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RESUMEN

Se evaluaron los efectos eritroprotectores de: Clorpromazina (CPZ), L-
Carnitina (LCN) y Carbonato de Litio (Li). A muestras de sangre de cobayos
(n=15, 6mL;1mL/vial) se afadi6é ringer (20ul), CPZ (20ul; 0,5mg.mL™"), LCN
(20ul; 4mg.mL™") o Li (20ul; 0,08mg.mL™") incubandose por 30, 60 y 90 min en
rotacion lenta, luego se sometieron a agitacion calibrada por 10min,
centrifugacion (2500rpm, 15min) y determinacién de Hemoglobina libre (HbL)
en el sobrenadante por espectrofotometria a 415 nm. Otra serie de muestras
(n=5), fueron sometidas a fotohemdolisis con luz ultravioleta B (UVB) por 10
min, agregandoseles previamente Ringer 6 LCN, comparadose con muestras
sin adiciones (controles). En estrés mecanico la CPZ mostr6 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 incubacién con LCN 6 Li mostro
valores similares al ringer en todos los tiempos (Z<2,56; p>0,05) vy
significativamente menores que la CPZ (Z>3,0; p<0,001) sin diferencias entre
LCN vs. Li (Z<1,0; p>0,05). En fotohemodlisis UVB, la incubacion con ringer
mostré 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 mecanico la CPZ tiene efecto hemolitico, mientras que la LCN y el Li no
mostraron diferencias con el Ringer. En fotohemélisis UVB, la LCN no mostré
efecto eritroprotector.
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mecanico, UVB.

ABSTRACT

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

The erythroprotective effects of Chlorpromazine (CPZ), L-Carnitine (LCN)
and Lithium Carbonate (Li) where tested. Blood samples from guinea pigs were
used (n=15, émL;1mL/vial) and ringer (20ul), CPZ (20ul; 0.5mg.mL-1), LCN
(20ul; 4mg.mL-1) or Li (20ul; 0.08mg.mL-1) were added and incubated by 30,
60 and 90 min in slow rotation, thereafter being agitated by 10min. Plasma
quantification of free hemoglobin (HbL) was done by spectrophotometry at
415nm after centrifugation (2500rpm, 15min). In another series, blood samples
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were irradiated with ultraviolet light B (UVB) during 10min; ringer or LCN were
added following the same procedure described above. Under mechanical
stress, CPZ showed greater values of HbL than ringer; 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 ringer at all
the times (Z<2.56; p>0.05) and significantly lower than CPZ (Z>3.0; p<0.001)
with no differences between LCN versus Li (Z<1.0; p>0.05). In UVB
photohemolysis incubation with ringer 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 hemolytic effect under mechanical stress,
whereas neither LCN nor Li showed any differences with the ringer. In UVB
photohemolysis LCN did not show any erythroprotective effect.

Key words: Erythroprotection, Chlorpromazine, L-Carnitine, Lithium,
Photohemolysis, Mechanical Stress, UVB.

INTRODUCCION

El comportamiento de los glébulos rojos (GR) sometidos a condiciones de
flujo sanguineo no fisiol6gicas ha sido intensamente estudiado (5,7,14,16,18)
en especial en el area de érganos artificiales y circulaciéon extracorporea (22).
Varios modelos experimentales de hemdlisis mecéanica 6 inducida por luz
ultravioleta han sido desarrollados para evaluar los efectos eritroprotectores de
diversos farmacos (5, 7,14,16,18,20).

El estrés mecanico genera en los GR cambios estructurales vy
bioquimicos con un aumento en el consumo de glucosa y oxigeno (24). Por otra
parte, la luz ultravioleta tipo B (UVB) induce, en forma dependiente de la dosis
y de la intensidad de la radiacién, la peroxidacion de los lipidos de las
membranas biolégicas con produccion de radicales libres de oxigeno vy
disminuciéon de la fluidez de la membrana (4,7), reduccion de su estabilidad
eléctrica (19), alteraciones de las proteinas inmersas en la bicapa (14,23) y
finalmente una intensa hemolisis.

Se han descrito varias drogas con accidn eritroprotectora, la L-Carnitina
(LCN) es un constituyente natural del organismo que interviene en el transporte
de acidos grasos de cadena larga al interior de la mitocondria para su B
oxidacioén, ella favorece la glucdlisis, aumentando la energia disponible en la
célula. Se encuentra en los GR a niveles comparables al plasma (11), cumple
funciones de modulacién del recambio de los fosfolipidos de membrana
incrementando la estabilidad de la misma (1). Se ha descrito un efecto
acelerador de la fragilidad osmética con niveles séricos bajos de LCN (28). El
mecanismo por el cual esta sustancia favorece la estabilidad de la membrana
podria ser mediante el aflojamiento del empaquetamiento molecular de las
cabezas polares de los fosfolipidos, modificando la dinamica molecular de una
region estrecha del esqueleto de glicerol (2). Se sugiere ademas, que favorece
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la interaccién proteina-proteina en el citoesqueleto (6) y la dispersiéon de los
GR en una accién mediada por los grupos sulfidrilo de la membrana (17).

