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Resumen

El eritrocito constituye un modelo 6ptimo para el estudio de actividad sobre membranas biolégicas.
El ensayo de hemodlisis es utilizado para conocer, ademas, el mecanismo de toxicidad de una
sustancia. En el presente trabajo, se efectud previamente un tamizaje fitoquimico de las plantas en
estudio, para posteriormente evaluar los efectos que sobre la membrana de eritrocitos presentan
los extractos hidroalcohdlicos de las plantas medicinales: Solanum melongena, Cissus sicyoides,
Plantago major y Achyranthes aspera. Se utilizaron globulos rojos provenientes de donantes sanos.
El porcentaje de hemdlisis fue determinado, asi como la concentracién hemolitica 50 por regresion
lineal. El tamizaje fitoquimico mostr6 cualitativamente la presencia de flavonoides, aminoécidos
libres, saponinas y alcaloides. Los extractos de Solanum melongena, Cissus sicyoides y Plantago
major no produjeron hemodlisis en el rango de las concentraciones evaluadas. Solo se produjo una
hemodlisis significativa con el extracto de Achyranthes aspera, aunque la concentracion hemolitica
50 fue 47 veces mayor que el control positivo.
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Introduccién

La relativa simplicidad estructural y funcional del eritrocito y la presencia de una bicapa lipidica
semejante al resto de las células del organismo, permiten inferir que un dafio en su membrana se
correlacionaria con una alta probabilidad de que otras células mas complejas, y con mayor



cantidad de organelos susceptibles al dafio en su sistema membranoso, puedan responder de igual
forma o, con mayor intensidad que los eritrocitos™?; por ello, esta célula constituye un buen modelo
para estudiar la actividad de diversas sustancias sobre membranas bioldgicas.

El ensayo de hemdlisis se usa en la actualidad para conocer, ademas, el mecanismo de toxicidad
de una sustancia. Se ha estudiado mediante este método in vitro el efecto de los derivados de la
naftoquinonas, que son compuestos que tienen un alto potencial terapéutico, pero son toxicos para
los animales y el hombre; muchos son agentes hemoliticos, mientras otros causan necrosis de las
células tubulares epiteliales®. Asimismo, se ha estudiado el efecto de la acumulacién de metales
pesados en los eritrocitos®, como control de calidad en el almacenamiento de la sangre, en su
transportacion®y en los estudios de virulencias de algunos virus®.

Solanum melongena pertenece a una especie a la que se le ha identificado un alto contenido de
acido clorogénico, uno de los compuestos fendlicos que mas abunda en los vegetales con un
elevado potencial antioxidante’. Esta planta contiene muchos polifenoles que intervienen en la
eliminacion de los radicales libres® y producen una alta inhibicién de la alfa glucosidasa, y en forma
especifica modera la actividad inhibitoria de la enzima convertidora de la angiotensina I. Cissus
sicyoides es una de las especies que se encuentra muy difundida por todo el pais y posee una alta
frecuencia de empleo g)opular; se ha comprobado su potencial antioxidante a partir de su
composicion fitoquimica®, y ha sido poco estudiada desde el punto de vista farmacogndstico y
farmacoldgico. Los extractos acuosos de Plantago major han sido evaluados en diferentes modelos
biolégicos, y se han comprobado sus propiedades antimicrobiana y hemopoyética in vitro°.
Diferentes extractos de Achyranthes aspera han mostrado tener actividades inmunomoduladoras,
antilipemiantes, hipoglicémicas, diuréticas, anticancerigenas, entre otras'’. La administracién de un
extracto etandlico de la planta demostré la disminucién del conteo de espermatozoides en
comunidades africanas, lo cual serfa Gtil para el control de la natalidad™* *2.

Métodos

Se elaboraron extractos hidroalcéholicos a partir de las partes aéreas de las plantas, excepto en el
caso de Solanum melongena, de la que se utilizé el fruto maduro.

Las células rojas de la sangre humana fueron lavadas con PBS, y se prepar6 una suspension de
eritrocitos con una concentracion aproximada de 8 x 10° glébulos/mL. La sangre humana empleada
fue independiente del grupo sanguineo, pues estudios previos realizados en nuestro laboratorio
demostraron que este factor no influye en la evaluacion del potencial hemolitico y fotohemolitico™.
Se prepararon diluciones seriadas de cada extracto y del Sodio Dodecil Sulfato (SDS), conocido
agente hemolitico, para obtener una curva de dosis-respuesta desde un nivel donde no se produjo
efecto hasta el 100 % de hemodlisis.

Fueron evaluadas seis concentraciones por triplicado para cada extracto, en el rango de dosis de
0,5 hasta 3 mg/mL sobre la base de los sélidos totales. El contenido de las muestras fue preparado
a partir de volimenes correspondientes de PBS, suspension eritrocitica y extracto de ensayo.

