleofilica y la estabilidad del producto intermediario sea menor.16 Debido a la combinacion de estos

efectos, electronicos y estéricos, la actividad de la vainillina se considera moderada.2240

A partir de estos resultados se considera oportuno utilizar concentraciones < 1:4 en posteriores estudios

para evaluar su actividad farmacoldgica en la clinica de la drepanocitemia.

Se corrobord el valor potencial de la técnica de RMN como metodologia para determinar la actividad
antipolimerizante, mediante un experimento con la sangre correspondiente a donantes voluntarios

(solucién de HbA) (Figura 7).

Ptn m=-0,055
1.1 -=-==1:1 m=-0,035
i 1:2 m=-0,030

T2 (ms) normalizado

0.6 —TT T T T 7T
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Figura 7. Curvas promediadas y normalizadas a partir de la variacion temporal del T2 medida en el
Relaxometro Giromag®01, para la solucion de HbA tratada con vainillina a las relaciones molares 1:1,

1:2 'y 1:10 correspondientes a un experimento. Se muestran los valores de la pendiente (m).
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Se demostro, en las condiciones experimentales establecidas, que la HbA no polimeriza, por lo que no
se obtiene una curva sigmoidal como la que caracteriza a la HbS (Figura 7).112 La vainillina también
reacciona con la HbA para formar la base de schiff,2238 razon por la cual la movilidad de las moléculas

de agua varia en menor proporcion con el incremento de la concentracion de ésta.

3.3 Modificacion del patron electroforético de la Hb por la vainillina mediante focalizacion

isoeléctrica en gel de poliacrilamida

Los marcadores de pl se aplicaron en todas las corridas electroforéticas y se confeccionaron curvas de
calibracion (pH/distancia de migracién (cm)) para cada una con el objetivo de garantizar la confiabilidad
de los resultados y determinar la reproducibilidad del gel de poliacrilamida. El analisis de la pendiente
(valor medio: 0,39+0,05) de cada recta mostro un 8% de error.38 En cada uno de los geles se midié la
distancia de migracién (cm) de las bandas focalizadas del proteinograma para cada aplicacion. Se
calculd el pl a partir de la ecuacion correspondiente a la curva de calibracion de los marcadores y se

promediaron los valores finales para establecer la diferencia entre los controles y tratadas.

A partir de la ecuacion de la recta se calculd el pl experimental de los marcadores, obteniendo en el
caso de la anhidrasa carbdnica | de eritrocitos humanos (6,57+0,01) y para la mioglobina de corazén de
caballo | (6,84+0,02) y Il (7,17+0,03), respectivamente. Valores aproximados a los teoricos informados
para ambos marcadores (6,6; 6,8 y 7,2). Se obtuvo una reproducibilidad del gel de poliacrilamida con un
5 % de variacion. Evaluando la distancia de migracién de las muestras de sangre y los marcadores se
obtuvieron valores entre 4 y 5 % de variacion, aceptables pues se enmarcan dentro del intervalo de

error del método y la reproducibilidad del gel.38.200

En los preparados tratados con vainillina se obtuvo una banda tenue en posicion anodal a la banda de
la Hb que se corresponde con el complejo Hb-vainillina descrito por Zauug (1977).2238 Las bandas
focalizadas para uno de los preparados se muestran en la Figura 8. El valor del pl para la HbA fue

7,121 (C, 1) y el del complejo 7,069 (M, 2).38
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Se ha informado para el complejo entre la HbA y el 4-cianobenzaldehido,?? aldehido aromatico con
fuerte actividad antipolimerizante, un valor de pl = 6,90, con una variacion del 2,4 % al comparar con el
7,069 determinado para la vainillina estudiada.3® Para el complejo con HbS no ha sido informado un
valor de pl por lo cual no fue posible realizar un analisis comparativo. En la Tabla 3 se muestran los

valores medios de pl de los preparados con HbA y HbS calculados.

Tabla 3. Valores de pl de las bandas correspondientes a los controles y preparados, con Hb humana
normal (HbA) y HbS, tratados con vainillina a la relacion molar 1:20, obtenidos por focalizacion
isoeléctrica en gel de poliacrilamida T=7,5 %, C=3 % (125 mm x 260 mm x 0,5 mm) (Pha-LKB).*38

Muestra pl Muestra pl
Control HbA 7,121 £ 0,034 (0,47 %) Control HbS 7,39 £ 0,06 (0,86 %)
HbA no modificada 7,099 + 0,026 (0,36 %) HbS no modificada 7,38 £ 0,08 (1,15 %)
HbA:vainillina 7,069 £ 0,027 (0,38 %) HbS:vainillina 7,33 £0,06 (0,9 %)

*pl calculado a partir de las ecuaciones de regresion lineal de cada experimento, como la media + D.E. (% error)

para n=11 (HbA) y n=13 (HbS).
Mpl
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b Mioglobina
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Figura 8. Proteinograma correspondiente a la Hb (1) y al complejo Hb:vainillina (2) en la mezcla (M)
tratada con vainillina a la relacion molar 1:20. (C) Control HbA.plup:vainiina = 7,069 determinado a partir de
valores experimentales de los marcadores (Mpl): anhidrasa carbdnica | de eritrocitos humanos (6,57) y
mioglobina de corazon de caballo | (7,17) y Il (6,84), C=1 mg/mL. Gel de poliacrilamida T=7,5 %, C=3 %
(125 mm x 260 mm x 0,5 mm).38
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3.4 Interaccién entre la vainillina y la Hb por cromatografia liquida (HPLC)

