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Articulo original
Hematologia

Efecto in vitro de los 1-O-alquilgliceroles sintéticos en
la falciformacion y en la hemoalisis de los eritrocitos SS

Amarilys Torres-Dominguez,* Grisel del Toro-Garcia,** Yolanda C. Valdés-Rodriguez,***
José Luis Leon,* Francisco Merchan*

RESUMEN

ABSTRACT

La drepanocitemia es una enfermedad hereditaria que se
expresa mediante la sustitucion de acido glutdmico por vali-
na en la posicion seis en las cadenas-f§ de la hemoglobina
originando la hemoglobina S (HbS). Los 1-O-alquilglicero-
les son precursores biosintéticos o catabolitos de los 1-O al-
quilglicerofosfolipidos de las membranas celulares. En estu-
dios previos de los 1-O-alquilgliceroles naturales y sintéticos
se encontrd que inhiben la actividad de la fosfolipasa 2,
Ca?*-ATPasa y Na* K*-ATPasa de la membrana de eritroci-
tos humanos, relacionados con las propiedades surfactantes
de estos compuestos, los cuales son responsables de los efec-
tos sobre la transformacion equinogénica de la membrana
eritrocitaria. En este trabajo se analiza mediante microsco-
pia 6ptica y resonancia magnética nuclear la accién de los
1-O-alquilgliceroles sintéticos C10 y C12 sobre eritrocitos
de pacientes con drepanocitemia. Ademas, se evalué la acti-
vidad hemolitica de los compuestos sobre eritrocitos SS 'y
normales. Las microfotografias evidenciaron que estos com-
puestos, a las relaciones molares 1:1 y 1:5, inhibieron la
transformacion drepanocitaria de los eritrocitos homocigo-
tos para hemoglobina S, favoreciendo la transformacién
equinogénica, aunque el mecanismo implicado en este efec-
to no estéd relacionado con la inhibicién de la polimerizacion
de la hemoglobina S. No hubo diferencia significativa en el
porcentaje de hemolisis entre los eritrocitos con HbAA y los
de HbSS. Se concluye que los 1-O-alquilgliceroles de C10 y
C12 inhiben la falciformacion de los eritrocitos SS, posible-
mente por interaccidon de los mismos con la membrana de
los eritrocitos.

Sickle cell disease is a hereditary illness that is expressed by
the substitution of the rest of glutamic acid for valin in the
six position in those f chain of the hemoglobin, originating
the sickle hemoglobin (HbS). The 1-O-alkylglycerols are bio-
synthetic precursory of 1-O-alkylglycerophospholipids of the
cellular membranes. In previous studies of the effects of those
natural and synthetic 1-O-alkylglycerols it was found that
they inhibit the 2-phospholipase activity, Ca?*-ATPasa and
Na* K*-ATPasa of the human erythrocyte membrane, related
with the surfactant properties of these compounds those
which are responsible for the effects on the echinogenic trans-
formation of the erythrocyte membrane. In this work is pre-
sented a study by of Optic Microscopy and Nuclear Magnetic
Resonance with the objective of analyzing the action of those
synthetic 1-O-alkylglycerols C10 and C12 on the erythrocyte
of patient with sickle cell disease. Beside is presented a spec-
trophotometric study of the hemolytic activity of the C12 and
C10 on sickle and normal erythrocytes. The microphoto-
graphs evidenced that these made up to the molars relation-
ships 1:1 and 1:5, the same as other members of this family of
compounds, inhibited the transformation of the sickle eryth-
rocyte, favoring the echinogenic transformation, although the
mechanism implied in this effect is not related with the inhi-
bition of the HbS polymerization. There was no significant
difference in hemolysis percentage between erythrocytes with
Hb AA and HBSS. In the present work we demonstrated that
1-O-alkylglycerols inhibited the transformation of sickle
erythrocytes, probably by the interaction of 1-O-alkylglycerols
with erythrocyte membrane.

