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RESUMEN

ABSTRACT

La formaciéon de una base de Shiff hemoglobina-aldehido
aromatico, ha sido reportada como inhibidor de la polimeri-
zacién de la hemoglobina S. A través de la relajacién magné-
tica proténica (RMP-H!) se realiz6 un seguimiento de la ciné-
tica de polimerizacién de la hemoglobina S y se determiné el
tiempo de demora. Los estudios realizados in vitro demostra-
ron el efecto inhibidor de la isovainillina, o-vainillina, m-hi-
droxibenzaldehido y p-hidroxibenzaldehido, utilizando rela-
ciones molares (hemoglobina S/compuesto) 1:1, 1:4 y 1:8.
Incrementaron el tiempo de demora (expresado como por-
centaje de variacién) para cada una de las relaciones molares,
isovainillina: 34 + 6% (1:1), 68 = 16% (1:4), o-vainillina: 26 +
10% (1:1), 63 = 20% (1:4), m-hidroxibelzaldehido: 16 + 4%
(1:1), 44 = 12% (1:4), y p-hidroxibenzaldehido: 10 + 3% (1:1),
32 = 8% (1:4). En el tiempo obtenido para la relacién molar
1:8 no se obtuvo la curva caracteristica de la cinética estudia-
da. De este modo, incrementando la concentracién del com-
puesto aument6 su efecto en el retardo de la polimerizacion.
No se encontré actividad hemolitica sobre los eritrocitos a las
concentraciones empleadas. Los resultados confirman la acti-
vidad antipolimerizante de aldehidos aromaticos empleando
una técnica diferente a otras reportadas en la literatura, que
ademas cuantifica el efecto de la concentracion. Estos resul-
tados permiten estudiar la utilidad terapéutica de estos com-
puestos en el tratamiento de la anemia drepanocitica.

The formation of a Shiff base aduct hemoglobin-aromatic
aldehyde, it has been reported as inhibitor of the hemoglo-
bin S polymerization. Using the Proton Magnetic Reso-
nance methodology, it can be studied the polymerization
kinetics and determine the delay time. Our studies in vitro
demonstrate the inhibitor effect of the isovanillin, o-van-
illin, m-hydroxybenzaldehyde and the p-hydroxybenzalde-
hyde, using molar relationships (hemoglobin S/compound)
1:1, 1:4 and 1:8. The delay time increment (expressed as
percent) obtained for each one of the molar relationships
was, isovanillin: 34 + 6% (1:1), 68 = 16% (1:4), o-vanillin:
26 = 10% (1:1), 63 = 20% (1:4), m-hydroxybelzaldehyde: 16
*+ 4% (1:1), 44 = 12% (1:4) and the p-hydroxybenzaldehyde:
10 = 3% (1:1), 32 + 8% (1:4). In the case of 1:8, the charac-
teristic kinetics curve was not obtained. To the employed
concentrations, we not found hemolytic activity on the
erythrocytes. These results confirm the antisickling activi-
ty of these aromatic aldehydes, for a technique different to
the reported in literature that also allows quantify the con-
centration effect. The same ones will facilitate the study of
the therapeutic utility of these compounds in the sickle
cell anemia treatment.
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INTRODUCCION