Se realizaron las reacciones de la Hb con la vainillina y se obtuvieron en todos los cromatogramas l0s
picos correspondientes a la Hb y al complejo Hb:vainillina.201.202 No se detectaron picos de interferencia
en la vainillina, en la fase movil o las mezclas de reaccion. Los picos gaussianos son poco frecuentes
en cromatografia por lo que se analizo la simetria (As), magnitud que determina la tolerancia de los
errores, de los picos de la Hb y del complejo.38202 Esta, al igual que la resolucion de los picos en los
cromatogramas, fue analizada con el software NELSON. Se obtuvo un valor medio de resolucion igual a
1,059 con un coeficiente de variacion de 2,74 %. A un 5 % de la altura del pico, el complejo mostré una
As anterior igual a 1,29; mientras el de la Hb fue As = 1,12, valores méas pequefios que el valor maximo

de asimetria informado en la literatura (As= 2,00).38.202

En la Tabla 4 se muestran los datos del area de los picos de la HbS y del complejo Hb:vainillina,
correspondientes a los preparados tratados con vainillina a las relaciones molares 1:20 (A) y 1:10 (B),
obtenidos en uno de los experimentos por HPLC-IC.38 En la mezcla de reaccion a la relacion molar 1:20
se obtuvo a los 90 min de incubacién el mayor pico del complejo. Este representd el 67,34 % con
respecto al de la Hb y disminuy6 en el tiempo hasta la total desaparicion 8 h después de la incubacion.
Se comprobd que con el tiempo el area del pico del complejo disminuye; mientras que el de la Hb
aumenta, en un 5y un 10% con respecto al anterior. Los tiempos de retencion (TR) del complejo y la Hb
fueron de (18,17+0,015) min y (18,78+0,023) min, respectivamente. Con un error relativo de 0,0013 %

(cv=0,00023) y 0,003 % (cv=0,0053).3¢

El &rea del pico del complejo Hb:vainillina se incrementd con la concentracion de la vainillina. En la
relacion molar 1:10 el pico de mayor area se obtuvo a los 30 min de incubacion, aunque comparado con
el pico mayor a 1:20, fue mucho menor (Tabla 4 B). Los TR del complejo y la Hb fueron de (18,6+0,03)
min y (19,08+0,02) min, respectivamente, con un error relativo de 0,004 % (cv=0,00075) y 0,004 %
(cv=0,00083). En cuanto al porcentaje que representd el area de los picos del complejo con respecto a

los de la Hb el mayor fue de 15,1% y disminuy6 hasta 4,06 % a las 6:30 h después de la incubacion.38
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De forma general se obtuvo que el complejo Hb:vainillina, con relacion al area del pico mayor, decae
hacia las 4 h entre un 54 % y un 53 % para las relaciones molares 1:20 y 1:10, respectivamente. Esto
indica la estabilidad in vitro del complejo Hb:vainillina, con un tiempo de vida medio (ti2) de 4 h,

independientemente de la concentracion de la vainillina en la mezcla de reaccion.38

Tabla 4. Datos de los cromatogramas obtenidos por HPLC-IC de las mezclas de reaccion entre la
vainillina y la HbS, a las relaciones molares 1:20 (A) y 1:10 (B), correspondientes a un experimento. Se
muestran, para los diferentes tiempos de incubacion, el area de los picos de la HbS y del complejo
Hb:vainillina; el porcentaje (%) que representa el area del pico del complejo con relacion a la Hb; asi

como los tiempos de retencion (TR) para el complejo y la Hb.

A
Incubacion drea e T % érea TR compieio TR up
(h:min) complejo complejo (min) (min)
1:30 720 231 1069 480 67,34 18,17 18,78
2:00 565 980 1183790 47,81 18,19 18,81
2:30 487 586 1247018 39,10 18,16 18,80
3:00 441 759 1384 747 31,90 18,16 18,78
4:00 391 157 1498 972 26,09 18,16 18,78
7:30 113915 2 691 125 4,23 18,15 18,75
TR medio+D.E. 18,17+0,014  18,78%0,021
B
0:30 324 226 2146 894 15,10 18,14 19,08
1:00 270 217 2 265 442 11,92 18,13 19,06
1:30 268 287 2 395 373 11,20 18,14 19,06
2:00 220611 2431648 9,07 18,15 19,08
3:30 193 756 2 703 257 7,16 18,19 19,10
4:00 172 612 2772 548 6,22 18,19 19,11
6:30 159 218 3913 022 4,06 18,19 19,07
TR medio=D.E. 18,16+0,03  19,08+0,02

En el experimento realizado con la sangre procedente de donantes voluntarios (HbA) tratada con
vainillina a la relacion molar 1:20 también se obtuvo el pico correspondiente al complejo y a la Hb, como

se muestra en la Figura 9. EL TR de la Hb fue de 20 min y para el complejo de 18 min.38
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Los complejos de la vainillina con la HbA y la HbS tienen TR més cortos que la Hb control, lo cual en
una columna de IC indica que el complejo tiene menor carga positiva que la proteina nativa.®® La
reaccion con la HbA'y la HbS in vitro, en sangre total, demostré que la vainillina puede transitar entre las
proteinas plasmaticas, entrar a los eritrocitos y reaccionar covalentemente con la Hb como fue mostrado

por EIE.38

0.25

Absorbancia (AU)
o

-0.05
10 20 30 40 50 60

Tiempo (min)
Figura 9. Cromatograma tipico de la reaccién entre la vainillina y la HbA obtenido por HPLC-IC a 4=545
nm, con fase mavil: 0-100 % B (A + CH;COONa 0,15 M; pH 6,40) 10 min; 100 % B 8 min; 100 - 0 % B
2 min; vi = 1 mL/min. A (BIS-TRIS 0,05 M; KCN 0,0015 M; pH 6,4). El pico pequefio corresponde al
complejo HbA-vainillina y el mayor a la Hb. TR complejo =18 min, TR Hb=20 min.38