Palabras clave: drepanocitemia, alquilgliceroles RMN, eri-
trocitos, hemdlisis.
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INTRODUCCION

La drepanocitemia es una anemia hemolitica heredita-
ria determinada por una mutacién en el gen que codifi-
ca para la cadena 3 de la molécula de la hemoglobina.
Esta mutacion se expresa mediante la sustitucion de
acido glutamico (Glu) por valina (Val) en la posicion 6,
dando lugar a la formacion de hemoglobina S (HbS).%®
Las moléculas de hemoglobina S cuando se desoxige-
nan (dHDbS) se polimerizan formando agregados mole-
culares en forma de estructuras microtubulares elon-
gadas que disminuyen su solubilidad, adquiriendo
rigidez estructural y distorsionando el globulo rojo
(forma de hoz o media luna). Esto provoca una dismi-
nucion de su flexibilidad, lo que trae como consecuen-
cia hemodlisis e hipercoagulabilidad de la sangre, y por
tanto, vasooclusion. La hipoxia tisular causada por la
vasooclusion en la microcirculacién y el consiguiente
dafio de los 6rganos, constituye la primera causa de
morbilidad y mortalidad en esta enfermedad.?3512

La drepanocitemia afecta a millones de personas en
todo el mundo. En Estados Unidos aproximadamente el
8% de los afroamericanos portan la mutacién y la fre-
cuencia es aproximadamente 1 de cada 500 afroamerica-
nos nacidos vivos y 1 de cada 1,000 hispanoamericanos,
cerca de 72,000 personas.®*® Es una enfermedad comun
en Cubay una de las patologias hematoldgicas de carac-
ter genético que constituye todavia un problema social y
de salud publica. EIl 3.0% de la poblacion general es por-
tadora de la HbS. La incidencia de portadores en las
provincias orientales esta entre 6% y 11%, y en las pro-
vincias occidentales se sitUa entre 2% y 3%.

Los 1-O-alquilgliceroles presentan en su estructu-
ra una funcion éter alquilo en la posicién 1 del glice-
rol que caracteriza a los glicerofosfolipidos y a cuya
presencia se le atribuyen los efectos bioldgicos que
posee esta familia de éteres lipidicos.'>!® Fueron aisla-
dos por primera vez por Tsujimoto y Toyama, en
1921, del aceite de higado de peces y posteriormente
han sido obtenidos de distintas especies de inverte-
brados marinos,'”* y tejidos de vertebrados,? siendo
particularmente abundantes en el aceite de higado de
tiburén.?t% Estos compuestos se presentan en forma
de mezclas no racémicas de diferentes longitudes de
cadena de 12, 14, 16 y 18 atomos de carbono.?*

Por més de 30 afios, se han estudiado los efectos
biolégicos y médicos de los alquilgliceroles y sus me-
canismos de accion constituyen temas actuales de in-
vestigacion. Los estudios han demostrado que estos
compuestos tienen varias funciones. Presentan pro-
piedades bactericidas, fungicidas, antitumorales, an-
tiinflamatorias y promotoras de la absorcion.?32
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Una de las caracteristicas mas comunes de estos
compuestos es su interaccién e incorporacién a las
membranas celulares, probable origen de los multi-
ples efectos observados. Hasta la fecha se ha demos-
trado que tanto los 1-O-alquilgliceroles naturales
como los analogos sintéticos de cadenas de 16 y 18
atomos de carbono inhiben la transformacion de los
eritrocitos a células falciformes, promueven la ab-
sorcion de farmacos a través de la barrera intestinal
(vehiculo) e inhiben la respuesta inflamatoria induci-
da, en diversos modelos animales e in vitro.2* Tenien-
do en cuenta las propiedades surfactantes de estos
compuestos,?’y los resultados de los estudios previos
de la accion de los mismos sobre la membrana eritroci-
taria y otros componentes celulares de la sangre® se
determinaron los efectos in vitro de los 1-O-alquilglice-
roles sintéticos de cadenas de 10 (C10) y 12 (C12) ato-
mos de carbono sobre eritrocitos homocigotos para
HbS (SS), mediante microscopia 6pticay sobre el pro-
ceso de polimerizacion de la HbS mediante resonan-
cia magnética nuclear (RMN). Ademas se evalué la
actividad hemolitica de los compuestos sobre eritroci-
tos portadores de hemoglobina S y portadores de he-
moglobina A, mediante espectrofotometria.'®

MATERIAL Y METODOS

Para los estudios se utilizd sangre total procedente
de 8 pacientes adultos con drepanocitemia, suminis-
tradas por el Laboratorio Clinico del Instituto Nacio-
nal de Hematologia e Inmunologia de Ciudad de La
Habana y el Laboratorio Clinico del Hospital General
Santiago, Santiago de Cuba, y sangre total de 8 vo-
luntarios sanos, suministrada por el banco de sangre,
previo consentimiento informado. Se excluyeron de
los ensayos las embarazadas, pacientes bajo trata-
miento con hidroxiurea y los que fueron sometidos a
transfusién en un plazo de 2 meses.