La causa primaria de la anemia drepanocitica (AD) o
hemoglobinopatia SS, es un cambio de base en el
ADN que trae como consecuencia la sustituciéon de
4cido glutamico por valina en la posicién 6 de la ca-
dena f de la hemoglobina (Hb), dando origen a la he-
moglobina S (HbS). Esta sustitucién causa una fuer-
te interaccién entre la Val-6(8) de un tetramero de
desoxihemoglobina S con una bolsa hidrofébica de un
segundo tetramero en la regién Phe-85(3)/Leu-
88(p),? que junto a subsiguientes interacciones que
involucran contactos intertetraméricos laterales y
axiales provocan la agregacion de la HbS en su esta-
do desoxigenado, con la consecuente falciformacion y
disminucién de la flexibilidad de los eritrocitos. La
polimerizacién de la HbS es el principal proceso mole-
cular responsable de las manifestaciones clinicas de
los pacientes que padecen esta enfermedad.? En la
btsqueda de un tratamiento, ha sido reportada una
gran variedad de compuestos que inhiben la polimeri-
zacion de la HbS por interaccion directa con la Hb
(agentes antipolimerizantes). Es bien conocida la for-
macién de la base de Shiff de aldehidos aromaticos
con grupos aminos libres de la Hb,*®* mecanismo que
puede estabilizar la oxihemoglobina y desplazar la
curva de disociacién de oxigeno hacia la izquierda,
asi como inhibir contactos intermoleculares Hb-Hb
que se producen en el polimero, trayendo consigo un
potente efecto. Dentro de éstos el 4-hidroxi-3-metoxi-
benzaldehido (vainillina) ha sido el méas estudiado®’
por sus propiedades y amplio uso en la industria ali-
menticia. Para el estudio de la cinética de polimeriza-
cion de la HbS se han desarrollado diversos méto-
dos,®!® destacando la “resonancia magnética nuclear
proténica” (RMN-H!). En nuestro laboratorio se ha
desarrollado una metodologia para el estudio de la
polimerizacién por relajacion de RMN-H!, que a dife-
rencia de lo reportado en la literatura parte de la des-
oxigenacion espontanea. Las moléculas de agua que
se encuentran asociadas a la Hb experimentan varia-
ciones en la movilidad debido a la formacién de poli-
meros en el medio, provocando un acortamiento del
tiempo de relajacién spin - spin (T2).1*17 Con las va-
riaciones que experimenta T2 en el tiempo se estudia
la cinética de polimerizaciéon de la HbS en el interior
de los eritrocitos o en solucién. A través del estudio
cinético se puede determinar el tiempo de demora
(td), tiempo a partir del cual la polimerizacién se
hace critica e irreversible. A partir de la variacién
del td es posible evaluar la accién de un agente qui-
mico sobre la polimerizaciéon de la HbS y su relacién
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con la concentraciéon del mismo."!® En el presente tra-
bajo se investiga in vitro, a través de la relajacién de
RMN-HY, el efecto inhibidor de la polimerizacién de
cuatro aldehidos aromaticos (isovainillina, o-vainilli-
na, m-hidroxibenzaldehido, p-hidroxibenzaldehido) a
diferentes relaciones molares. En estudios anteriores
se informa que los compuestos en estudio manifiestan
una baja actividad hemolitica sobre los eritrocitos;
por lo que se realiza un estudio comparativo de la
vainillina” con sus isémeros (iso y orto),'® y con los
del benzaldehido (meta y para).®®

MATERIAL Y METODOS
Reactivos

Los reactivos fueron obtenidos de suministradores
comerciales y de calidad analitica: etanol (Alfa Aesar,
Alemania); heparina sédica (Sigma, Alemania); NaCl,
Na,HPO,, y KH, PO, (Panreac, Espafa), isovainillina
(Fluka, Suiza), o-vainillina, m-hidroxibenzaldehido,
y p-hidroxibenzaldehido (Aldrich, Alemania).

Preparacion de las muestras de hemoglobina y
soluciones

Las muestras de HbS fueron obtenidas a partir de la
sangre total venosa de enfermos homocigéticos SS
colectada en el laboratorio clinico del Hospital Gene-
ral Clinico Quirdrgico “Juan Bruno Zayas”, de San-
tiago de Cuba. La sangre total heparinizada se cen-
trifugé (3,500 rpm, 10 min), se eliminé el plasma, se
lavaron los eritrocitos con amortiguador fosfato sali-
no (PBS) (pH = 7.4) tres veces y se prepar6 un
pool.?® La masa eritrocitica se hemoliz6 por congela-
cion, se centrifugd (3,500 rpm, 10 min), se descarta-
ron los restos de membrana por decantacion y se de-
terminé la concentraciéon de Hb por el método de la
cianometahemoglobina?! en un espectrofotémetro Ul-
trospec III (Pharmacia, Alemania). Finalmente la so-
lucién de Hb se conservé a 4 °C hasta el dia de la me-
dicion. Las muestras de hemoglobina A (HbA) fueron
obtenidas a partir de sangre total venosa de donantes
voluntarios en el Banco de Sangre Provincial “Rena-
to Guitart Rosell” de Santiago de Cuba. Todas las
muestras de sangre utilizadas fueron obtenidas con el
consentimiento informado de los involucrados.