En la evaluacion general del estudio se obtuvo que, la resolucion fue mayor que 1,5y la variacion de los

TR fue menor del 2 % (=0,05). Las diferencias encontradas entre los cromatogramas para cada uno de
los tiempos de inyeccidn fueron no significativas (p=0,05). Los valores de area normalizados mostraron
que, en promedio, el rea del complejo Hb:vainillina decae hacia un 50 % del mayor valor a las 4 h, su

t12.38 Este resultado in vitro sugiere que in vivo, podria ocurrir mas rapido, en parte debido a la

oxidacion de la vainillina y su excrecion como acido vanilico.z

A partir de estos resultados se concluye que la vainillina reacciona tanto con la HbA como con la HbS

para formar un complejo Hb-vainillina estable, con un ty, de cuatro horas. Este hallazgo demuestra la

actividad de la vainillina como agente antidrepanocitico.22.23.38
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3.5 Efectos de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos sobre los eritrocitos SS

Mediante el conteo del nimero de eritrocitos deformes bajo condiciones anoxigénicas, las cuales
favorecieron la polimerizacion de la HbS vy la falciformacion de los eritrocitos, se observd una inhibicion

de la drepanocitosis para los tres compuestos a las relaciones molares estudiadas.
3.5.1 Efectos de la vainillina sobre los eritrocitos SS

En la Tabla 5 se muestran los datos del conteo eritrocitario en los controles positivos (eritrocitos SS sin
vainillina) y en los preparados con vainillina durante la observacion al microscopio Optico luego de 6 h
(ten), 12 h (t12n) ¥ 24 h (t2an). Los controles positivos al inicio del experimento (to, datos no presentados
en la tabla) mostraron eritrocitos aparentemente normales y un 5 % de drepanocitos. Alas 6 hy 12 h se
observo, con relacion al to, un incremento significativo (p<0,05) de los drepanocitos, para un 13 %y 14
% respectivamente; mientras que a las 24 h se observo un 20 % (p<0,05). Entre el control positivo y el

negativo (eritrocitos SS con solucidn vehiculo) no se observaron diferencias significativas (p=0,05) para

todos los tiempos, por lo cual no se presentaron los datos.

En los preparados tratados con vainillina, para cada relacion molar, no se observaron diferencias

significativas (p=0,05) entre cada uno de los tiempos de incubacion. Al comparar éstos con los controles

positivos se observé un menor numero de drepanocitos en los preparados (p<0,05), con una tendencia
a la recuperacion de la forma biconcava discoidal. Este comportamiento fue similar para las tres
relaciones molares en todos los tiempos. En la Figura 10 se muestran las microfotografias tomadas a
uno de los preparados utilizados como control positivo durante la observacion inicial to (A) y final tan (B),

y a un preparado con vainillina, a 1:10, en el transcurso de las 6 h (C) y las 24 h de incubacion (D).

Los resultados corroboran los informes bibliograficos sobre la dependencia de la deformacion de los
eritrocitos con la polimerizacion de la dHbS.102.109 Al establecer condiciones anoxigénicas se induce la
polimerizacion de la dHbS y como consecuencia la falciformacion de los eritrocitos, por lo cual en los
controles positivos se encontré un mayor nimero de alteraciones morfologicas en el transcurso del

tiempo.109
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Tabla 5. Conteo eritrocitario en los controles positivos (solucion de eritrocitos SS diluidos con PBS pH
7,4) y los preparados tratados con vainillina, a las relaciones molares 1:1, 1:2 y 1:10, durante la
observacion al microscopio 6ptico MHN 8 (20 x 0,65) a las 6h, 12 h'y 24 h de incubacion.*

NUmero de eritrocitos deformes

Preparados valor medio (minimo - maximo) n = 16
toh ti2n toan
Control positivo 25 (22 - 28)2 29 (27 - 32)° 40 (33 - 44)c
1:1 5(3-7) 6 (3-9) 8 (5-12)
1:2 4(3-7) 5(3-6) 7(5-10)d
1:10 4 (3-6) 5(4-6) 7(3-11)

*Se representa el intervalo y el valor medio (n = 16) del nimero de eritrocitos falciformes para cada tiempo de

reaccion. Letras iguales indican diferencias no significativas (p=0,05).

Figura 10. Microfotografias tomadas a un control positivo (eritrocitos SS) y a un preparado tratado con
vainillina a la relacion molar 1:10, durante la observacion al microscopio 6ptico MHN 8 (20x0,65) luego
de la incubacion. A = control positivo (to), B = control positivo (tzan), C = tratado (ten), D = tratado (toan).
Se observa en el control positivo, a las 24 h, un mayor nimero de eritrocitos deformes con mayor dafio
celular y en los tratados con vainillina (C, D) una recuperacion de la forma discoidal de éstos.

La presencia de algunos eritrocitos deformes en los preparados tratados con vainillina se debe a células

irreversiblemente deformes que no fueron capaces de recuperarse del dafio estructural.134213
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En condiciones anoxigénicas la vainillina induce cambios en la reologia celular que restablecen la forma
discoidal de los eritrocitos, lo cual esta relacionado con su mecanismo de accién antipolimerizante.23.109
El complejo Hb:vainillina es una variante hemoglobinica de alta afinidad por el O,y la polimerizacion-
falciformacion ocurre en menor grado adn a bajas concentraciones de éste.2240 Por otra parte, reduce la
perdida de K*y H.0O, por lo que disminuye la contraccion celular.82 Como consecuencia disminuiria la
probabilidad de falciformacion intracapilar y la adhesion endotelial, con una disminucién de los eventos

VO, 6971

3.5.2 Efectos de los 1-O-alquilgliceroles sintéticos sobre los eritrocitos SS

Los 1-O-alquilgliceroles ocasionaron variaciones morfologicas a los dos intervalos de tiempo evaluados
como consecuencia de una inhibicion de la drepanocitosis para ambos compuestos a las relaciones
molares estudiadas. En todos los controles (Figura 11) se observo un elevado nimero de drepanocitos

con un aumento significativo (p<0,05) a las 48 h (38 %) con relacion al 18 % encontrado a las 24 h.