Preparacion de las muestras

La sangre total heparinizada se centrifugé a 3,000
rpm durante 10 min (Hettich-Zentrifugen, Espafa);
el precipitado celular fue sometido a tres lavados con-
secutivos con tampoén fosfato (PBS, Na,HPO,,
KH,PO, [Panreac, Espafia]) pH 7.4 para obtener los
globulos rojos. Seguidamente se determiné la con-
centracion de hemoglobina (Hb) segiin el método de
la cianometahemoglobina en un espectrofotometro
ULTROSPEC-III-Plus (Pharmacia, LKB).%34

A partir de la concentracion de Hb en la muestra
se calculd la cantidad de 1-O-alquilglicerol C10y C12
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necesaria para obtener relaciones molares de 1:1, 1:5
y 1:10 entre la Hb y los compuestos. Se prepararon en
soluciones hidroalcohdlicas diluyendo en 100 uL de
etanol absoluto (Alfa Aesar, Alemania) y 900 uL de
PBS para obtener un volumen final de 1 mL.

Determinacion de la actividad hemolitica

A partir de la solucién de glébulos rojos lavados se
tomo 1 mL y se resuspendié en 9 mL de PBS. A partir
de esta solucion se tomaron 0.2 mL y se adicionaron a
cada una de las soluciones. Se prepararon tres répli-
cas de todas las soluciones por paciente, un control
positivo de actividad hemolitica (0.1% de Na,CO,
(Panreac, Espafia) sin adicion de 1-O-alquilglicerol),
un control negativo (PBS, sin adicion de 1-O-alquil-
glicerol) y un control negativo (*) al que se afiadi6 la
solucion vehiculo (10% etanol absoluto/PBS sin adi-
cion de 1-O-alquilglicerol).®®

Se afadieron los compuestos a las relaciones mola-
res 1:1, 1:5y 1:10, se agitaron las muestras y se deja-
ron reposar durante 30 min., posteriormente se cen-
trifugaron y se tomo el sobrenadante. La hemdlisis se
evaluo en el sobrenadante mediante el célculo del
porcentaje de hemoglobina liberada a partir de la de-
terminacion de la absorbancia (A = 545 nm). EI por-
centaje de hemdlisis se determind mediante la ecua-
cion siguiente:

% Hemodlisis = DO,, -DO, X100
DO -DO
Donde:
DO = Densidad 0Optica
M = Muestra
CN = Control negativo

CP = Control positivo

Efecto del C10y C12 sobre eritrocitos SS por MO

Para la valoracion del efecto de los alquilgliceroles so-
bre los eritrocitos SS por microscopia éptica, se partié
de 5 mL de sangre total, procedente de cada una de 8
pacientes con drepanocitemia. Se utilizé bisulfito de
sodio al 1% (Sigma, Francia) para lograr las condicio-
nes anoxigénicas del medio de reaccion. Posterior-
mente se adiciond en un vial, 200 pL de solucién de
glébulos rojos mas 200 pL de bisulfito de sodio méas
200 pL de la solucion de alquilgliceroles para cada re-
lacion molar. Los viales fueron sellados con papel pa-
rafinado para garantizar las condiciones anoxigéni-
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cas. Las mezclas de reaccion fueron preparadas por
duplicado, utilizando en cada caso dos controles posi-
tivos y dos controles negativos.

Alas 24 hy 48 h, se extrajeron 10 pL de cada vial,
y se realizaron frotis. Las laminas con los glébulos
rojos fueron contrastadas con hematoxilina eosina 'y
fijadas con Cytoseal™ 60 (Richard-Allan Scientific).
Las observaciones y las fotos fueron tomadas en un
microscopio éptico LaborLux S Leitz con camara di-
gital (Panasonic Siper DYNAMIC) acoplada con el
programa ATI Play. Para cada frotis se determiné
un campo de observacion de 200 células y se calcul6
la frecuencia de drepanocitos en porcentaje en el
mismo.