A partir de la concentracion de Hb en la muestra
se calcul6 la masa de los compuestos necesaria para
establecer las relaciones molares (rm) Hb:compuesto
(1:1, 1:4, y 1:8), las cuales se prepararon en solucio-
nes hidroalcohdlicas (la masa del compuesto se disol-

133



José E. Falcon Dieguez y cols.

vié en 500 4L de etanol y se anadi6 PBS hasta alcan-
zar un volumen de 1 mL).” Se utilizé una muestra
control a la que se le anadié la solucién vehiculo, es
decir la solucién hidroalcohélica sin el compuesto.

Medicién por RMN-H!

Para realizar las mediciones de RMN-H! se deposita-
ron 400 uL de soluciéon de Hb en dmpulas de vidrio
(1 cm de diametro) y se le anadié 20 L de la solu-
cién hidroalcohdlica del compuesto con la correspon-
diente concentracién para establecer las rm estudia-
das, a la muestra control se le anadié 20 uL de la
solucién vehiculo sin compuesto. Todo el experimen-
to se realizé a 36 °C.71415

Se midi6 el T2 en el Relaxémetro Universal Cuba-
no Giromag 01° (disefiado y construido en el Centro
de Biofisica Médica de la Universidad de Oriente,
Santiago de Cuba), con la serie de impulsos 90°-7-180°
(Hahn) a la frecuencia de 4 MHz.*%!" Todas las cur-
vas de la cinética de polimerizacién obtenidas fueron
ajustadas para determinar el valor del td a partir del
cual se ha reportado que se inicia el crecimiento rapi-
do e irreversible de los polimeros. Todos los ajustes y
tratamientos de las curvas fueron procesados con el
Microcal Origin 5 (EUA).

La influencia de los compuestos en la cinética de
polimerizacién de la HbS y el efecto de la concentra-
cion se evalué a partir del célculo del porcentaje de
variacion del td (%Vtd) para cada relacién molar
(rm) con relaciéon al patrén (pat), mediante la si-
guiente ecuaciéon:’

td(rm) —td ( pat)
td(pat)

%Vid = %100 1)

Se controlé el pH (7.4), la concentraciéon de HbS y
la temperatura (36 °C).

Esta reportado un 5% de error sistematico para
las mediciones de T2 en el Giromag 01.*'" En cuanto
a la reproducibilidad en la determinacién del td bajo
nuestras condiciones experimentales, se determind
un error del 2% para la determinacién del td en
muestras patrones, provenientes de un mismo pool
de solucién de Hb y un error del 5% para la determi-
nacién del td cuando se emplean relaciones molares.

Estudio de actividad hemolitica
Para todos los compuestos en estudio ha sido deter-

minado el efecto hemolitico in vitro en concentrados
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de eritrocitos,™®!® a partir de muestras de sangre de
donantes voluntarios no enfermos (eritrocitos nor-
males) y de enfermos homocigéticos SS (eritrocitos
SS). Empleando el método espectrofotométrico a par-
tir de la medicién de la absorbancia para la Hb libre
(A = 545 nm), en el sobrenadante de soluciones de
eritrocitos lavados con PBS.2%?2 Las rm estudiadas
fueron 1:1, 1:4, 1:8, y 1:10%7 y la actividad hemolitica
fue reportada como porcentaje de hemolisis (%H). Se
realizé un estudio comparativo del %H promedio pro-
vocado por la vainillina,” sus isémeros (isovainillina
y ortovainillina)!® y los del benzaldehido (metahi-
droxibenzaldehido y parahidroxibenzaldehido)!® utili-
zando la comparacién de medias con la prueba de
rangos miultiples y el analisis de varianza simple
ANOVA (Statgraphics Plus 2.1) con un nivel de sig-
nificancia al 95%.

