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RESUMEN
 Se evaluaron los efectos eritroprotectores de: Clorpromazina (CPZ), L-

Carnit ina (LCN) y Carbonato de Lit io (Li).  A muestras de sangre de cobayos
(n=15, 6mL;1mL/vial)  se añadió r inger (20µ l),  CPZ (20µ l;  0,5mg.mL -1),  LCN
(20µl;  4mg.mL - 1) o Li (20µ l;  0,08mg.mL -1) incubándose por 30, 60 y 90 min en
rotación lenta, luego se somet ieron a agitación cal ibrada por 10min,
centr ifugación (2500rpm, 15min) y determinación de Hemoglobina l ibre (HbL)
en el sobrenadante por espectrofotometr ía a 415 nm. Otra serie de muestras
(n=5), fueron sometidas a fotohemólis is con luz ultravioleta B (UVB) por 10
min, agregándoseles previamente Ringer ó LCN, comparádose con muestras
sin adiciones (controles). En estrés mecánico la CPZ mostró valores de HbL
mayores al Ringer a los 30min (Mann-Whitney; Z=-3,8; p<0,001); 60min (Z=-
3,6; p<0,001) y 90min (Z=-3,6; p<0,001). La incubación con LCN ó Li mostró
valores similares al r inger en todos los t iempos  (Z<2,56; p>0,05) y
signif icat ivamente menores que la CPZ (Z>3,0; p<0,001) s in diferencias entre
LCN vs. Li (Z<1,0; p>0,05). En fotohemólis is UVB, la incubación con r inger
mostró valores de HbL inferiores al control ( t=5,57; p<0,05) y mucho menores
que los de LCN ( t=18,06; p<0,001). Las muestras controles presentaron menor
HbL que aquellas con LCN ( t=3,44; p<0.05). Los resultados indican que en
estrés mecánico la CPZ t iene efecto hemolít ico, mientras que la LCN y el Li no
mostraron diferencias con el Ringer. En fotohemólis is UVB, la LCN no mostró
efecto eritroprotector.
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ABSTRACT

Clorpromazina,  L-carnitina y  carbonato de litio:evaluacion de efectos eritroprotectores
in vitro ante estrés mecánico y fotohemólisis uvb

The erythroprotect ive ef fects of  Chlorpromazine (CPZ), L-Carnit ine (LCN)
and Lithium Carbonate (Li) where tested. Blood samples f rom guinea pigs were
used (n=15, 6mL;1mL/vial) and r inger (20µl),  CPZ (20µl;   0.5mg.mL-1), LCN
(20µl;   4mg.mL-1) or Li (20µ l;   0.08mg.mL-1) were added and incubated by 30,
60 and 90 min in s low rotat ion, thereaf ter being agitated by 10min. Plasma
quantif icat ion of  f ree hemoglobin (HbL) was done by spectrophotometry at
415nm af ter centr ifugation (2500rpm, 15min).  In another ser ies, blood samples
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were irradiated with ultraviolet l ight B (UVB) during 10min; r inger or LCN were
added following the same procedure descr ibed above.  Under mechanical
stress, CPZ showed greater values of  HbL than r inger;  at 30min (Mann-
Whitney; Z=-3.8; p<0.001); 60min (Z=-3.6; p<0.001) and 90min (Z=-3.6;
p<0.001).  Incubation with LCN or Li showed values similar to the r inger at all
the t imes (Z<2.56; p>0.05) and signif icantly lower than CPZ (Z>3.0; p<0.001)
with no dif ferences between LCN versus Li (Z<1.0;  p>0.05).  In UVB
photohemolysis incubation with r inger showed less HbL than control samples
(t=5.57; p<0.05) and much less than LCN incubation (t=18.06;  p<0.001).
Control samples showed lower HbL than those incubated with LCN (t=3.44;
p<0.05). Data suggest that CPZ has a hemolyt ic effect under mechanical stress,
whereas neither LCN nor Li showed any dif ferences with the r inger. In UVB
photohemolysis LCN did not show any erythroprotect ive ef fect.

Key words :   Erythroprotect ion, Chlorpromazine, L-Carnit ine, Lithium,
         Photohemolysis, Mechanical Stress, UVB.