Figura 11. Microfotografias tomadas a un control positivo (eritrocitos SS+ bisulfito de Na) a las 24 y 48 h
en el microscopio 6ptico Laborlux S, amplificacion 40x. A: ton, B: tsen. Se observan drepanocitos en

ambas imagenes, con un mayor nimero a las 48 h.

En la Tabla 6 se muestra el conteo eritrocitario realizado a los controles positivos y preparados tratados
con los compuestos a los intervalos 24 (t2an) y 48 h (tsn). Al comparar el control positivo a las 24 h con
el C10 y C12 a las dos relaciones molares estudiadas se encontraron diferencias significativas entre

éstos (p<0,05). Un comportamiento similar se observod a las 48 h de incubacion.
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Se encontro ademas, una tendencia al aumento de la drepanocitosis para el control positivo a las 24y a
las 48 h. Sin embargo, los 1-O-alquilgliceroles mostraron la misma tendencia a la inhibicion de la
drepanocitosis a los tiempos estudiados, independientemente de las concentraciones empleadas

(p=0,05).

Tabla 6. Conteo eritrocitario en los controles positivos (eritrocitos SS + bisulfito de Na) y los preparados
tratados con C10 y C12, a las relaciones molares 1:1y 1:5, durante la observacion al microscopio optico
LaborLux S, Leitz, 40X, a las 24 h y las 48 h de incubacion.*

Namero de eritrocitos deformes

Preparados valor medio (minimo - maximo) n = 16
toan tagn
Control positivo 35 (15 - 48)2 76 (62 - 82)d
C101:1 7 (1-10) 5(0 - 10)
C101:5 7(2-9)r 4 (0-15)
C121:1 8 (1-15) 5(0-7)
C121:5 5(2-59) 2(0-5)

*Se representa el intervalo y el valor medio (n = 16) del numero de eritrocitos falciformes para cada tiempo de
reaccion. Letras iguales indican diferencias no significativas (p=0,05).

Por el contrario, si comparamos los controles con los preparados tratados con C10 a las relaciones
molares 1:1y 1.5, observados a las 24 h y 48 h, se evidencia una disminucion significativa (p<0,05) del
numero de drepanocitos y la aparicion de equinocitos (Figura 12). En esta figura se muestran dos de
los preparados tratados con C10 a las relaciones molares de trabajo. Como se observa, a las 48 h de
incubacion (B, D), casi todos los eritrocitos se transformaron en equinocitos, aunque también se
aprecian algunos con forma biconcava discoidal. Este resultado pudiera estar relacionado con un efecto
modulador de los 1-O-alquilgliceroles sobre la membrana eritrocitaria.28-30 A la relacion molar 1.5 el C10

mostré el mismo comportamiento.
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Figura 12. Microfotografias tomadas a un preparado con C10 a las relaciones molares 1:1y 1.5, a las
24 h'y 48 h, en el microscopio 6ptico Laborlux S, amplificacion 40x. A: 1:1 (tan), B: 1:1 (tasn), C: 1.5
(tan), D: 1:5 (taen). Se observan equinocitos y algunos eritrocitos discoidales, en todas las imagenes, con

un mayor numero de los primeros a las 48 h para ambas relaciones molares.

El C12 (1:1 y 1:5) mostré similar efecto al observado para C10 (Figura 13). Se corroboraron los
resultados con los 1-O-alquilgliceroles de gorgonaceas y del aceite de higado de tiburdn, asi como con
los sintéticos C16 y C18; en los cuales se demostrd que estos compuestos inhiben o retardan la
transformacion drepanocitaria de los eritrocitos de enfermos con diferentes hemoglobinopatias sin

incrementar la hemolisis.30

La deformacion eritrocitaria, asociada al incremento del recambio lipidico y a las variaciones de la
fluidez de la membrana celular, puede ocurrir por la accion de agentes enddgenos o exdgenos.?!! Las
variaciones equinogénicas son reversibles, méas flexibles que los drepanocitos y pueden conducir a una
hemdlisis tardia en dependencia del tiempo de exposicion y concentracion al agente equinogénico. Este

proceso, por lo general, se revierte siempre que se elimine el factor desencadenante.?11.212
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v

Figura 13. Microfotografias tomadas a un preparado con C12 a las relaciones molares 1:1y 1.5, a las
24y a las 48 horas, en el microscopio Optico Laborlux S, amplificacion 40x. A: 1:1 (toan), B: 1:1 (tasn), C:
1:5 (taan), D: 1:5 (tsen). Se observan los equinocitos en todas las imdgenes, aunque con una mayor

definicion estructural a las 48 h para ambas relaciones molares.