RESULTADOS
Accién antipolimerizante

El comportamiento temporal de T2 tipico en mues-
tras de HbS y HbA se muestra en la figura 1. Como
puede apreciarse, mediante el comportamiento tempo-
ral de T2 en las condiciones experimentales estableci-
das se puede seguir la cinética de polimerizacién de
la HbS obteniendo la curva caracteristica descrita en
la literatura,'1%?® a diferencia de lo obtenido bajo las
mismas condiciones con HbA. Una propiedad caracte-
ristica de esta cinética es la existencia de un tiempo
de demora (td) previo a la polimerizacién de molécu-
las de desoxi-HbS.

Con el objetivo de determinar si la isovainillina, la
o-vainillina, el m-hidroxibenzaldehido y el p-hidroxiben-
zaldehido afectan el td, su efecto sobre la cinética de po-
limerizacion fue estudiado para tres rm diferentes (1:1,
1:4y 1:8). Se realizaron 7 pruebas para cada compuesto
y cada una de las relaciones. En las figuras 2, 3, 4y 5 se
muestran las curvas obtenidas en uno de los experi-
mentos realizados para cada compuesto. Un efecto inhi-
bidor de la polimerizacion expresado a través del incre-
mento del td, dependiente ademas de la concentracién,
se pudo apreciar para los cuatro aldehidos.

En el cuadro I se muestran los resultados obteni-
dos del %Vtd promedio para cada compuesto a las rm
de trabajo 1:1y 1:4. E1 %Vtd a la rm 1:8 no se repor-
ta debido a que, como se puede observar en las figu-
ras 2, 3,4y 5, para la rm 1:8 de cada compuesto no
se puede determinar el td.

El analisis estadistico reporté diferencias no signi-
ficativas (p = 0.05) del efecto inhibidor entre iséme-
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Figura 1. Comportamiento temporal tipico del tiempo de re-
lajacién spin-spin (T2) (90°-7-180° (Hahn), 4 MHz, 36 °C), me-
dido con el Relaxémetro Giromag 01®, en solucién de HbA
(A) y HbS (m). Los trazos continuos representan los ajustes li-
neal y sigmoidal correspondientes a las muestras de HbA y
HbS respectivamente. En la HbS la region | se corresponde
con la nucleacién, donde las agregaciones moleculares son
reversibles, la Il con el desarrollo irreversible de la polimeriza-
cion, y la Ill con la formacién de microdominios.

120
100 A

80 -

T2 (ms)

60 -

40

20 T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Tiempo (min)

Figura 2. Cinética de polimerizacién de soluciones de HbS
para las muestras patrén y tratadas con diferentes concentra-
ciones de isovainillina. Curvas de la variaciéon temporal del
tiempo de relajacién spin-spin T2 medidas en el Relaxémetro
Giromag 01°(90°-t-180° (Hahn), 4 MHz, 36 °C).m Patrén (so-
luciéon de HbS mas soluciéon vehiculo), A Relaciéon molar 1:1,
O Relacién molar 1:4 y 4 Relacién molar 1:8.

ros, es decir entre isovainillina y o-vainillina; asi
como entre m-hidroxibenzaldehido y p-hidroxibenzal-
dehido. Mientras que al comparar los efectos de los
isémeros de la vainillina (iso y orto) con los del ben-
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Figura 3. Cinética de polimerizacién de soluciones de HbS
para las muestras patron y tratadas con diferentes concentra-
ciones de o-vainillina. Curvas de la variacion temporal del
tiempo de relajacién spin-spin T2 medidas en el Relaxémetro
Giromag 01®(90°-7-180° (Hahn), 4 MHz, 36 °C). B Patrén (so-
lucion de HbS mds solucion vehiculo), A Relaciéon molar 1:1,
QO Relacién molar 1:4 y 4 Relacién molar 1:8.
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Figura 4. Cinética de polimerizaciéon de soluciones de HbS
para las muestras patrén y tratadas con diferentes concentra-
ciones de m-hidroxibenzaldehido. Curvas de la variacién tem-
poral del tiempo de relajacién spin-spin T2 medidas en el Re-
laxémetro Giromag 01® (90°-t-180° (Hahn), 4 MHz, 36 °C). m
Patrén (soluciéon de HbS mas solucion vehiculo), A Relacion
molar 1:1, O Relacién molar 1:4 y @ Relacién molar 1:8.

zaldehido (m-OH y p-OH), éstos ejercieron un mayor
efecto antipolimerizante (p < 0.05).