Estudio del efecto del C10y C12 sobre la
polimerizacion de la HbS por RMN

Para el estudio sobre la polimerizacién de la HbS por
RMN se parti6é de 2 concentrados de eritrocitos SS
obtenidos a partir de sangre total de 5 a 7 pacientes
para cada una. Estos fueron hemolizados mediante
un ciclo de congelacion y centrifugacion (3,000 rpm,
10 min). Las soluciones de C12 y C10 fueron prepara-
das en 20% etanol absoluto/PBS a las relaciones mo-
lares 1:1y 1:5. Para cada prueba se emple6 un patron
de solucién vehiculo. Las muestras de 500 uL fueron
depositadas en las ampulas de RMN y mantenidas a
36°C durante el curso de las mediciones.

Las mediciones se realizaron en un relaxémetro
Giromag 01®, disefiado y construido por el Centro de
Biofisica Médica de Santiago de Cuba con la serie de
impulsos 90°-1-180° (Hahn) a la frecuencia 4 MHz si-
guiendo el procedimiento descrito por Cabal y
cols.?+% |_os datos se graficaron utilizando el Micro-
cal Origin. La curva sigmoidal de la variacion tem-
poral de T2 que describe la cinética del proceso de
polimerizacion fue ajustada y normalizada en un
rango de 0 a 1 para facilitar la diferenciacion del
tiempo de demora (td) entre las muestras. Se realizo
un ajuste por regresion lineal y se determiné el valor
del td en minutos, a partir del cual se ha informado
el inicio del crecimiento rapido e irreversible de los
polimeros.

La influencia de la concentracion del compuesto
sobre la polimerizacion se evalu6 a partir del calculo
del porcentaje de variacion de td (%Vtd) para cada re-
lacion molar (rm) con relacidn al patron (pat).

__td(rm) - td( pat)

%Vtd = %100
td( pat)
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%Vtd = Variacion de td
rm = relacién molar
pat = patron
td = tiempo de demora

donde:

De esta forma se evaluo el intervalo de tiempo que
da inicio al proceso de polimerizacion irreversible, di-
cho intervalo de tiempo se conoce como td. Cada pa-
ciente posee un valor de td caracteristico ya que ini-
cialmente se poseen parametros anatomofisiologicos
propios entre los que podemos sefialar: valores de sa-
turacién de oxigeno, pH, concentracion de HbS y HbF
diferentes.®®

Analisis estadistico

Se calculd la media y la desviacién estandar para cada
grupo experimental. Se compararon las medias de los
controles positivos y los controles negativos contra los
grupos tratados con la prueba de comparacion multiples
de Duncan, el andlisis de varianza simple (ANOVA), la
prueba de Kruskal-Wallis para variables con un com-
portamiento no paramétrico y t de Student para compa-
racion dos grupos, considerando significativo un valor
de p < 0.05. El andlisis estadistico fue procesado me-
diante el programa SPSS para Windows, version 10.0
(SPSS Inc. Corp., 1999, Michigan, IL, USA).

RESULTADOS
Determinacioén de la actividad hemolitica

En el estudio realizado con sangre procedente de do-
nantes voluntarios se obtuvieron porcentajes de he-
molisis por debajo del 3% para el C10 y el C12. Al
comparar las razones molares estudiadas segun el
porcentaje de hemolisis promedio no se observé dife-
rencia estadisticamente significativa entre ellas en
ambos compuestos (p > 0.05). Sobre eritrocitos con
HbS el comportamiento fue similar a lo observado
para los individuos normales. Tampoco se observo di-
ferencia estadisticamente significativa entre las rela-
ciones molares del C12 (p > 0.05), pero en C10 si se
encontro entre la relacion 1:1y 1:10 (p < 0.05) (Figu-
ras 1y 2). Estos valores reflejan una actividad hemo-
litica de los alquilgliceroles baja, teniendo en cuenta
el valor de referencia (10%) para la técnica utilizada.
Estadisticamente los resultados entre relaciones mo-
lares para cada tipo de muestra (HbA y HbS) reporta-
ron diferencias no significativas entre ellas (p >
0.05), por lo que no se aprecia una tendencia a la he-
molisis por accion del C10y el C12.
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Efecto del C10y C12 sobre eritrocitos SS por MO

