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RESUMEN

Se ha estudiado las propiedades antidrepanocitica de la L-glutamina como
complemento en el tratamiento de la anemia drepanaocitica, enfermedad muy
frecuente en el mundo para la que aun no existe tratamiento efectivo. En el
presente trabajo se realiz6é un estudio de actividad hemolitica de la L-Glutamina
sobre eritrocitos normales y SS mediante la determinaciéon del por ciento de
hemodlisis a relaciones molares hemoglobina: L-glutamina (1:1, 1:4, 1:8 y 1:10)
empleando una técnica espectrofotométrica; se realizé6 ademas un test de
clasificacion toxicolégica segun la guia de la Organizacion para el Desarrollo y
cooperacién Econdmica (OECD) a la dosis de 2000 mg/kg en ratas wistar (3
hembras y 3 machos); se les administré el vehiculo a otro grupo empleado como
control. Se busco la presencia o no de sintomas y signos clinicos, las variaciones de
peso de los animales antes y después del tratamiento y se realiz6 la necropsia al
finalizar el test. En el estudio de la actividad hemolitica no se encontraron
diferencias significativas (p < 0.05) entre las medias de cada relaciéon molar en
ningun tipo de células por lo que no hay dependencia entre la hemdlisis y la
concentracion. Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas
(p < 0.05) en la hemdlisis entre células normales y SS. En el test de clasificacion no
se observaron signos ni sintomas de toxicidad a la dosis empleada; en el andlisis
macroscopico de los 6érganos no se observaron alteraciones patolégicas y no hubo
variaciones de peso entre el grupo experimental y el control, por lo que la L-
Glutamina segun la guia de la OECD es una Sustancia No Clasificable .
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SUMMARY

The antidrepanocytic properties of L-glutamine as a complement in the treatment of
drepanocytic anemia, a very common disease in the world for which there is no
effective treatment yet, were studied. A study of the hemolytic activity of L-
Glutamine on normal erythrocytes and SS was conducted by the determination of
the percent of hemolysis at molar ratios of haemoglobin to L-glutamine (1:1, 1:4,
1:8 and 1:10 ) by using a spectrophotometric technique. A test of toxicological
classification was also made according to the guide of the Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) at a dose of 2000 mg/kg in Wistar
rats (3 females and 3 males). The vehicle was administered to other group used as
control. The presence or not of symptoms, clinical signs, and variations of weight of
the animals before and after treatment were searched. Necropsy was performed at
the end of the test. In the study of hemolytic activity, no significant differences (p
< 0.05) were found among the means of every molar ratio in any type of cells, so
there was no dependence between hemolysis and concentration. No statistically
marked differences (p < 0.05) were found in the hemolysis between normal cells
and SS. In the classification test, neither symptoms nor signs of toxicity were
observed at the dose used. No pathological alterations were detected in the
macroscopic analysis of the organs, and there were no weight variations between
the experimental and the control group. Therefore, L-Glutamine according to the
guide of the OECD is a Non Classifiable Substance.

Key words: L-Glutamine, drepanocytic anemia, acute oral toxicity, hemolytic
activity.

INTRODUCCION

L-Glutamina de formula molecular C s H 10 N 2 O 3 es uno de los 20 aminoacidos que
constituyen las proteinas en mamiferos, es el mas abundante y participa en mas
procesos metabdlicos que cualquier otro, aunque no es un aminoacido esencial. Se
ha empleado como aditivo alimenticio, en la suplementacion deportiva, en
tratamientos post-operatorios, etc.)? También ha sido estudiado por sus
propiedades antidrepanocitica; Rumen N.M. en 1975, demostré que la L-glutamina
disminuye la afinidad de la hemoglobina por el CO independientemente de la
presencia o no de 2,3 DPG, disminuye el grado de deformacién de los eritrocitos SS
desoxigenados aungue el efecto se revierte paulatinamente y caduca en 4 o 5 dias;
3 otros autores han demostrado que a pesar de los cambios morfolégicos
apreciados en los eritrocitos SS en presencia de este aminoéacido, la elasticidad de
la membrana de estos no es recuperada.® Por otra parte, se ha demostrado que los
glébulos rojos deformados tienen una disminucién en la NAD /(NADH. Sup. +
+NADH); como la L-glutamina esta involucrada en el ultimo paso de la sintesis de
NAD, un aumento en la disponibilidad in vivo puede explicar el mecanismo principal
para la elevaciéon de la concentracién de NAD en los glébulos deformados , lo que
da la posibilidad de que este aminoacido pueda inhibir la falciformacion de los
eritrocitos en la anemia Drepanocitica (AD). °