La Clorpromazina (CPZ), una fenotiacina de efecto antisicético,
tranquilizante, estomatocitogénica (15), tiene un efecto controversial sobre los
GR, ya que parece incrementar la estabilidad mecanica en fantasmas de GR 6
en contraste, hemolizar por abrir microporos en la membrana en funciéon de la
dosis empleada (15).

El Litio (Li), un modulador del inositol trifosfato, ha sido estudiado por su
permeabilidad a través de la membrana de los GR (31,37), sin embargo, su
accién directa sobre la membrana no ha sido establecida, a pesar de ser ésta
el principal sitio de uni6on del Li, describiéndose una unién débil con la
carbonmonoxihemoglobina, el 2-3 difosfoglicerato, la espectrina y el ATP
(31,37).

En el presente estudio se evalia comparativamente el efecto
eritroprotector de LCN, CPZ y Li ante el estrés mecanico y la irradiacion UVB
de GR de cobayos.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron quince (n=15) cobayos machos, adultos (800 gr), anestesiados con
tiobarbital sédico (60 mg.Kg' ip). Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncién
cardiaca (6ml) en 1007 L de heparinasédica, y distribuida en olicuotas de 10007 L.

Estrés mecanico Las olicuotas de sangre fueron tratadas con (concentracién
final): Ringer (20 L), CPZ (0,5mg.mL"), LCN (4mg.mL") 6 Li (0,08mg.mL™")
incubados a 24°C, en rotacion lenta (20 rpm) por 30, 60 y 90 min. Luego, se
sometieron a estrés mecanico en un agitador vértex (Labline, SM®) a intensidad
6/7 del maximo por 10 min, se centrifugaron a 2500 rpm por 15 min. El grado
de hemolisis se determiné como la concentracion de hemoglobina libre (HbL)
en el sobrenadante cuantificada por duplicado mediante espectrofotometria de
transmitancia (expresada en %) a 415nm.

Fotohemdlisis UVB A viales con muestras de sangre de 1000uL se les anadié
Ringer o LCN en los volumenes ya descritos, dejandose una muestra control.
Estos viales fueron incubados en rotacién lenta y simultdneamente expuestos
directamente a la luz UVB generada por una lampara de cuarzo (Hanovia®) a
una distancia de 15 cm por 10 min, luego fueron centrifugados, determinandose
la HbL en el sobrenadante.\

Estadistica Las lecturas de HbL se expresaron con medidas de tendencia
central y de dispersién (media aritmética+desviacién estandar y error
estandar). Las comparaciones entre los valores obtenidos con cada sustancia o
condicion fueron realizadas mediante el test de Mann-Whitney para
distribuciones no paramétricas y t-Student para las paramétricas. El nivel de
significacién se fijé en p<0,05.
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RESULTADOS

Estrés Mecanico. La incubacion con CPZ mostr6 valores de HbL mayores a la
incubacion con ringer en todos los tiempos: 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 incubaciéon con CPZ, lo que corresponde a una
disminucion del 84,2% de la cantidad de HbL obtenido con el Ringer, la LCN y
el Li.
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Este efecto fue notable ya a los 30 minutos de incubacion. 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).

Fotohemdlisis UVB En las incubaciones con LCN y ringer comparados con los
controles, el ringer presentd niveles de HbL menores que la incubacién control
(sin aditivos) (t=5,57; p<0,01; -15,7%) y menores que con LCN (t=3,44;
p<0,034; -16,4%) siendo significativa la diferencia entre Ringer y LCN
(t=18,06; p<0.0003; Figura 2).
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Figura 2 Valores de transmitancia de la
HbL en plasma (media aritmética +
desviacion estandar) medidos por
espectrofotometria a 415nm obtenidos en
muestras de sangre de cobayo incubadas
en rotacion lenta con ringer (20uL/mL),
LCN (4 mg/mL) 6 sin adicién, y sometidos
simultdneamente a fotohemdalisis por
irradiacién UVB.
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DISCUSION

En estrés mecéanico, la LCN y el Li mostraron mayor efecto eritroprotector
que la CPZ, sin diferencias entre estos en los tres tiempos de incubacion. 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 mostro el efecto hemolizante ya reportado a dosis menores (27). En el
modelo de fotohemodlisis UVB, el ringer mostré menor hemoélisis que la sangre
sin dilucién y en ambos casos menor que la adicién de LCN, lo que sugiere que
el estrés mecanico por agitacion y la fotohemolisis UVB generan procesos
diferentes de lesién en la membrana eritrocitaria dada la respuesta diferencial
ante la LCN ademas de confirmar la presencia de factores protectores
plasmaticos innatos (5).