Considerando que los 1-O-alquilgliceroles poseen la estructura béasica de los éteres de
glicerofosfolipidos y los lisofosfolipidos, como la 2-lisofosfatidilcolina, cuyos efectos equinogénicos han
sido demostrados,® se pudieran interpretar los cambios morfoldgicos producidos por el C10 y el C12
sintéticos, como resultado de la alteracion del estado micelar critico de la estructura supramolecular de
la membrana celular, probablemente asociados a las propiedades surfactantes que se atribuyen a estos

compuestos.28-32

El comportamiento de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos sobre los eritrocitos SS constituye

un hallazgo sobre los beneficios que pudieran aportar en el tratamiento de las anemias hemoliticas.
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3.6 Efectos de la vainillina sobre los eritrocitos SS por microscopia electronica de transmision

(MET)

En todos los preparados procedentes de donantes voluntarios con HbA se observaron eritrocitos en la
forma biconcava discoidal que los caracteriza, con una estructura interior homogénea compuesta en su
mayoria por los tetrameros de Hb en solucion (Figura 14).203 Mientras que en las microfotografias
realizadas a los controles procedentes de enfermos con drepanocitemia (HbS) (Figura 15), se
observaron eritrocitos morfologicamente diferentes a los normales, completamente falciformes y con
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 irregularmente, y predominaba una orientacion en forma
de dominios hacia los extremos de la célula.101.108203 Seq(n ha sido descrito en la literatura estas fibras
constituyen una organizacion compleja de los polimeros de dHbS, diferenciandose de la estructura

homogénea presente en |os eritrocitos normales.43.102,103

AA10 80.0 kV x 34k 200 nm AA1080.0 kVx 17k 500 nm

Figura 14. Microfotografias electronicas realizadas a un preparado con eritrocitos procedentes de

donantes voluntarios (HbA) en el tiempo inicial (to), en el Microscopio Electronico Jeem 2000 EX Jeol,
voltaje de aceleracion 80.0 kV. A: to, x34k, 200 nm. B: to, x17k, 500nm. Se observa la forma discoidal

con una estructura interior homogénea compuesta por los tetrameros de Hb en solucion.203

En los preparados tratados con vainillina (Figura 16) no se observaron, en un nimero elevado de los
eritrocitos, las fibras de los polimeros de dHbS, y si una tendencia al incremento del ndmero de

eritrocitos en estado bicéncavo discoidal.125.203
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$S 5h 80.0 kV x50k 200 nm $S 124h 80.0 kV x 20k 500 nm

Figura 15. Microfotografias electronicas realizadas a los controles positivos (eritrocitos procedentes de

enfermos con drepanocitemia), en el tiempo inicial (to), 5 h (tsn) ¥ 24 h (taan), en el Microscopio
Electrénico Jeem 2000 EX Jeol, voltaje de aceleracion 80,0 kV. A: to, x20,4k; 500nm. B: to, x34Kk;
200nm. C: tsh, x50k; 200nm. D: taan, x20k; 500nm. Se observan eritrocitos con formas no comunes que
contienen estructuras largas en forma de "pelos” o fibras, distribuidas irregularmente en dominios.203

Al observar detenidamente las células tratadas con vainillina, se pudo apreciar que no habia fibras en
zonas especificas, y se encontré en ellas sélo pequefios fragmentos que indicaban la interrupcion del
crecimiento y la alineacion de los polimeros de dHbS.103203 | 3 comparacion de las microfotografias
electrdnicas de los eritrocitos tratados y los controles permitid demostrar, cualitativamente, que ocurre
reaccion y que al final de cada tiempo de incubacion (tsn y toan) se forma un complejo Hb:vainillina
estable, el cual pudiera incidir directa o indirectamente en la inhibicion de otros sitios de contacto

intermoleculares como ha sido informado en la literatura.23.106,125,203
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De esta forma contribuye a la desestabilizacion de los polimeros e impide su crecimiento y alineacion;
es decir, interrumpe la distribucion de las fibras en forma de dominios hacia los extremos de los

eritrocitos, lo cual contribuye a la disminucion de los dafios a la membrana celular.101-103.108,109

$S +V t24h 80.0 kV x 8000 1 pm

Figura 16. Microfotografias electronicas realizadas a los eritrocitos procedentes de enfermos con
drepanocitemia tratados con vainillina a la relacion molar 1:4, durante 5 h (tsn) y 24 h (tan), en el
Microscopio Electronico Jeem 2000 EX Jeol, voltaje de aceleracion 80.0 kV. A: tsy, x30k, 200nm. B: toan,
x50k, 200 nm. C: tan, x8000, 1 x«m. Se observan eritrocitos con su forma discoidal caracteristica y

algunas zonas que indican la interrupcion de las fibras poliméricas (A, B).203

En el estado desoxigenado de la Hb se desencadena la polimerizacidn por tanto se sugiere, a partir de
que ocurren maltiples ciclos de oxigenacidn-desoxigenacion, que el incremento del td es la causa que
justifica la tendencia a la manifestacion de la forma biconcava, asi como una moderada contribucion a la
restauracion de algunas de las células anteriormente deformadas.?’-100 Aunque se observaron,
minoritariamente, algunas células irreversiblemente deformadas en algunos de los campos de

observacion.213
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La gravedad de expresion de las CVO recurrentes y la hemdlisis cronica varian entre individuos y el
numero de células irreversiblemente falciformes circulantes determina el componente hemolitico;461.213
entonces la recuperacion de la elasticidad y la disminucion de la fragilidad mecanica de los eritrocitos,
extendiendo el ty», més alla de los 60 dias informados, influiria en el mejoramiento de la calidad de vida

del enfermo por drepanocitemia.211.212

La inhibicion en la formacion de las fibras de los polimeros de dHbS observada por MET, en los
eritrocitos tratados con vainillina (tsn, tan) para una razon molar Hb: vainillina 1:4, asi como la tendencia
al incremento del nimero de eritrocitos en estado biconcavo discoidal, corroboran lo planteado sobre la

moderada actividad antidrepanocitaria de la vainillina.22.23.36-40

3.7 Evaluacion preliminar del estado redox en la drepanocitemia

En la drepanocitemia, como se ha informado para la mayoria de los estados patologicos, se presenta un
balance del sistema redox como consecuencia de la deplecion de los componentes antioxidantes.86-91
Los resultados en cuanto al deshalance redox en los preparados procedentes de enfermos con
drepanocitemia fueron preliminares. Se encontraron variables concentraciones de AT en cada uno de
ellos en un intervalo de (0,8 - 2,2) mmol/L (Tabla 7), en comparacion con el VR informado por el CEIEB