La AD fue la primera enfermedad de origen molecular descubierta, tiene una alta
incidencia a nivel mundial y en nuestro pais (fundamentalmente en Ciudad de la
Habana , Guantanamo y Santiago de Cuba), ® constituye ademas un problema de
salud y un problema social a nivel nacional. No se ha encontrado a Gn un
tratamiento efectivo para combatirla; ® de ahi la importancia de estas
investigaciones que conducen a la evaluacion de este compuesto como candidato a
farmaco, por la cual nos proponemos la realizacién de estudios de actividad
hemolitica y test de clasificacién toxicolégica que avalen su uso en el tratamiento
de esta patologia.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos: Etanol (ALFA AESAR); heparina sédica (SIGMA); NaCl, Na 2 HPO 4 , KH
2 PO 4 y Na 2 CO 3 (Panreac); L-glutamina (SIGMA); soluciones Drabkin (Imefa).

Equipamiento: Centrifuga Tehtnica LC-320c, Balanza electronica ER-182A,
Espectrofotdmetro ULTROSPEC 11l y monitor de pH Pharmacia LKB.

Determinacion de actividad hemolitica

Para evaluar la actividad hemolitica de los compuestos descartando la influencia de
las propiedades intrinsecas de los eritrocitos SS se realizaron todas las pruebas
simultaneamente en eritrocitos normales. Las muestras de sangre procedentes de
pacientes con hemoglobinopatia SS y de donantes voluntarios supuestamente
sanos fueron tomadas en el Laboratorio Clinico del Hospital General Santiago,
Santiago de Cuba.

Preparaciéon de las muestras

La sangre total heparinizada se centrifugd a 3000 r.p.m, durante 10 min.; se
desplasmatizé y el precipitado celular fue sometido a tres lavados consecutivos con
PBS pH=7.4 para obtener el concentrado de eritrocitos lavados y se calculd la
concentracion de hemoglobina por el método de la cianometahemoglobina. **° Se
prepararon las soluciones para el ensayo a las relaciones molares hemoglobina: L-
glutamina (1:1, 1:2, 1:4, 1:5, 1:8, 1:10) ’ utilizando tampén PBS a pH 7.4 como
disolvente.

Procedimiento experimental

Se estudiaron las razones molares hemoglobina:L-Glutamina 1:1, 1:4, 1:8, 1:10.
Como control positivo se utilizé una solucién 0.1 % de Na 2 CO 3 y como control
negativo PBS pH 7.4. **

Se tomd 1 mL del concentrado de eritrocitos y se resuspendié en 10 mL de PBS
pH=7.4. Para la evaluacion de los compuestos se utilizaron 0.2 mL de solucion de
eritrocitos a los que se le adicionaron 10 pL de la solucion de cada compuesto y se
completd el volumen a 10 mL con PBS pH 7.4. Como control positivo se emplea una
solucion de NaCO 3 al 0,1% y como control negativo se tomaron PBS pH7.4. Se
realizaron 5 ensayo y por cada ensayo se realizaron tres réplicas de cada relaciéon
molar.

Una vez afadido el compuesto se mezclaron cuidadosamente las muestras y se
dejaron reposar 10 min., posteriormente se centrifugaron a 3 000 r.p.m durante 10



min. A temperatura ambiente; y se evalud el sobrenadante midiendo la absorbancia
a la longitud de onda | =545 nm. Se calcul6 el por ciento de hemoglobina liberada o
porcentaje de hemolisis (%H) a partir del valor medio de las mediciones de la
absorbancia por réplica para cada una de las relaciones molares segun la formula:

Abs(Muestra)ssonm
%H= x100
Abs(Control)ssonm

Los valores obtenidos se graficaron en Microsoft Excel 97, se obtuvieron las curvas
de actividad hemolitica por razén molar y la curva promedio para cada prueba. Se
compararon las medias (Statgraphics Plus 2.1) con el test de rangos multiples y el
analisis de varianza simple (ANOVA) para un 95% de confiabilidad.