Estudios realizados con anterioridad informaron
que el efecto hemolitico de la vainillina,” la isovainilli-

135



José E. Falcon Dieguez y cols.
120+
100+

B 80+

N

l_

60+

40

400 600 800 1000

Tiempo (min)

0 200

Figura 5. Cinética de polimerizaciéon de soluciones de HbS
para las muestras patrén y tratadas con diferentes concentra-
ciones de p-hidroxibenzaldehido. Curvas de la variacién tem-
poral del tiempo de relajacién spin-spin T2 medidas en el Re-
laxémetro Giromag 01® (90°-r-180° (Hahn), 4 MHz, 36 °C). ®
Patréon (solucion de HbS mas solucién vehiculo), A Relacion
molar 1:1, O Relacién molar 1:4 y @ Relacién molar 1:8.

Cuadro I. Efecto de los aldehidos aromaticos sobre el td de la
polimerizacién de la HbS, expresado a través del porcentaje de
variacion del td (%Vtd) para las relaciones molares 1:1 y 1:4.

Compuesto %Vtd (1:1) %Vtd (1:4) n
Isovainillina 34 +6 68 + 16 7
o-Vainillina 26 = 10 63 = 20 7
m-Hidroxibenzaldehido 16 + 4 44 + 12 7
p-Hidroxibenzaldehido 10 + 3 32+8 7

na, la ortovainillina,!® el 4-hidroxibenzaldehido y el 3-
hidroxibenzaldehido,' sobre los eritrocitos de donan-
tes voluntarios, fue no significativo (p = 0.05) entre
cada una de las rm empleadas (1:1, 1:4, 1:8 y 1:10).
En el estudio sobre las células de enfermos con AD,
para cada uno de los compuestos, no se reportaron di-
ferencias estadisticamente significativas (p = 0.05)
entre las rm."!819 El %H promedio oscil6 en un inter-
valode 0.2 +0.12a05+*02%yde0.1 £0.1a0.8 =+
0.7%, para las células de donantes voluntarios y SS,
respectivamente.”®1° Sélo la vainillina, a la relacién
1:10 sobre células SS, incrementé moderada y signifi-
cativamente (p < 0.05) la hemoélisis.” En la figura 6
se muestra el %H promedio provocado por los cinco
aldehidos aromaticos a diferentes concentraciones so-
bre los eritrocitos. No se obtuvieron diferencias esta-
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disticamente significativas (p = 0.05) en la actividad
hemolitica entre los aldehidos para cada una de las
relaciones molares ni entre grupos celulares. El efec-
to hemolitico producido a estas concentraciones no
excede el 3%, existiendo mayor variabilidad en los eri-
trocitos SS.

DISCUSION

La cinética de polimerizaciéon de la HbS constituye
una determinante de la severidad clinica de la AD.3%
El tiempo promedio durante el cual los eritrocitos hu-
manos transitan bajo condiciones de hipoxia en el
sistema sanguineo es de alrededor de 15 segundos.®
Si el td de la polimerizacién de la HbS fuera mayor
que el tiempo de transito de los eritrocitos por la cir-
culacién sanguinea, los mismos podrian completar el
ciclo de oxigenacién/desoxigenacion antes de que la
polimerizacién intracelular se acelerara y ocurriera
la falciformacién intracapilar. Como consecuencia
pudieran disminuir las interacciones entre los eritro-
citos y las células endoteliales (adhesiéon endote-
lial),2*2¢ la obstruccion vascular, asi como la frecuen-
cia de las crisis vasooclusivas (CVO).2"?® Egs por ello
que unas de las principales estrategias terapéuticas,
constituye la modificacién quimica de la Hb en el in-
terior del eritrocito, para disminuir el grado de poli-
merizacion y con ello la subsiguiente falciformacion,
desencadenante de la fisiopatologia de la enferme-
dad.31,32

En estudios anteriores®® se reporto la actividad an-
tipolimerizante de una serie de aldehidos aromaticos
en funcién de dos parametros: el porciento de modifi-
cacion de la Hb y la influencia sobre la afinidad de
ésta por el oxigeno, expresada a través de la presion
parcial (AP, ). Posteriormente otros autores reporta-
ron nuevos estudios sobre la moderada actividad an-
tipolimerizante de la vainillina.®” En este trabajo se
reporta el efecto in vitro de cuatro de estos aldehidos
aromaticos sobre la cinética de polimerizacién de la
HbS, asi como su dependencia con la concentracién,
usando la relajacién magnética protonica.