La suspension de los glébulos, en presencia de los extractos de las plantas en estudio o del SDS,
se incub6 a temperatura ambiente durante 10 minutos. El periodo de incubacién se terminé con
una corta y rapida centrifugacion (10 minutos a 2500 rpm). El sobrenadante resultante se
monitorizo para detectar hemolisis mediante la lectura en un espectrofotémetro a 540 nm contra un
blanco de eritrocitos en PBS (monitorizacion de la hemdlisis espontanea). El 100 % de la hemolisis
se consiguidé incubando los eritrocitos durante 10 minutos con agua destilada, a temperatura
ambiente.

El porcentaje de hemodlisis se determind por el cociente entre la absorbancia del sobrenadante de
las muestras tratadas con los extractos y las controles que fueron hemolizadas totalmente con
agua destilada a 540 nm. La concentracion de cada extracto que produce un 50 % de los eritrocitos
hemolizados (CH50), se determind por regresion lineal.



Resultados

El tamizaje fitoquimico mostré cualitativamente la presencia de flavonoides, aminoacidos libres,
saponinas y alcaloides, este Ultimo en mayor proporcion. Por otra parte, no fueron detectados
fenoles o taninos en la composicion de Achyranthes aspera. Las coumarinas solo estan presentes
en Plantago major y Solanum melongena, y las quinonas en Cissus sicyoides; este Ultimo
metabolito influye en el posible efecto hemolitico de esta planta medicinal®.

El efecto producido por los extractos sobre los glébulos rojos en el ensayo de Red Blood Cell
(RBC) se observan en la tabla. El analisis de los resultados demuestra que solo se produjo una
hemodlisis significativa en el rango de concentraciones ensayadas (0,5 a 3,0 mg/mL) con el extracto
de Achyranthes aspera; el resto de los extractos no provocaron hemdlisis significativa; por tanto,
solo pudo ser determinada la CH50 en Achyranthes aspera (1,67 mg/mL).

Tabla Resultados del ensayo de hemodlisis.

Concentraciones Por ciento de hemolisis
mg/mL Plantago major Solanum Cissus sicyoides Achyranthes
melongena aspera

0,5 0 0,2 0 2,37

1,0 0 0,1 0 13,3

15 0 0,3 0 25,04

2,0 0 0,9 0 91,37

2,5 0 0,6 0 94,43

3,0 0 2,81 0 93,99

CH50 - - - 1,67mg/mL
Discusioén

La proporcién relativa de los diferentes metabolitos secundarios presentes en los extractos
estudiados influyen en las diferencias observadas en la evaluacién hemolitica. Los flavonoides son
metabolitos que, en dependencia de sus estructuras quimicas, pueden producir dafios en la
membrana celular con produccién de hemolisis*>*®. Sin embargo, también se ha informado que los
fenoles o taninos son metabolitos que pudieran manifestar efectos antioxidantes' . La presencia
de saponinas contribuye, por su caracter tensoactivo, a la pérdida de la integridad de la membrana
del eritrocito y, con excepcion de Solanum melongena, todas las plantas estudiadas presentaron
este fitocompuesto.

Los extractos de Solanum melongena, Cissus sicyoides y Plantago major no produjeron hemdlisis,
teniendo en cuenta que el rango de concentraciones evaluadas para los extractos, se corresponde
con valores mucho mayores que los presentados por agentes con propiedades hemoliticas
probadas. Esto explica que el efecto hemolitico observado en Achyranthes aspera sea muy inferior
al control positivo, lo que se evidencia con el calculo de la CH50 (1,67 mg/mL). Una comparacion
de la CH50 de A. aspera con el reconocido agente hemolitico Dodecil Sulfato de Sodio (SDS),
demuestra que el valor alcanzado por la planta fue 47 veces mayor que el control positivo.
Achyranthes aspera presenta un comportamiento marcadamente diferente al resto de las plantas
estudiadas Este resultado pudiera estar justificado, en buena medida, por la ausencia en esta
planta de algun tipo de fenol o tanino, metabolitos que pudieran tener efecto protector al dafio en la
membrana; ademas, en el extracto acuoso de esta planta se detectaron los valores mas bajos de
alcaloides, en comparacion con el resto de los extractos estudiados, lo que pudiera influir en el
comportamiento observado frente a eritrocitos.



Summary

The erythrocyte is an ideal model for the study of activity about biological membranes. The
hemolysis trial is used to know the toxicity mechanism of a substance. In the current work a
phytochemical screening of the plants under study was carried out in order to analyze the effects
that the hydro-alcoholic extracts of medicinal plants exert on the erythrocyte membrane. Solanum
melongena, cissus sicyodes, plantago major and achyranthes aspera. Red blood cells from healthy
donors were used. By means of the linear regression the hemolysis percentage was determined
and so was the hemolytic concentration 50 (HC50). The phytochemical screening qualitatively
showed the presence of flavonoides, free amino acids, saponins and alkaloids. In the range of the
evaluated concentrations the extracts of Solanum melongena, Cissus sicyoides y Plantago major L.
did not produce hemolysis. Only with Achyranthes aspera extract a significant hemolysis was
produced though the hemolytic concentration 50 was 47 times greater than the positive control.
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