INTRODUCCIÓN

El comportamiento de los glóbulos rojos (GR) sometidos a condiciones de
f lujo sanguineo no f isiológicas ha sido intensamente estudiado (5,7,14,16,18)
en especial en el área de órganos art if iciales y circulación extracorpórea (22).
Varios modelos  exper imentales de hemólis is mecánica ó inducida por luz
ultravioleta han sido desarrol lados para evaluar los efectos er itroprotectores de
diversos fármacos (5, 7,14,16,18,20).

El estrés mecánico genera en los GR cambios estructurales y
bioquímicos con un aumento en el consumo de glucosa y oxígeno (24). Por otra
parte, la luz ultravioleta t ipo B (UVB) induce, en forma dependiente de la dosis
y de la intensidad de la radiación, la peroxidación de los l ípidos de las
membranas biológicas con producción de radicales l ibres de oxígeno y
disminución de la f luidez de la membrana (4,7), reducción de su estabi l idad
eléctr ica (19), alteraciones de las proteínas inmersas en la bicapa (14,23) y
f inalmente  una intensa hemólisis.

Se han descr ito var ias drogas con acción er itroprotectora, la L-Carnit ina
(LCN) es un constituyente natural del organismo que interviene en el transporte
de ácidos grasos de cadena larga al interior de la mitocondr ia para su β
oxidación, el la favorece la glucól is is, aumentando la energía disponible en la
célula. Se encuentra en los GR a niveles comparables al plasma (11), cumple
funciones de modulación del recambio de los fosfolípidos de membrana
incrementando la estabi l idad de la misma (1). Se ha  descr ito un efecto
acelerador de la f ragil idad osmót ica con niveles séricos bajos de LCN (28). El
mecanismo por el cual esta sustancia favorece la estabi l idad de la membrana
podría ser mediante el af lojamiento del empaquetamiento molecular de las
cabezas polares de los fosfolípidos, modif icando la dinámica molecular de una
región estrecha del esqueleto de glicerol (2).  Se sugiere además, que favorece
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la interacción proteína-proteína en el c itoesqueleto (6) y la dispersión de los
GR en una acción mediada por los grupos sulf idr i lo de la membrana (17).

La Clorpromazina (CPZ), una fenotiacina de efecto antis icót ico,
tranquil izante,  estomatocitogénica (15), t iene un efecto controversial sobre los
GR, ya que parece incrementar la estabi l idad mecánica en fantasmas de GR ó
en contraste, hemolizar por abr ir  microporos en la membrana en función de la
dosis empleada (15).

El Lit io (Li),  un modulador del inositol tr i fosfato, ha sido estudiado por su
permeabi l idad a través de la membrana de los GR (31,37), sin embargo, su
acción directa sobre la membrana no ha sido establecida, a pesar de ser  ésta
el pr incipal s it io de unión del Li,  describiéndose una unión débi l con la
carbonmonoxihemoglobina, el 2-3 difosfoglicerato, la espectr ina y el ATP
(31,37).

En el presente estudio se evalúa comparativamente el efecto
eritroprotector de LCN, CPZ y Li ante el estrés mecánico y la irradiación UVB
de GR de cobayos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron quince (n=15) cobayos machos, adultos (800 gr),  anestesiados con
tiobarbital sódico (60 mg.Kg-1 ip). Las muestras de sangre fueron obtenidas por punción
cardíaca (6ml) en 100ì L de heparina sódica, y distribuida en olicuotas de 1000 ì L.

Estrés mecánico Las ol icuotas de sangre fueron tratadas con (concentración
final):  R inger  (20 ì L ),  CPZ (0,5mg.mL -1),  LCN (4mg.mL -1) ó Li (0,08mg.mL -1)
incubados a 24ºC, en rotación lenta (20 rpm) por 30, 60 y 90 min. Luego, se
sometieron a estrés mecánico en un agitador vórtex (Labline, SM®) a intensidad
6/7 del máximo por 10 min, se centr ifugaron a 2500 rpm por 15 min. El grado
de hemólisis se determinó como la concentración de hemoglobina l ibre (HbL)
en el sobrenadante cuantif icada por dupl icado mediante espectrofotometr ía de
transmitancia (expresada en %) a 415nm.