Como se muestra en este trabajo, utilizando esta
técnica se pueden evaluar compuestos quimicos que
actien directamente sobre la polimerizacién de la
HbS. La literatura informa que los aldehidos aroma-
ticos, a través de la formaciéon de una base de Shiff
con grupos amino libres en la Hb, inhiben estereoes-
pecificamente algunos de los contactos intermolecula-
res que se producen en los polimeros de desoxiHbS,
lo cual se pudiera corroborar a partir de los resulta-
dos presentados.

Bioquimia
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Relaciones molares

Los %Vtd obtenidos evidencian un efecto retarda-
dor de la polimerizacién por estos compuestos, depen-
diente de la concentraciéon. El hecho de que el %Vtd
para la rm 1:8 no se pudo determinar el td pudiera es-
tar dado por la saturacién de los sitios de enlaces in-
termoleculares en el polimero, ademas de la presencia
de un exceso del agente que provocaria la inhibicién
de la polimerizacién mediante un intercambio equili-
brado entre moléculas libres en la soluciéon y las enla-
zadas a la Hb; lo que trae consigo que se pierda el
comportamiento sigmoidal caracteristico de la cinética
de polimerizacién de la Hbs, seguida por los T2.

La efectividad de agentes antipolimerizantes que
acttuen por inhibicién estereoquimica, va a estar dada
por la especificidad de los enlaces y la competencia
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Figura 6. Efecto hemolitico de cinco aldehi-
dos aromaticos sobre eritrocitos.”'®" Los da-
tos representan el promedio de todas las
pruebas por relaciones molares y su respec-
tiva desviacion estandar. a) Porcentaje de
hem6lisis promedio (%H) sobre los eritrocitos
procedentes de donantes voluntarios no en-
fermos. b) Porcentaje de hemdlisis promedio
(%H) sobre los eritrocitos SS. No se obtuvie-
ron diferencias estadisticamente significativas
(p = 0.05) en la actividad hemolitica entre
relaciones molares, entre grupos celulares, ni
entre aldehidos. El efecto hemolitico provo-
cado a estas razones molares no excede el
3%, existiendo mayor variabilidad en los eri-
trocitos SS.
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[ 4-hidroxibenzaldehido
4,0
o 3,04
3
e
© 2,0+
o
T
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0,0 -+
1:1 1:4 1:8 1:10
Relaciones molares
(1 Vainillina ] Ortovainillina
b [ Isovainillina [ 3-hidroxibenzaldehido
[ 4-hidroxibenzaldehido
4,0
o 3,0
2
S 2,0+
o
T
2 1,0-
0,0

1:10

por los sitios de enlaces que se establecen en el poli-
mero de HbS. De los resultados se pudiera plantear
que mayor numero de sustituyentes en el anillo aro-
matico para este tipo de compuesto, provocaria un
mayor impedimento estérico y como consecuencia
mayor retardo en la polimerizacién de la HbS. La re-
accién de formacion de una base de Shiff hemoglobi-
na-aldehido, va a estar directamente influenciada por
la posicién que ocupen los sustituyentes en el anillo
aromatico (efectos estéricos y electrénicos), ya que
en dependencia de ésta, la nube electrénica del grupo
carbonilo se vera afectada, favoreciendo o no la reac-
ci6én de adicion.

Los aldehidos aromaticos estudiados incrementa-
ron el td de la polimerizacion. Al establecer un orden
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de reactividad, incluyendo a la vainillina,” con base
en el %Vtd se obtuvo que: isovainillina = ortovainilli-
na > 3-hidroxibenzaldehido > 4-hidroxibenzaldehido
> vainillina.

