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Resumen

El estudio realizado evalud la diferencia de susceptibilidad de los cuatro grupos sanguineos del
sistema de clasificacion ABO Rh+, en el ensayo de fotohemdlisis, teniendo en cuenta que los
resultados obtenidos pudieran ser importantes en la explicacion de diversos fenémenos
relacionados con reacciones adversas, asi como que contribuirian al aporte de pruebas que avalen
este método en el pesquisaje toxicolégico de sustancias. Se empleo la prueba de fotohemdlisis
para evaluar el grado de hemdlisis y oxidacion de la hemoglobina. En los grupos evaluados, no se
observaron diferencias significativas para ninguno de los ensayos realizados. Los resultados
obtenidos nos permitieron concluir que el empleo de un tipo en particular de grupo sanguineo
humano Rh+ no altera de forma significativa la respuesta al dafio fotohemolitico, frente a un agente
fotosensible como la clorpromazina.

Descriptores DeCS: Subject headings:

SISTEMA DEL GRUPO SANGUINEO ABO ABO BLOOD-GROUP SYSTEM
HEMOLISIS HEMOLYSIS

AGENTES FOTOSENSIBILIZADOS PHOTOSENSIBILIZING AGENTS
CLORPROMAZINA CHLORPROMAZINE

Introduccién

En la actualidad, los estudios in vitro han alcanzado tal desarrollo, que su exactitud, rapida
ejecucion y relativa poca complejidad, asi como su factibilidad econémica y confiabilidad, van
ganando cada vez mas adeptos dentro de la comunidad cientifica, y aceptacion por las entidades
reguladoras’?.
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Los ensayos de hemodlisis y fotohemdlisis constituyen una herramienta Gtil y barata para detectar,
tanto la actividad toxica como la farmacoldgica, lo cual redunda en un impacto extraordinario en la
ciencia aplicada. La deteccion de efectos téxicos, en un momento temprano de la investigacion,
ahorraria tiempo, dinero y contribuiria a replantear otro tipo de formulacién o uso propuesto
inicialmente. La presencia de actividad farmacoldgica abriria las puertas a un sinnimero de
investigaciones que tendrian como objetivo la comprobacion de efectos terapéuticos de gran
impacto social, como anticancerigenos y antioxidantes, entre otros®.

El ensayo de fotohemdlisis, también conocido como Photo-RBC, permite conocer el grado de
hemdlisis que puede provocar un producto al ser incubado con un agente fotosensible en presencia
de luz ultravioleta y, de esta forma, se evalla el efecto perjudicial o beneficioso de la luz en la
accion del producto sobre las membranas celulares™”’. El protocolo de fotohemdlisis se encuentra
en proceso de validacion interlaboratorio, aunque algunos lo utilizan de forma sistematica,
fundamentalmente en la evaluacion de cosméticos.

Las respuestas fototoxicas o fotoalérgicas de drogas administradas por via sistémica son
frecuentemente informadas como reacciones adversas. El mecanismo de dafio fototoxico pudiera
ser dilucidado con el empleo de este modelo, y descartar que la toxicidad dérmica postirradiacion
no se deba a la activacién de especies toxicas del oxigeno en la epidermis, la dermis, o ambas,
sino a dafios en los eritrocitos®®.

El objetivo de este estudio es evaluar la diferencia de susceptibilidad de este ensayo, teniendo en
cuenta los diferentes tipos de grupos sanguineos en el humano que no han sido ain explorados;
su analisis, sobre la base de datos experimentales, podria ser muy Util en la explicacion de
diferentes fendmenos relacionados con reacciones adversas, asi como el disefio de estrategias
para evitar o minimizar el dafio fotohemolitico en una persona en particular; por otra parte,
contribuiria al aporte de pruebas que demuestren la aplicabilidad y eficacia del empleo de este
método en estudios farmaco-toxicolégicos.

Métodos

Se realiz6 un estudio para comprobar la susceptibilidad fotohemolitica de los cuatro grupos
sanguineos de clasificacion ABO Rh+ en el humano. Las muestras de donantes sanos fueron
obtenidas en el Banco Central de Sangre de la provincia.