Test de Clasificacion *?

El estudio de toxicidad aguda oral se realiz6 segun la guia 423 de la Organizacion
para el Desarrollo y Cooperacién Econémica (OECD), ** cumpliendo con las normas
éticas descritas por la Organizacion Mundial de Salud (OMS), por el Consejo
Internacional para la Ciencia de animales de laboratorio (ICLAS) para el uso de
animales de experimentacion, ** las guias de Buenas préacticas de Laboratorio ** y
los Procedimientos Normalizados de Trabajo del Laboratorio de Investigaciones
Biolégicas del Centro de Investigaciones y Desarrollo de Medicamentos (CIDEM). *°

Procedimiento experimental

La solucién a administrar se preparo a una concentracion de 2000 mg/mL
empleando L-glutamina (SIGMA), la cual es soluble en agua a 20°C . Se pesaron 5g
de L- glutamina y se le adicionaron 25 mL de agua, se agité hasta formar una
solucién homogénea.

Se utilizaron 12 ratas Wistar, 6 Hembras (H) y 6 Machos (M) (colonia CIDEM Ciudad
de la Habana ), adultas jévenes entre los 42 y 50 dias y un peso entre los 150-200
gr. Se mantuvieron en cuarentena durante 7 dias, a temperatura de 20+ 2 °C ,
humedad relativa del 55% y con ciclo luz/oscuridad 12:12 y se marcaron con acido
picrico antes de iniciar el estudio. La alimentacién, a base de ratonina peletizada y
agua a voluntad, se le retira la noche anterior a la administracion y se esperan 3
horas (h) para reanudar su suministro. Al grupo tratado se les administré una dosis
de 2000 mg/kg de peso corporal (p.c) mediante intubacion intragastrica, y un
factor de volumen/peso de 0.01 mL/g, en iguales condiciones se administro el
grupo control. > 1¢

Los animales se pesaron los dias 0, 7 y 14 y la observacion de los signos y
sintomas clinicos se realizé constantemente durante las primeras 24 horas, y
diariamente por un periodo de 14 dias. Al finalizar este periodo se procedi6 al
sacrificio bajo atmoésfera de éter, se les realiz6 la autopsia y examen macroscopico
de 6rganos y tejidos en busca de alteraciones patolégicas. Los 6rganos evaluados
fueron: corazoén, higado, pulmén, rifién, bazo, estémago e intestino. *"* '8

Se le realizé el procesamiento estadistico de la variaciéon de peso de los animales
mediante un test de comparacion de medias de lo valores de peso del grupo
experimental y control para un nivel de significacion p<0,05 en el programa
Statgraphics plus 2.1.



RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad hemolitica

Se calcularon lo s valores de % de hemdlisis para cada relacién molar
hemoglobina:L-glutamina por ensayo en individuos no drepanociticos y pacientes
drepanociticos respectivamente. El calculo se realizé a partir del valor medio de las
mediciones de la absorbancia de las réplicas en el test de actividad hemolitica.

En el caso de los ensayos con muestras de individuos no drepanociticos se
obtuvieron valores de % de hemadlisis inferiores al 1%. Se realizaron los
correspondientes test estadistico utilizando el Statgraphics Plus 2.1 y no se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre relaciones molares,
empleando el procedimiento de comparacion mdultiple (método de Duncan) para un
95% de nivel de confianza, lo que nos permite afirmar que no hay dependencia
entre los valores de % de hemolisis observados y la concentracion del compuesto.

En el caso de los ensayos con muestras de sangre de pacientes drepanociticos el %
de hemodlisis alcanza el maximo valor de 1 %.

Los datos obtenidos se representaron graficamente, usando el Microsoft Excel 97, y
se obtuvieron las curvas de actividad hemolitica por relacién molar (figura 1).