La vainillina y el p-hidroxibenzaldehido muestran
el menor efecto antipolimerizante. Los sustituyentes
electrodonadores débiles en la posicion para (p-OH)
del anillo aromatico disminuyen la reactividad del
grupo carbonilo (CO) frente a una reaccién de adi-
ciéon nucleofilica. Estos mismos sustituyentes en la
posicion meta son neutrales (m-OH) o ligeramente
electroatractores (m-OCH,). En el caso de la vainilli-
na, en posicién meta se encuentra el grupo metoxi
(OCH,) con efecto inductivo negativo (-I) y mesoméri-
co positivo (+M), mientras que en para esta el hi-
droxilo (OH) con -I y +M predominante. Estos efec-
tos hacen que el carbono del CO tenga la reactividad
disminuida para la adicién nucleofilica y la estabili-
dad del producto intermediario sea menor. Debido a
la combinacién de efectos electronicos y estéricos la
actividad se consider6 moderada y de hecho menor
que en el caso del resto de los compuestos estudiados
en este trabajo.

La formacion de una base de Schiff en la regién de
los NH,t de las cadenas 8 incrementaria la afinidad
de la Hb por el oxigeno previendo el enlace normal
con el 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG), un potente efec-
tor negativo en el enlace con el oxigeno. Los aldehi-
dos aromaticos que contienen un grupo hidroxilo en
posicion orto (0-OH) han mostrado un potente efecto
en la unién de la Hb con el oxigeno.*5 Este sustitu-
yente puede direccionar a estos compuestos hacia los
sitios especificos en la Hb los cuales influyen fuerte-
mente en el equilibrio oxi-desoxi, favoreciendo el mis-
mo hacia la forma oxigenada. La isovainillina y la
o-vainillina fueron maés reactivas y produjeron un
efecto similar en la inhibicién de la polimerizacion,
sin diferenciarse estadisticamente (p = 0.05) al com-
parar el %Vtd total y su desviacién estandar.

Una de las principales manifestaciones clinicas de
la hemoglobinopatia SS es la anemia hemolitica cré-
nica,® por lo que hay que tener en cuenta que com-
puestos que exacerben la hemdlisis o modifiquen las
propiedades reolégicas de la sangre, tendran un
marcado efecto negativo en el curso de la enfermedad.
Estos factores han sido considerados en los estudios
del efecto hemolitico de compuestos con actividad an-
tipolimerizante. Los aldehidos aromaticos presenta-
dos en este trabajo como inhibidores del td de la poli-
merizacion de la HbS fueron estudiados con
anterioridad y se demostr6 que, tanto en eritrocitos
SS como en normales, su efecto hemolitico es bajo.
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Para las variaciones entre ensayos obtenidos, se debe
tener en cuenta que el cuadro clinico y hematoldgico
varia de un individuo a otro, por lo cual los cambios
morfoldgicos celulares y la resistencia a factores ex-
ternos también serdn variables y dependientes de las
caracteristicas individuales, teniendo mayor inciden-
cia en el caso de los eritrocitos SS. Al comparar las
medias utilizando una prueba de rangos miltiples no
existi6 diferencia significativa (p = 0.05) entre ellos,
ni al compararlos con la vainillina.” Se puede plan-
tear que no existe un efecto dependiente de la concen-
tracion a estas relaciones molares, en ninguno de
los grupos celulares estudiados. En las condiciones
experimentales del estudio el %H promedio sobre los
eritrocitos SS y normales fue menor del 3% para to-
dos los compuestos; menor que el valor de referencia
(10%) reportado para esta técnica.?? En enfermos con
AD la polimerizacién intracelular de la desoxi-HbS
dana la membrana y ocasiona la liberacién de la Hb
con valores de hasta 40% de hemdlisis.'?

Teniendo en cuenta estos factores, asi como la me-
todologia experimental; pudiera pensarse que el bajo
porcentaje de hemolisis se corresponde con la accién
farmacoldgica de estos compuestos al inhibir la ciné-
tica de polimerizacion de la HbS (a través del incre-
mento del td), lo cual potencia la actividad antipoli-
merizante reportada para estos aldehidos aromaticos.
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