En los resultados del estudio al microscopio éptico se
observaron variaciones morfologicas a los dos inter-
valos de tiempos evaluados. Mediante el conteo del
numero de drepanocitos bajo condiciones anoxigéni-
cas, las cuales favorecen la polimerizacion de la he-
moglobina y la falciformacion, se observo una inhibi-
cion de la drepanocitosis para ambos compuestos a
las relaciones molares estudiadas (Cuadro I). Los
controles positivos y negativos mostraron aumento
de drepanocitos a las 48 horas, mientras que en las
muestras tratadas se observa una tendencia a la inhi-
bicién muy marcada, comparada con los controles.
Esta tendencia presenta un comportamiento muy si-

47 [ HbSS [ HbAA
3,
0
0
2
s 27
T
X
1-
0 . . . . )
1:1 1:5 1:10

Relaciones molares

Figura 1. Promedio (barras) y desviacion estdndar (barras de
error) del porcentaje de hemolisis de los eritrocitos con HbAA y
HbSS tratados con 1-O-alquilgliceroles C10 a diferentes rela-
ciones molares.

4 [ HbSS [ HbAA

% Hemolisis
N
1
A
—

==L

9 11 ' 15 ' 1:10 '

Relaciones molares

Figura 2. Promedio (barras) y desviacion estdndar (barras de
error) del porcentaje de hemolisis de los eritrocitos con HbAA y
HbSS tratados con 1-O-alquilgliceroles C12 a diferentes rela-
ciones molares.
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Cuadro I. Promedio + desviacion estandar del % de
drepanocitos en los 8 pacientes con hemoglobina SS
y en los controles.

Tratamiento 24 horas 48 horas
Controles positivos 35.3+16.16 75.8+12.15
Controles negativos 26.8+14.55 60.8+20.04

C101:1 6.8+5.13* 5.2+3.88*
C10 1:5 6.5+0* 4.0+£5.07*
Cl21:1 8.3+5.47* 5.2+4.16*
Cl1l2 15 5.2+2.71* 2.2+2.25*

Se comparo el control positivo y negativo con las muestras tratadas con el
C10y C12 a las relaciones molares 1:1y 1:5. *p<0.05

milar para ambos compuestos y para las dos relacio-
nes molares. Entre el control positivo y el negativo no
se observé diferencia (p = 0.11). Al comparar el con-
trol positivo a las 24 horas con el C10 y C12 a las dos
relaciones molares estudiadas, se encontr6 una dife-
rencia significativa entre ellas (p < 0.05), lo mismo
gue a las 48 horas de incubacion.

Se compardé, ademas, el comportamiento entre los
dos intervalos de tiempo, observandose una tenden-
cia al aumento de la drepanocitosis para el control po-
sitivo a las 24 horas y las 48 horas (p = 0.0004). De
igual forma se comportaron los controles negativos
(p = 0.04); sin embargo, los alquilgliceroles aparente-
mente mostraron tendencia a la inhibicion en los dos
intervalos de tiempo (p > 0.05) independientemente
de las concentraciones empleadas.

En las microfotografias tomadas al microscopio 6p-
tico del control positivo puede apreciarse la presencia
de gran cantidad de drepanocitos. Este efecto es mas

marcado a las 48 horas y aparecen ademas formas
equinogénicas en ambos grupos (Figura 3).

Por el contrario, si comparamos los controles con
el C10 a la relacion molar 1:1 a las 24 horas se ob-
servé una disminucién del nimero de drepanocitos e
incremento en el nimero de equinocitos (Figura 4).
A las 48 horas de incubacion se observé que casi to-
dos los eritrocitos se habian transformado en equi-
nocitos y algunos globulos rojos en forma bicéncava.
A la relacién molar 1:5 el C10 mostro6 el mismo com-
portamiento.

Igualmente al comparar los controles con el C12
1:1y 1:5 se observ6 una disminucion de drepanocitos
a las 24 horas, asi como un marcado aumento del nu-
mero de equinocitos a las 48 horas (Figura 5).

Efectos del C12 y C10 sobre la polimerizaciéon
de la HbS por RMN.

Todas las muestras estudiadas reprodujeron la curva
sigmoidal de variaciéon temporal de T2 (Figura 6). En
la misma se pueden apreciar tres etapas de la HbS en
el medio. La primera etapa corresponde a las molécu-
las de hemoglobina en su estado de disolucién predo-
minante, la segunda caracteriza el equilibrio existente
entre las moléculas de hemoglobina en solucién y las
gue se encuentran formando el polimero (nucleacion)
y en la tercera etapa se encuentran predominantemen-
te las moléculas de hemoglobina en el polimero.