La evaluacion de la fotohemodlisis se efectud segun protocolo 81 del INVITOX10, para determinar el
por ciento de hemdlisis en cada caso.

Modelo biolégico:

Sangre humana de los diferentes tipos de grupos sanguineos del sistema ABO Rh+: A+, B+, AB+,
O+.

Sistema de ensayo y reactivos

La sustancia de ensayo utilizada fue clorpromazina de calidad farmacéutica, proveniente de la
industria médico-farmacéutica, en ampula de 25 mg/mL de solucién acuosa. El resto de los
reactivos utilizados provinieron de la Compafiia Quimica Sigma.

Procedimiento

El agente fotohemolitico clorpromazina se disolvié en PBS y se prepar6 una solucién madre de 0,6
mg/mL. La mayor concentracion probada del producto coincidié con la minima concentracién para
lograr el 100 % de hemdlisis. Cada una de ellas se evalué por triplicado, tanto para el ensayo de
fotohemdlisis como para el de la oxidacién de la hemoglobina.

Los procedimientos experimentales se realizaron de forma rdpida para minimizar los efectos
cinéticos, debido a que la hemdlisis y la formacién de metahemoglobina no se detienen con el cese
de la irradiacion.
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Determinacion del por ciento de hemdlisis

Se prepararon dos series de placas idénticas: una de ellas se dejé en la oscuridad, envuelta en
papel de aluminio, y la otra se coloc6 debajo de la luz ultravioleta durante 60 minutos. Transcurrido
el tiempo de exposicidn, la placa expuesta a la luz se dejé 30 minutos a oscuras. Posteriormente,
se traspaso el contenido de las placas a tubos y se centrifug6 durante 5 minutos (aproximadamente
3500 rpm). Para evaluar el punto final, se determiné la cantidad de hemoglobina liberada en el
sobrenadante a 540 nm, contra un blanco de eritrocitos en PBS (monitorizacion de la hemdlisis
espontanea). EI 100% se consiguié incubando los eritrocitos en agua destilada.

Determinacién de la oxidacion de la hemoglobina

Este ensayo se realiz6 en las mismas condiciones que el de fotohemdlisis.

Se afiadieron 200 nL de una solucion de Tritbn X-100 al 1%, para solubilizar las células
remanentes en cada una de las placas no irradiadas e irradiadas después de la incubacién en la
oscuridad. Posteriormente, se centrifugaron las mezclas y se realiz6 una lectura
espectrofotométrica a 630 nm para determinar la cantidad de metahemoglobina (meta-Hb).

La concentracién de metahemoglobina es directamente proporcional a la densidad Optica a 630
nm. El valor de la méxima cantidad de meta-Hb se determiné por la diferencia de densidad éptica a
630 nm, entre las muestras de la placa irradiada y la no irradiada:

ADO =[DO (+) — BI] - [DO (-) - BI]

DO (+): DO a 630 nm de la muestra irradiada
DO (-): DO a 630 nm de la muestra no irradiada
Bl: DO a 630 nm del blanco a la misma concentracion

Los resultados obtenidos, tanto en el ensayo de fotohemdalisis como en el de la oxidacién de la Hb,
fueron procesados mediante el paquete estadistico Static Graphics version 4.1 para Windows. Se
realiz6 una prueba de ANOVA con un intervalo de confianza de 95 % para obtener el valor de
significacion de la diferencia entre los grupos sanguineos.

Resultados

En la prueba de fotohemdlisis, los resultados obtenidos para las muestras irradiadas y las no
irradiadas de los cuatro grupos sanguineos del sistema ABO Rh+ evaluados se muestran en las
tablas 1y 2.

Tabla 1 Resultados de la prueba de fotohemdlisis en muestras irradiadas. Los valores se
corresponden con la media de tres experimentos.

[Clorpromazina] Por ciento de hemdlisis
mg/mL A+ B+ AB+ O+
0,3 100 100 100 100
0,15 25,6 38,9 36,05 | 43
0,075 19,05 | 30,2 28,55 42,55
0,0375 6,5 9,75 3,0 9,5
0,01875 2,25 3,5 1,75 2,0
0,001 2 2,75 1,00 1,85
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Tabla 2 Resultados de la prueba de fotohemolisis en muestras no irradiadas. Los valores se
corresponden con la media de tres experimentos.