para una poblacién aparentemente sana.204.208

Este hallazgo corrobora lo planteado en la literatura sobre el deshalance del sistema redox encontrado
en enfermos con drepanocitemia, como consecuencia de la deplecion de los componentes
antioxidantes, lo cual pudiera estar relacionado con un elevado consumo metabdlico de los endogenos
asociado a un bajo consumo los ex6genos.8” Se incrementa la produccién y liberacion de ERO,
situacion favorecida por las frecuentes etapas de crisis de estos enfermos estrechamente asociadas a

eventos inflamatorios. 9!
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Tabla 7. Concentracion de los AT, MDA vy actividad de algunos de los componentes del sistema
antioxidante endégeno (GSH, CAT, SOD) en los enfermos con drepanocitemia en comparacion con los
valores (VR) reportados por el CEIEB, para una poblacion supuestamente sana.*

AT MDA GSH SOD CAT
mmol/L UM mg/L UmL1mint ULImin1
Enfermos 0,8-2,2 2,9-13,8 95,6-243,4 5,39-20,48 705-1530

(1,4+05)  (47+29) (1645+446) (132+4,7) (10602 +2207)

VR CEIEB 13-1,77 1,74 +0,27 786 + 1146 1,45+0,15 161 +12,5

*Se representa el intervalo de concentracion y la media + DE para n = 14 enfermos.

La concentracion de MDA, en el plasma de estos enfermos, fue alta en comparacion con el VR. Este
incremento del MDA probablemente esté asociado a los dafios de los fosfolipidos y las proteinas de la
membrana eritrocitaria, como se ha informado por otros autores.%3209 Por otra parte, se encontrd una
disminucion de la concentracion plasmatica de GSH, asi como un incremento de la actividad SOD y

CAT.

El poder reductor en los eritrocitos es proporcionado fundamentalmente por el GSH y la coenzima
NADPH, formada en la ruta del fosfogluconato, que integran el sistema antioxidante de los éstos
(Figura 17).84214 E| GSH constituye un excelente secuestrador de radicales a la vez que protege contra
la oxidacion a los grupos tioles de las proteinas.84214 Se ha informado que en algunos enfermos la
G6PG es disfuncional, que afecta la generacion del poder reductor de los eritrocitos.207.215 Es por ello
que las bajas concentraciones de GSH encontradas pudieran asociarse con un desbalance redox por

exceso de ERO y un incremento del dafio a las proteinas de la membrana.9.216.217

La SOD, una metaloenzima (Mn-SOD, Fe-SOD, CuZn-SOD) presente en los organismos aerobicos y
compartimentos celulares que generan ERO, cataliza la dismutacion del anién O a H,02 y 02.93 El
incremento de la actividad de ésta pudiera ser un mecanismo de respuesta al exceso de Oy~ por la
aceleracion de la autoxidacion espontanea de HbS, asi como a los eventos inflamatorios

asociados.69.217
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SISTEMA ANTIOXIDANTE EN ERITROCITOS SS

Generacion de poder reductor

Incrementa | SOD | Incrementa
[H202] - 10271

ERITROCITO SS

' Disfuncional G6P CAT
DH

GSSG [GSH] » ==

Peroxidacion de lipidos y proteinas
de membrana, desestabilizacién del |
citoesqueleto, alteracion de la [
fluidez de la membrana.

Figura 17. Sistema antioxidante en los eritrocitos SS. POL: peroxidacion lipidica, G6PD: glucosa-6-

fosfatodeshidrogenasa.?t’

Si se tiene en cuenta que se trabajé con sangre procedente de enfermos con drepanocitemia, la
hemdlisis pudo ser uno de los factores que influyd en el incremento de la actividad de CAT. Esta se
localiza en mitocondrias y peroxisomas, excepto en los eritrocitos que se encuentra en el citosol.28
Cataliza la remocion del H20, generado en los procesos redox del metabolismo celular, mediante la
conversion en H.O y 0,.218 Al parecer, en estos enfermos se incrementa la actividad de SOD y CAT
como respuesta al exceso de O, y H.0, que se manifiesta en la enfermedad, lo cual pudiera ser el
resultado de una respuesta compensadora.88 No obstante, esta actividad no se incrementa sin la
presencia de H20-, por lo cual se infiere que son varios los factores implicados. En primer lugar, dafio
de la membrana por peroxidacion lipidica que facilita la incorporacion de la enzima al plasma sanguineo
y en segundo lugar la produccion de H,O; por la enzima SOD como consecuencia del incremento en la
liberacion de O, en los procesos de oxidacion.8687.93 | a SOD y la catalasa constituyen la primera linea
de defensa antioxidante.8 La relacion CAT/SOD calculada fue de 0,08 < 0,11 (VR), lo cual indica una
acumulacion de H20,.87

La manifestacion del desbhalance redox detectado pudiera estar, ademas, relacionada con la

polimerizacion de la HbS y alteraciones de la membrana eritrocitaria.2!?
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De forma general, el desbalance redox y la deplecion de los antioxidantes se ha relacionado con la
disfuncién endotelial y por tanto, con la expresion y la activacién de CAM, que facilita la adhesion y
migracion de reticulocitos y monocitos responsables de la obstruccion y los eventos vasooclusivos
recurrentes.6976.91 E| aumento de los indicadores de dafio oxidativo y la expresion de CAM, pudiera a
su vez relacionarse con el incremento de la actividad XO. Esta es una de las posibles fuentes de 0% y
H.0. en la drepanocitemia y, quizds una de las causas de las bajas defensas antioxidantes que se
aprecian en estos enfermos.®! Durante los procesos de peroxidacion lipidica se altera la fluidez de la

membrana plasmatica y las funciones de transporte idnico, entre otros.84:89

3.7.1 Efectos de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos en el desbalance redox

En la sangre de enfermos con drepanocitemia tratada in vitro con vainillina y 1-O-alquilgliceroles
sintéticos se incremento (p<0,05) la concentracion plasmaética de los AT en comparacion con la obtenida
en los enfermos (Tabla 8). Mientras que la concentracion de MDA se mantuvo al mismo nivel de la de
los enfermos. Estos resultados indican que estos compuestos no interfieren con el mecanismo de
peroxidacion lipidica, al menos, en las condiciones experimentales establecidas no se observaron

efectos anti o prooxidantes.8”