Fotohemólisis UVB A viales con muestras de sangre de 1000µL se les añadió
Ringer o LCN en los volúmenes ya descr itos, dejándose una muestra control.
Estos viales fueron incubados en rotación lenta y s imultáneamente expuestos
directamente a la luz UVB generada por una lámpara de cuarzo (Hanovia®) a
una distancia de 15 cm por 10 min, luego fueron centr ifugados, determinándose
la HbL en el sobrenadante.\

Estadística  Las lecturas de HbL se expresaron con medidas de tendencia
central y de dispersión (media ar itmética+desviación estándar y error
estándar).  Las comparaciones entre los valores obtenidos con cada sustancia o
condición fueron real izadas mediante el test de Mann-Whitney para
distr ibuciones no paramétr icas y t-Student para las paramétr icas. El nivel de
signif icación se f i jó en p<0,05.
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RESULTADOS

Estrés Mecánico. La incubación con CPZ mostró valores de HbL mayores a la
incubación con r inger en todos los t iempos: 30min (Z=-3,8; p<0,001; +77,8%);
60min (Z= -3,6; p<0,001; +83,9%); 90min (Z= -3,6; p<0,001; 84,2%).

En la Figura 1 se presenta la predominancia de los valores de HbL (menor
transmitancia) resultante de la incubación con CPZ, lo que corresponde a una
disminución del 84,2% de la cant idad de HbL obtenido con el Ringer, la LCN y
el Li.

Este efecto fue notable ya a los 30 minutos de incubación. Los resultados al
incubar con LCN o Li no mostraron diferencias con el Ringer (Z=<2,56; p>0,05).
No se observaron diferencias entre los niveles de HbL al incubar con LCN y Li
(Z=<1,0; p>0,05).

Fotohemólisis UVB En las incubaciones con LCN y r inger comparados con los
controles, el r inger presentó niveles de HbL menores que la incubación control
(sin adit ivos) ( t=5,57; p<0,01; -15,7%) y menores que con LCN ( t=3,44;
p<0,034; -16,4%) siendo signif icat iva la diferencia entre Ringer y  LCN
(t=18,06; p<0.0003; Figura 2).

Figura 1 Cinética de HbL en plasma
medida por espectrofotometría a 415 nm
expresadas como porcentaje del control
inicial ± desviación estándar, en muestras
de sangre de cobayo incubadas hasta
90min con ringer (20 µL/mL), CPZ (0,5
mg/mL), LCN ( 4 mg/mL) ó Li (0,08 mg/mL)
y sometidos a vibración en vórtex por 10
minutos.

Figura 2 Valores de transmitancia de la
HbL en plasma (media
aritmética+desviación estándar)
medidos por espectrofotometría a
415nm obtenidos en muestras de
sangre de cobayo incubadas en
rotación lenta con ringer (20 µL/mL),
LCN (4 mg/mL) ó sin adición, y
sometidos simultáneamente a
fotohemólisis por irradiación UVB.

Figura 2 Valores de transmitancia de la
HbL en plasma (media aritmética  +
desviación estándar) medidos por
espectrofotometría a 415nm obtenidos en
muestras de sangre de cobayo incubadas
en rotación lenta con ringer (20uL/mL),
LCN (4 mg/mL) ó sin adición, y sometidos
simultáneamente a fotohemólisis por
irradiación UVB.
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DISCUSION

En estrés mecánico, la LCN y el Li mostraron mayor efecto eritroprotector
que la CPZ, sin diferencias entre estos en los tres t iempos de incubación. Este
resultado coincide con reportes previos para LCN (1,17). Los resultados con Li
sugieren un efecto eritroprotector no reportado previamente, mientras que la
CPZ mostró el efecto hemolizante ya reportado a dosis menores (27). En el
modelo de fotohemólis is UVB, el r inger mostró menor hemólisis que la sangre
sin di lución y en ambos casos menor que la adición de LCN, lo que sugiere que
el estrés mecánico por agitación y la fotohemólis is UVB generan procesos
diferentes de lesión en la membrana eritrocitar ia dada la respuesta diferencial
ante la LCN además de conf irmar la presencia de factores protectores
plasmáticos innatos (5).