Los patrones y las muestras tratadas mostraron
un comportamiento diferencial del td entre las repe-
ticiones de un mismo ensayo y una misma relaciéon
molar, lo cual puede estar relacionado con las carac-

Figura 3. Microfotografia de los eritrocitos del control positivo incubados con 1-O-alquilglicerol a las 24 h (a) y 48 h (b).
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Figura 4. Microfotografias de los eritrocitos de paciente con HbSS incubados con 1-O-alquilglicerol C10 en relacion molar 1:1

durante 24 h (a) y 48 h (b). (Ver texto).

Figura 5. Microfotografias de los eritrocitos de paciente con HbSS incubados con 1-O-alquilgliceroles C12 en relacion molar 1:1
durante 24 h (a) y 48 h (b). (Ver texto).

teristicas propias de cada paciente inherente a la en-
fermedad. Las muestras tratadas con C10, relacion
molar 1:1, mostraron un incremento no significativo
del td (p > 0.05); mientras que para 1:5y para C12 no
se obtuvo ningun efecto. No se encontré relacion en-
tre el td y el aumento de la concentracién de los com-
puestos. La prueba de comparaciones multiples no re-
porto diferencia significativa entre las medias para
las relaciones molares estudiadas (p = 0.05), aun
cuando se obtuvo tendencia al comparar 1:1 con 1:5
para el C10.

A partir de los valores medios del td se calculé el
%Vtd obteniéndose para la relacion molar 1:1 del
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C10 resultados mas significativos en tres pruebas
(0.8%, 6% y 9%), para 1:5y para el C12 no se obtuvo
un porcentaje de variacion del td con relacién a los
controles.

DISCUSION

Los resultados obtenidos corroboran estudios previos
realizados con 1-O-alquilgliceroles naturales de ori-
gen marinoy el C16 y C18 sintéticos, en los cuales se
demostrd que esta familia de compuestos provoca
cambios equinogénicos en los eritrocitos sin incre-
mentar los eventos hemoliticos.*
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Figura 6. Curvas de la polimerizacion de la HbS para los patrones y las muestras tratadas con 1-O-alquilgliceroles C10 y C12.

Una prueba de utilidad en el estudio y desarrollo
de un farmaco es precisamente la determinacion de
su actividad hemolitica. Un candidato a farmaco debe
atravesar la membrana celular e interactuar con la
hemoglobina intracelular evitando que en este proce-
so se afecten la proteinay el glébulo rojo, estructural
y funcionalmente. Atendiendo a estos criteriosy a la
anemia hemolitica crénica que caracteriza la enfer-
medad es necesario determinar la actividad hemoliti-
ca de aquellos compuestos que poseen actividad anti-
drepanocitaria in vitro.

Las variaciones observadas sobre el efecto hemoli-
tico entre las diferentes pruebas para una misma re-
lacién molar pueden tener su causa en la no homoge-
neidad de las muestras utilizadas, ya que cada una se
realiz6 con sangre total procedente de individuos di-
ferentes donde no se tuvo en cuenta factores hemato-
l6gicos ni fisiologicos. Un agente quimico extrafo, en
dependencia de su concentracion, puede alterar el
equilibrio iénico del medio, provocar la deshidrata-
cién, aumentar la fragilidad y la destruccién celular.
Ademas cada muestra posee caracteristicas reoldgi-
cas propias, como por ejemplo el envejecimiento celu-
lar. El tiempo de vida medio de los glébulos rojos nor-
males es de 120 dias y se conoce que en el torrente
sanguineo circulan células con variabilidad en la
edad, de las cuales las mas préximas al tiempo de
vida medio son las mas propensas al dafio y la lisis
celular.®

Los eritrocitos SS son mas fragiles y rigidos que
los normales debido a la polimerizacién de la desoxi-
hemoglobina, que los somete a cambios intracorpus-
culares que causan pérdida de su elasticidad. Su des-
truccion consiste en la lisis intravascular debida a la
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fragilidad mecanica aumentada, y la extraccién por
retencién y fagocitosis en el sistema reticuloendote-
lial, con un tiempo de vida medio de aproximadamen-
te 60 dias.®® Es por esto que compuestos que exacer-
ben o incidan en sus propiedades reolégicas tendran
una marcada incidencia negativa en esta enfermedad.