Los preparados tratados con vainillina disminuyeron significativamente (p<0,05) la actividad SOD vs. los
enfermos. Esta pudiera, indirectamente, disminuir la actividad de la enzima probablemente mediante la
captura del 0+.219 La vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos mostraron una tendencia a
incrementar (p<0,05) la actividad CAT, particularmente los 1-O-alquilgliceroles a la relacion molar 1:5.
La relacion CAT/SOD a partir de las mediciones en los preparados tratados con vainillina y
aquilgliceroles sintéticos, fue de 0,54 (vainillina); 0,21 (C10 1:1); 0,26 (C10 1:5); 0,25 (C12 1:1) y 0,31
(C12 1.5); superiores vs. los enfermos (0,08) y el VR (0,11). Esto indudablemente estéa relacionado con
el incremento de la actividad de los antioxidantes exdgenos por efecto de los compuestos evaluados.&
La deplecion del estado redox de los eritrocitos procedentes de enfermos con drepanocitemia fue
parcialmente compensada por accion de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos, a las relaciones

molares estudiadas.
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Tabla 8. Concentracion de los AT, MDA vy actividad de algunos de los componentes del sistema
antioxidante enddégeno (GSH, CAT y SOD), en los preparados tratados in vitro con vainillina (1:4) y 1-O-
alquilgliceroles sintéticos (1:1y 1.5).*

AT MDA GSH SOD CAT
mmol/L puM mg/L UmL-1min-t UL-tmin-t

Vainillina 34-43 43-7 278 - 335,2 36-6,1 1378 - 4890
1:4 (38+£04)P (488+12)92 (312,1+194)p (48£0,7)P (2602,5+1059,8)°

1011 35-153 22-172 98,4 - 220,2 4,2-248 1485 - 4380
' (94+£54)% (466+21)2 (1450+458)a  (13,2+10,8)2 (2823,1£915,3)P

C10 15 2,6-3,7 203-16  104,9-365.22 6,9-279 2460 - 4950

' (3,0£05P (659+49)a (173,9+829) (13,5+9,6)2 (3599+823,1)c

c12 11 46-15 24-69 96,5 —307,2 41-251 1395 - 4170
' (11,1 +£49)c (468+21)2 (1748+76,4)2 (10,1+7,2)2 (2593,1+1003,2)°

C12 15 99-149 24-114 98,4 —243,4 4,1-29,7 1170 - 4605

(11,5+25° (64+51) (1514+481)  (11,5¢10,2)8  (3608,6+1037,5)c

*Se representa el intervalo y la media = D.E. para n=9. Letras iguales indican diferencias no significativas

(p=0,05) entre cada uno de los compuestos evaluados por determinacion bioquimica.

Se ha informado que la vainillina tiene caracteristicas antioxidantes y bioantimutagenas202! funciones
probablemente asociadas a la actividad antidrepanocitaria. Estas propiedades pudieran intervenir, de
alguna forma, en la restauracion del estado antioxidante del eritrocito y otras células relacionadas con la
drepanocitemia, como las endoteliales. Los estudios in vitro de la vainillina sobre la citotoxicidad, las
mutaciones y las aberraciones cromosomicas, inducidas por mutdgenos quimicos como el HyOo,
demostraron que esta favorece la restauracion de la estructura celular y reduce las aberraciones

cromosomicas inducidas, probablemente por la estimulacion de la replicacion del ADN. 220

Los moderados efectos provocados por la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos sobre el estado
redox en los preparados de enfermos con drepanocitemia, deben ser estudiados con el objetivo de
dilucidar y profundizar en los probables mecanismos de accion implicados en el restablecimiento del
sistema de defensa eritrocitario. Asi como profundizar en el mecanismo de accion de la vainillina pues

se ha informado que ejerce la actividad antioxidante mediante la captura de radicales libres.219
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Conclusiones y Recomendaciones

CONCLUSIONES
1. La Relajacion Magnética Protonica (RM-1H) resulta efectiva para el estudio in vitro del mecanismo
de accién de compuestos quimicos sobre la polimerizacion de la dHbS.
2. La vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos no provocan la hemdlisis, lo que favorece la
potencial aplicacion de éstos como antidrepanocitarios en el tratamiento de los enfermos con
drepanocitemia.
3. La vainillina, a relaciones molares < 1:4, inhibié la formacion y crecimiento organizado de los
polimeros en los dominios mediante el incremento del td de la polimerizacion de la dHbS.
4. La vainillina inhibe los sitios de contacto intermoleculares en el polimero de dHbS mediante
interacciones covalentes con la molécula de Hb, y modifica el patron electroforético a través de la
formacion de un complejo Hb:vainillina estable con un tiempo de vida medio de cuatro horas.
5. Tanto la vainillina como los 1-O-alquilgliceroles, a las relaciones molares estudiadas, revertieron la
drepanocitosis con una tendencia a la recuperacion del estado biconcavo discoidal de las células
sin incrementar los eventos hemoliticos.
6. La manifestacion del desbalance redox detectado en la drepanocitemia pudiera estar relacionado
con la polimerizacion de la HbS y alteraciones de la membrana eritrocitaria.
7. La deplecion del estado redox de los eritrocitos procedentes de enfermos con drepanocitemia fue
parcialmente compensada por accion de la vainillina y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos, a las
relaciones molares estudiadas.
RECOMENDACIONES
1. Profundizar en los mecanismos moleculares implicados en el efecto antioxidante de la vainillina
y los 1-O-alquilgliceroles sintéticos, en drepanocitos, mediante la determinacion de la actividad
glutation peroxidasa, SOD, CAT y G-6PDH, asi como el incremento del 4-OH-nonenal e
hidroperdxidos totales.