[Clorpromazina] Por ciento de hemdlisis
mg/mL A+ B+ AB+ O+
0,3 100 100 100 100
0,15 18 19,5 21,15 17,95
0,075 9,35 8,75| 15,75 10,15
0,0375 3,7 14.35 12,6 2,6
0,01875 1,2 3,25 2,5 1,9
0,001 1,45 1,35 1,8 2,65

La prueba de ANOVA aplicada, tanto en las muestras irradiadas como en las no irradiadas, para
comprobar la existencia o no de diferencias significativas entre los grupos sanguineos evaluados,
confirmé la ausencia de estas. En el caso de las muestras irradiadas, se obtuvo un valor de
significacion de 0,8899, para un nivel de confianza del 95 %. En cuanto a las muestras no
irradiadas, el valor de significacién obtenido fue de 0,9984 para a = 0,05.

En el ensayo de la oxidaciéon de la hemoglobina, efectuada en los cuatro grupos sanguineos
evaluados, se obtuvieron los resultados que se muestran en la tabla 3.

Tabla 3 Valores de la DO obtenidos a 630 nm en la prueba de oxidacion de la hemoglobina. Los
valores se corresponden con la media de tres experimentos.

[Clorpromazina] ADO

mg/mL A+ B+ AB+ O+
0,3 0,221 0,176 0,396 0,242
0,15 0,208 0,2 0,356 0,172
0,075 0,124 0,165 0,283 0,163
0,0375 0,118 0,095 0,153 0,117
0,01875 0,049 0,057 0,023 0,013
0,001 0,004 0,002 0 0,005

Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran la ausencia de diferencias significativas entre
las respuestas al dafio fotohemolitico de los grupos sanguineos del sistema ABO Rh+, frente al
agente fotohemolitico clorpromazina. Las diferencias morfologicas entre los eritrocitos humanos
pertenecientes a los grupos sanguineos evaluados, dadas fundamentalmente por la presencia en
cantidades significativas de carbohidratos, proteinas y glicolipidos, que forman los conocidos
marcadores antigénicos“, - el grupo O+ es el Unico que carece de estas estructuras-, resultaron
insuficientes para producir un cambio significativo en la respuesta fototoxica. Aunque, de igual
forma a la obtenida por otros investigadoreslz'ls, se obtuvieron valores de hemodlisis superiores en
el grupo de muestras irradiadas. A partir de la concentracion de 0,01875 mg/ml, no se observaron
diferencias significativas en la respuesta hemolitica, probablemente porque en este caso tiene mas
peso la demora producida en el procesamiento de las muestras, que permitié la llegada de una
pequefia dosis de luz a estas.

La diferencia en la estructura quimica de los marcadores antigénicos tampoco introduce variacion
en la susceptibilidad a la formacién de metahemoglobina en los eritrocitos, después de la
incubacién con la clorpromazina y la luz ultravioleta. Por otra parte, el incremento obtenido en la
DO de las muestras irradiadas, en comparacion con aquellas que no fueron irradiadas, es
totalmente esperado, lo que evidencia una mayor pérdida de células a iguales concentraciones del
agente fotohemoalitico.
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En los resultados obtenidos, se observo que el grado de oxidacién de la hemoglobina en los grupos
evaluados fue similar y se correspondio con los resultados esperados; esto nos permite establecer
gue no existen diferencias significativas en cuanto a la susceptibilidad fotohemolitica.

Summary

The study assessed the difference in susceptibility of the four blood groups of the ABO Rh+
classification system during the photohemolysis assay, taking into account that the results could be
important for the interpretation of several phenomena related to adverse reactions and that it would
contribute to the evidence supporting the use of this method in the toxicological screening of
substances. The photohemolysis test was used to assess the hemolysis and oxidation level in the
hemoglobin. There were no significant differences among the assessed groups in any of the assays
that were carried out. The obtained results allow us to conclude that the use of a human Rh+ blood
group type in particular does not alter significantly the response to the photohemolytic damage with
a photosensibilizing agent such as chlorpromazine.
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