Por tanto, la accion de los 1-O-alquilgliceroles C10
y C12 sobre los eritrocitos SS se corresponde con una
actividad hemolitica basal con un porcentaje de he-
mdlisis < 3.0% para ambos compuestos, teniendo en
cuenta que la hemolisis en los pacientes drepanociti-
cos puede alcanzar valores de hasta el 40% por las ca-
racteristicas propias de la enfermedad.

La transformacion equinogénica es una propiedad
de las membranas eritrocitarias, que esta determina-
da por factores hereditarios o ambientales.?*#

Esta transformacion sigue una sola direccion, de
discocito a esferoquinocito. Este proceso, por lo gene-
ral, es reversible siempre que se elimine el factor
equinogénico desencadenante.*®

Existe una dependencia directa entre la polimeri-
zacion de la HbS y la falciformacion de los eritrocitos,
donde la variedad de formas que asumen las células
se encuentra directamente relacionada con la veloci-
dad de desoxigenacion. Si el compuesto inhibe la falci-
formacion de los eritrocitos el porcentaje de drepano-
citos debe disminuir con relacion a la muestra control
y aumentar el nUmero de otras alteraciones morfol6-
gicas, preferentemente equinocitos.?* Las variaciones
equinogénicas son reversibles y mas flexibles que los
drepanocitos.

En las microfotografias se observa para ambos
compuestos una disminucion del nUmero de drepano-
citos e incremento en el nimero de equinocitos. Este
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efecto es mas marcado a las 48 horas de incubacion,
donde casi todos los eritrocitos se transforman en
equinocitos y aparecen algunos glébulos rojos en for-
ma biconcava. Considerando que los 1-O-alquilgli-
ceroles poseen la estructura basica de los éteres de
glicerofosfolipidos®® y los lisofosfolipidos como la 2-liso-
fosfatidilcolina, cuyos efectos equinogénicos han sido
demostrados por diferentes grupos de investigado-
res,? pudiéramos interpretar los cambios morfoldgi-
cos producidos por el C10y el C12 como resultado de
la alteracion del estado micelar critico de la estructu-
ra molecular de la membrana celular, probablemente
asociados a las propiedades surfactantes que se atri-
buyen a estos compuestos.?”

Teniendo en cuenta que el namero de células irre-
versiblemente falciformes circulantes determina el
componente hemolitico, estos cambios morfoldgicos
provocarian la recuperacion de la elasticidad y la dis-
minucion de la fragilidad mecanica de los eritrocitos,
mejorando por tanto las manifestaciones clinicas que
se presentan en la enfermedad y por consiguiente, la
calidad de vida de estos pacientes.*

Por otra parte, la inhibicién o retardo de la veloci-
dad de la falciformacion puede estar relacionada tam-
bién con el bloqueo de la polimerizacion de la HbS,
por accidn directa con la hemoglobina, similar a la ac-
cion de la vainillina (agente antidrepanocitico), que
retarda la polimerizacién de la HbS, inhibiendo a su
vez la transformacién de los globulos rojos hacia la
forma de drepanocito,® %42 atendiendo a esto, evalua-
mos los efectos de estos compuestos sobre la polime-
rizacion de la HbS por RMN. Mediante esta técnica
se determina la cinética de polimerizacion de la HbS.
Un incremento del td esta relacionado con la interac-
cion directa del compuesto con sitios especificos de la
hemoglobina que provocarian una interrupcion de la
polimerizacién. Como consecuencia, el proceso se
hace mas lento; las moléculas de HbS permanecen
por un tiempo mayor en estado soluble, de esta forma
aumenta la solubilidad de la Hb y su afinidad por el
oxigeno.®

El C10 y C12 no mostraron un aumento significati-
vo del td comparado con la muestra control, por lo
gue al evaluar los resultados obtenidos en este estu-
dio tomando como referencia los ensayos®¢“? con la
vainillina, sugerimos que los alquilgliceroles C10 y
C12 inhiben la falciformacion de los hematies SS pero
su modo de accion no es precisamente a través de la
inhibicion de la polimerizacion de la HbS por interac-
cion directa con la Hb, sino que esta relacionado con
la interaccion de los mismos con la membrana de los
eritrocitos, como ha sido demostrado por otros auto-
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res en la evaluacion de los alquilgliceroles naturales y
los sintéticos C16 y C18.1924
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