La LCN no mostré diferencias con el ringer cuando se someti6é a los GR a
hemoélisis mecanica, sin embargo, las mediciones mostraron que los niveles de
HbL obtenidos fueron relativamente bajos en ambos y, por lo tanto, sugieren un
efecto eritroprotector; lo cual confirma reportes in vivo en las cuales se
atribuye a la LCN un efecto estabilizador de la membrana del GR (33), en
fantasmas de GR (17) o en eritrocitos almacenados a bajas temperaturas por
tiempo prolongado (1). La LCN induce un aflojamiento del empaquetamiento
molecular de las cabezas polares de los fosfolipidos (2), produciendo mayor
fluidez y menor rigidez a la membrana (33), dando mayor capacidad de
deformacion y amortiguacion del movimiento dado por la vibracion. Ademas, la
LCN favorece la interaccion proteina-proteina del citoesqueleto (6) mejorando
la resistencia a la turbulencia (32) manteniendo la forma del GR.

Los resultados con CPZ sugieren un efecto hemolitico, lo cual contrasta
con algunas publicaciones que le atribuyen un efecto eritroprotector mediante
el incremento de la resistencia de la membrana (16) y la regulacién de la
estabilidad mecéanica de la misma (15) dependiente de la dosis, describiéndose
para el primero un maximo efecto a concentraciones de 10* M,
independientemente de las condiciones experimentales (16) esto contrasta con
la mayor dosis probada en el presente estudio. Sin embargo, una accién litica
sobre los GR, también ha sido descrita, proponiéndose que la CPZ actuaria
abriendo pequefias hendiduras de aproximadamente 14A de ancho y de
longitud variable en la bicapa lipidica (27). Otras acciones de la CPZ sobre los
GR son: redistribucion de los Ilipidos de membrana (39), un efecto
estomatocitogénico dosis, hematocrito y pH dependiente asociado a un
incremento en el contenido de cationes monovalentes y de cloruro en el GR
(18), interaccidon directa con proteinas de membrana como la aminofosfolipido
traslocasa (39), enzima responsable de la traslocacién dependiente de ATP de
la fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina en la membrana, con lo que
contribuye a mantener la asimetria de la misma (34) generando un amplio
espectro de efectos fisicos y estructurales. Nuestros resultados podrian
explicarse al considerar que la dosis utilizada de CPZ (20uL; 0,5mg.mL™") se
encuentra dentro del rango hemolitico.
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El Li mostré un efecto eritroprotector similar a la LCN durante el estrés
mecéanico que no ha sido reportado previamente. La mayoria de los estudios
realizados con Li y GR se orientan a su accién intracelular en eritrocitos de
pacientes con enfermedades psiquiatricas (3,40). No obstante, se ha
demostrado que la membrana es el principal sitio de unién del Li y que su
interaccion con las proteinas es débil (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 requerimientos energéticos de la
célula, dado que, en condiciones de estrés, el Ca™™, la glucosa y las proteinas
se requieren para restaurar la forma biconcava (26) o para iniciar la cascada
de activacién de la muerte celular programada.

El efecto eritroprotector de la LCN en GR sometidos a estrés mecanico
no fue observado en el modelo de fotohemélisis UVB, esto probablemente es
producto del mecanismo diferente de injuria, donde la LCN no ofreceria
proteccién ante la peroxidacion lipidica o incluso podria ejercer un efecto
acelerador del dafo producido por la irradiacion mediante un efecto
fotosensibilizante, lo que explicaria los mayores niveles de HbL obtenidos. Por
lo tanto, la accion estabilizadora de la LCN quedaria sobrepasada por el
proceso de estrés oxidativo fotoinducido en la membrana que llevaria a la
peroxidacion lipidica, mecanismo propuesto para la mayoria de las drogas que
inducen fotosensibilidad (42), no obstante, se requiere una mayor investigacion
al respecto.

El alcance del presente estudio se limita a proponer que la LCN (4mg.ml’
) y el Li (0,08 mg.ml'") tienen un efecto eritroprotector sobre GR incubados en
los tiempos probados (30,60 y 90 min) a temperatura ambiente y sometidos a
estrés mecéanico con un efecto hemolitico de la CPZ (0,5mg.ml"). Por otro lado,
en irradiacion UVB, la LCN no posee efecto eritroprotector.

Agradecimientos: Los autores expresan su agradecimiento a Maria de los Angeles Pinto y a
Alexis Alvarado por la valiosa asistencia técnica prestada.
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