2. Obtener un pro-farmaco a partir de la vainillina y los 1-O-aquilgliceroles, por sintesis de quimica,
con el objetivo de incrementar el potencial farmacoldgico de éstos sobre la drepanocitemia en

estudios preclinicos y clinicos.
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MET Microscopia Electronica de Transmision
MO Microscopia Optica

NH2t Grupo amino terminal

NF-xB Factor de transcripcion NF kappa B
NO Oxido nitrico

NOSI Oxido nitrico sintasa inducible

4-NQO 1-0xido-4-nitroquinolina



Glosario de términos

02

02"
-OH
PE

PC

pl

pO2
PS
RM-1H
RMN
Sen
SOD
SUMA
TBARS
T2

td
T™MO
TR
TSP
%Vtd
VCAM-1
VCM
VO
VWF
X0

Oxigeno

Radical anidn superdxido

Radical hidroxilo

Fosfatidil etanolamina

Fosfatidil colina

Punto isoeléctrico

Presion parcial de oxigeno

Fosfatidil serina

Resonancia Magnética Protonica
Resonancia Magnética Nuclear

Senegal

Superdxido dismutasa

Sistema ultraanalitico

Sustancias reactivas del acido tiobarbiturico
Tiempo de relajacion magnética espin-espin
Tiempo de demora

Transplante de médula dsea

Tiempo de retencion

Trombospondina

Porcentaje de variacion del tiempo de demora
Molécula 1 de adhesion celular vascular
Volumen corpuscular medio

Vasooclusion

Factor von Willebrand

Xantina oxidasa



ANEXOS

Anexo |. Mecanismos de adhesion celular, entre los reticulocitos SS y las células endoteliales
activadas, involucrados en los fendmenos vasooclusivos en enfermos con drepanocitemia (Hebbel,

1997).75

Vaso-acclusion and
red-gall sickling




Anexos

Anexo Il. Formas asumidas por los eritrocitos SS como consecuencia de la velocidad de

desoxigenacion y la concentracion intracelular de la HbS (Rodgers, 1994).47

Eritrocito oxigenado

Drepanocito o célula en forma de hoz

Equinocito



Anexo lll. Férmula molecular, estructural y nomenclatura aprobada para la vainillina y los 1-O-
alquilgliceroles.16

Nombre trivial: vainillina

IUPAC (nomenclatura sistematica): 4-Hidroxi-3-metoxibenzaldehido

Enciclopedia farmacéutica: aldehido metil protocatéquico, éster monometilico del aldehido

protocatéquico.

CHO

OCHy

CgHgO2 OH

Masa molar: 152,15 g/mol

Grupo carbonilo: C=0 Grupo formilo: HC=0

Grupo funcional: compuesto carbonilo, aldehido (alcohol deshidrogenado).

Grupo enlazado al formilo: compuesto aromatico.

Por una de las rutas de sintesis empleadas en su produccion es considerado un derivado aldehidico de

los fenoles polihidricos.

1-O-alquilglicerol: éter de glicerolipido (una funcion éter alquilo como resultado de la eterificacion de un

alcohol graso de cadena larga, en la posicion 1 del glicerol).
H2(|3—O(CHz)n—CH3
HO—C—H
H.C—OH
1-O-decilglicerol (n=9) - /\(\O /\/\/\/\/\CH3
OH

Masa molar: 232 g/mol

1-0-dodecilglicerol (n= 11) HOA‘AO/\/\/\/\/\A%
OH

Masa molar: 260 g/mol



Anexo V. Sitios de mayor y menor afinidad en la interaccion de la vainillina con la Hb mostrado por

cristalografia de R-X (Abraham, 1990).23

Sitio de menor afinidad

Hisp116
S Hisp117

" B Sitio de mayor afinidad
V7% CysBL12

Hisa103

Cys 0104

GInp131




Anexo V. Consentimiento informado.

Yo, ejerciendo mi libre poder de eleccion, por este

medio, doy mi consentimiento para participar en el estudio sobre evaluacion de compuestos con actividad

antidrepanocitaria, comprometiéndome a asistir al laboratorio de hematologia para la extraccion de sangre.

He leido y comprendido la Hoja de Informacion que me ha sido entregada, donde se me explica los objetivos
de la investigacion y los beneficios potenciales de los compuestos en estudio.

He podido hacer todas las preguntas que me preocupaban sobre el estudio.

He recibido respuestas satisfactorias a mis preguntas.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

Comprendo que mi participacion en el estudio es voluntaria y que se respetar la confidencialidad referente
a mi persona.
Comprendo y tengo el derecho a retirarme del estudio:

e Cuando yo lo desee.

e Sintener que dar explicaciones.

e Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Para otorgar este consentimiento, he recibido una amplia explicacion de :

quien me ha informado la metodologia del estudio y las caracteristicas del medicamento.

Y para expresar libremente mi conformidad de participar en el estudio firmo este Modelo.

Firma del Paciente:

Fechado por el paciente: |_|_|/|_|_|[/]_|_| (Dia/Mes/Afio)

Firma del Investigador Responsable:

Fechado por el Investigador Responsable: || |/|__|_|/'|__|__| (Dia/Mes/Afio)