La LCN no mostró diferencias con el r inger cuando se sometió a los GR a
hemólis is mecánica, sin embargo, las mediciones mostraron que los niveles de
HbL obtenidos fueron relat ivamente bajos en ambos y, por lo tanto, sugieren un
efecto eritroprotector; lo cual conf irma reportes in vivo  en las cuales se
atr ibuye a la LCN un efecto estabi l izador de la membrana del GR (33), en
fantasmas de GR (17) o en er itrocitos almacenados a bajas temperaturas por
t iempo prolongado (1). La LCN induce un af lojamiento del empaquetamiento
molecular de las cabezas polares de los fosfolípidos (2), produciendo mayor
f luidez y menor r igidez a la membrana (33), dando mayor capacidad de
deformación y amort iguación del movimiento dado por la vibración. Además, la
LCN favorece la interacción proteína-proteína del c itoesqueleto (6) mejorando
la resistencia a la turbulencia (32) manteniendo la forma del GR.

Los resultados con CPZ sugieren un efecto hemolít ico, lo cual contrasta
con algunas publicaciones que le atr ibuyen un efecto eritroprotector mediante
el incremento de la resistencia de la membrana (16) y la regulación de la
estabil idad mecánica de la misma (15) dependiente de la dosis, descr ibiéndose
para el pr imero un máximo efecto a concentraciones de 10 -4  M,
independientemente de las condiciones experimentales (16) esto contrasta con
la mayor dosis probada en el presente estudio. Sin embargo, una acción l ít ica
sobre los GR, también ha sido descrita, proponiéndose que la CPZ actuaría
abriendo pequeñas hendiduras de aproximadamente 14A de ancho y de
longitud var iable en la bicapa l ipídica (27). Otras acciones de la CPZ sobre los
GR son: redistr ibución de los l ípidos de membrana (39), un efecto
estomatocitogénico dosis, hematocrito y pH dependiente asociado a un
incremento en el contenido de cat iones monovalentes y de cloruro en el GR
(13), interacción directa con proteínas de membrana como la aminofosfolípido
traslocasa (39), enzima responsable de la traslocación dependiente de ATP de
la fosfat idi lser ina y la fosfat idi letanolamina en la membrana, con lo que
contr ibuye a mantener la asimetr ía de la misma (34) generando un amplio
espectro de efectos f ís icos y estructurales. Nuestros resultados podrían
explicarse al considerar que la dosis ut i l izada de CPZ (20µL; 0,5mg.mL -1) se
encuentra dentro del rango hemolít ico.



                                                                                  Salus onl ine  8 (1) Eritroprotección   p. 30

El Li mostró un efecto eritroprotector similar a la LCN durante el estrés
mecánico que no ha sido reportado previamente. La mayoría de los estudios
real izados con Li y GR se or ientan a su acción intracelular en eritrocitos de
pacientes con enfermedades psiquiátr icas (3,40). No obstante, se ha
demostrado que la membrana es el pr incipal s it io de unión del Li y que su
interacción con las proteínas es débi l (31,37). Debido a su efecto modulador
sobre el inositol 3-fosfato (IP3) media la apertura de canales de Ca+ +  en la
membrana, componente importante de los requer imientos energéticos de la
célula, dado que, en condiciones de estrés, el Ca+ + ,  la   g lucosa y las proteínas
se requieren para restaurar la forma biconcava (26) o para iniciar la cascada
de act ivación de la muerte celular programada.

El efecto eritroprotector de la LCN en GR somet idos a estrés mecánico
no fue observado en el modelo de fotohemólis is UVB, esto probablemente es
producto del mecanismo diferente de injur ia, donde la LCN no ofrecería
protección ante la peroxidación l ipídica o incluso podría ejercer un efecto
acelerador del daño producido por la irradiación mediante un efecto
fotosensibi l izante, lo que expl icaría los mayores niveles de HbL obtenidos. Por
lo tanto, la acción estabi l izadora de la LCN quedaría sobrepasada por el
proceso de estrés oxidat ivo fotoinducido en la membrana que llevaría a la
peroxidación l ipídica, mecanismo propuesto para la mayoría de las drogas que
inducen fotosensibi l idad (42), no obstante, se requiere una mayor invest igación
al respecto.

El alcance del presente estudio se l imita a proponer que la LCN (4mg.ml -1

) y el Li (0,08 mg.ml -1) t ienen un efecto eritroprotector sobre GR incubados en
los t iempos probados (30,60 y 90 min) a temperatura ambiente y somet idos a
estrés mecánico con un efecto hemolít ico de la CPZ (0,5mg.ml -1).  Por otro lado,
en irradiación UVB, la LCN no posee efecto eritroprotector.
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