Puede observarse que el comportamiento en ambos tipos de células es similar, no
se observ6 dependencia entre el % de hemodlisis y la concentracion de la L-
glutamina ; no se encontraron diferencias estadisticamente significativas para un
95% de confianza entre las medias para cada relacion molar en ninguno de los dos
tipos de células.

Una de las principales manifestaciones clinicas de la AD es la anemia hemolitica
crénica, por lo que hay que tener en cuenta que, compuestos que exacerben la
hemolisis 0 modifiquen las propiedades reolégicas de la sangre, tendran una
marcada incidencia negativa en la evolucion de la enfermedad; estos factores han
sido considerados al estudiar el efecto hemolitico de la L-Glutamina

En general se obtuvieron % de hemodlisis tanto en eritrocitos de pacientes
drepanociticos como en individuos no drepanociticos inferiores al 10 %, que es el
valor maximo permisible tomado como referencia para afirmar que un compuesto
con actividad biolégica sea considerado inocuo en este sentido, teniendo en cuenta
las caracteristicas propias de la enfermedad.

Al comparar los resultados obtenidos en eritrocitos de pacientes drepanociticos e
individuos no drepanociticos, se obtuvieron resultados similares a pesar de que los
eritrocitos SS son mas fragiles y rigidos que los normales, por estar sometidos a
cambios intracorpusculares que causan pérdida de su elasticidad, **?° lo que
demuestra que el efecto de la L-glutamina corresponde a una hemdlisis basal.

Los resultados mostrados sugieren la ausencia de efectos citotéxicos de este
compuesto antidrepanocitico sobre los eritrocitos, su blanco de accion
farmacoldgica.

Toxicidad aguda oral



El comportamiento del peso corporal durante los 14 dias del estudio se muestran en
la figura 2. Se pudo observar en un analisis comparativo del peso corporal entre el
grupo estudio en la dosis de 2000 mg/kg PC y el control que no existen diferencias
significativas (p> 0,05), correspondiéndose con lo que se reportado por literatura
de que los animales con edades comprendidas entre las 42 y 50 semanas
aumentan de peso progresivamente. *® Los datos referentes al peso corporal
poseen una gran sensibilidad para detectar alteraciones debidas a productos
quimicos de baja toxicidad, es uno de los indicadores que mayor informaciéon
ofrecen en los estudios toxicoldgicos. %*

Al administrar L-Glutamina no se observaron sintomas ni signos clinicos de
alteraciones patolégicas y no se presenté mortalidad en el periodo de observacion
para la dosis de 2 000 mg/kg la cual se consider6 limite para este tipo de estudio,
se obervé un comportamiento normal en las ratas para la especie; los resultados se
corresponden con los reportados por Castell L.M en 1997, que planta que a dosis
elevada no se ha encontrado toxicidad en la suplementacion con L-glutamina. %

En la autopsia no se encontraron evidencias de alteraciones patolégicas en los
6rganos analizados, los cambios observados en todos los animales fueron atribuidas
a artefactos originados en el sacrificio de los animales.

Las manifestaciones clinicas determinan la presencia de dafios en los organos y
tejidos que alteran las funciones de los mismos y dependen en gran medida de
factores como la dosis, el tiempo de exposicién, la edad del animal y de forma

general el estado de salud.

Las observaciones clinicas después de la administracion de la L-glutamina sugieren
a la ausencia de efectos toxicos durante el tiempo de duraciéon del ensayo a la dosis
de 2000 mg/kg de peso corporal, por lo que no fue necesario ensayar dosis
inferiores.

CONCLUSIONES

- La L-glutamina no presenta efectos citotoxicos sobre eritrocitos en las condiciones
experimentales del estudio.

- Segun la guia de la OECD se incluye la L-glutamina en la categoria de sustancia
no clasificada a la dosis de 2000 mg/kg de peso corporal.
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Figura 1: Relacion entre el % de hemédlisis y la relacion molar
hemoglobina/L-Glutamina en eritrocitos de pacientes drepanociticos

(-o-) e individuos no drepanociticos (-a-).
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Figura 2: Comportamiento del peso corporal de rata del grupo
experimental L-glutamina 2000 mg/Kg (-2-) respecto al grupo control

(-4-).
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