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Resumen

La prueba de fotohemdlisis es empleada para determinar el potencial fototéxico de productos que
dafian la membrana del eritrocito bajo la accidn de la luz ultravioleta-visible. En el presente trabajo,
se evalud el efecto fotoirritante de Parthenium hysterophorus L. como prueba de estimaciéon de
riesgo, segun técnicas in vitro de toxicologia. También se determinaron los metabolitos secundarios
del extracto vegetal, responsables de los efectos observados. Los resultados mostraron hemdlisis
en concentraciones muy bajas, y la concentracion hemolitica 50 para las muestras irradiadas y las
no irradiadas fue de 0,02 mg/ml y 0,05 mg/ml, respectivamente. Por otro lado, los valores de
densidad optica y el factor hemolitico obtenidos fueron inferiores al rango de clasificacion en cada
caso. Mediante el tamizaje fitoquimico, se comprobé la presencia de determinados metabolitos y
en diferentes proporciones que pudieran ser los responsables, en parte, del efecto fotohemolitico
obtenido. Se concluyd que el extracto blando de la especie Parthenium hysterophorus L. no es
fotoirritante.

Descriptores DeCS: Subject headings:

ERITROCITOS ERYTHROCYTES

PARTHENIUM HYSTEROPHORUS PARTHENIUM HYSTEROPHORUS
AGENTES HEMOLITICOS HEMOLYTIC AGENTS
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Introduccién

Muchas sustancias son capaces de producir fotoirritabilidad bajo la accidon de radiaciones
ultravioletas de la luz solar sobre la piel, y para ello, las células rojas sanguineas son ampliamente
usadas como modelo biolégico para identificar agentes potencialmente fototdxicos como prueba de
estimacion de riesgo, basado en el efecto que pudieran tener algunas sustancias sobre las
membranas celulares y proteinas funcionales y estructurales'™

El ensayo de fotohemodlisis, también conocido como Photo-RBC, permite determinar la capacidad
que tiene un producto de dafar las membranas eritrocitarias, oxidar la hemoglobina en presencia
de la luz ultravioleta (UV), o ambas, de modo que permite conocer el efecto beneficioso o
perjudicial de este sobre las membranas biolégicas5.

Parthenium hysterophorus L, comunmente conocida como escoba amarga, es una planta medicinal
de amplio uso por la poblacién; sin embargo, en la referencia etnomédica y bibliografica se alega
que la exposicion por contacto de esta planta produce dermatitis alérgica severa, en dependencia
del tiempo de exposicion®®; a pesar de ello, son escasos los estudios toxicolégicos preclinicos que
avalen el potencial fototoxico de esta especie. En el presente estudio, se evalud el efecto
fotoirritante de esta especie vegetal como prueba de estimacion de riesgo.

Métodos

La planta fue recolectada en el huerto de plantas medicinales de la Unidad Basica de Produccion
Cooperativa “Octubre Victorioso” de Villa Clara, en horas de la manana. La parte aérea fue secada
a la sombra, molinada y finalmente tamizada. Posteriormente, se procedié a la elaboracion de un
extracto hidroalcohélico por el método de repercolacion en el Laboratorio Provincial de Plantas
Medicinales de Villa Clara, con su correspondiente control de la calidad, a partir del cual, luego de
un proceso de rotoevaporacion (rotoevaporador IKA-Labortechnik), se obtuvo un extracto blando,
del cual se evaluaron seis concentraciones por triplicado con el empleo de solucion amortiguadora
salino fosfato (PBS) como vehiculo para mantener el pH a 7,4 y la osmolaridad del medio. Las
concentraciones de estudio fueron: 0,02 mg/ml, 0,04 mg/ml, 0,06 mg/ml, 0,08 mg/ml, 0,1 mg/ml y
0,12 mg/ml basado en los sélidos totales, de modo que la mayor concentracién sera aquella que
coincida con la minima concentracion para lograr el 100 % de hemdlisis.

Para la determinacion del efecto fotohemolitico, se procedié segun el protocolo 81 de las técnicas
in vitro en Toxicologia (INVITTOX), y se empled la clorpromazina como control positivo, por su
reconocida accion fotohemolitica.

Las células rojas de sangre humana fueron lavadas con PBS, para lo cual se prepar6 una
suspension de eritrocitos en una proporcion de 0,8 ml de glébulos suspendidos en 1ml de PBS. Se
empled sangre de los diferentes grupos sanguineos al demostrarse, mediante estudios previos, la
no existencia de diferencias estadisticas significativas en relacién con el comportamiento
fotohemolitico en cada caso®.

Se prepararon dos placas idénticas: una de ellas se incub6 en la oscuridad a temperatura ambiente
cubierta en papel de aluminio, y la otra bajo una lampara de luz UV con una intensidad de radiacién
ultravioleta A (UVA) de 960 mw/cm® ambas durante 60 minutos. Transcurrido el tiempo de
exposiciéon, la placa expuesta a la irradiacion permanecidé 30 minutos en la oscuridad.
Posteriormente, fue transferido el contenido de las placas a tubos y centrifugados durante 10
minutos (aproximadamente 3500 rpm). Para evaluar el punto final, se determind la cantidad de
hemoglobina liberada en el sobrenadante a 540 nm, el cual se monitorizé a 540 nm contra un
blanco de eritrocitos en PBS, ademas de un blanco con extracto. El 100 % de hemdlisis se obtuvo
incubando los eritrocitos en agua destilada.

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

La concentracion del extracto que produjo un 50 % de los eritrocitos hemolizados (CHsp), tanto de
muestras irradiadas (MI) como de no irradiadas (MNI) fue determinada por regresion lineal. Los
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valores de CHsq de los extractos sin irradiar e irradiados fueron comparados, y se obtuvo la relacion
CHso (MNI)/CHso(MI) que posteriormente permitira emitir un criterio de clasificacion.

El ensayo de oxidacion de la hemoglobina tiene la finalidad de determinar la formacion de
metahemoglobina intracelular y extracelular. Este se realizé en las mismas condiciones que el
ensayo de fotohemdlisis.

El extracto se probd por triplicado en una concentracion de solidos totales de 10 mg/mL, y se
anadié 200 pL de una solucién de Tritdn x-100 al 1 %, para solubilizar las células remanentes a
razén de 200 pL en cada pocillo de las placas irradiadas y no irradiadas, después de la incubacién
en la oscuridad. Se centrifugaron y se realizd una lectura espectrofotométrica a 630 nm para
determinar la cantidad de metahemoglobina.

El valor de la maxima cantidad de metahemoglobina es la diferencia de densidad 6ptica (ADO) a
630 nm entre las muestras de la placa irradiada y la no irradiada.

Los productos potencialmente fototdxicos seran aquellos cuyo factor hemolitico = CHso muestra no
irradiada/ CHsg muestra irradiada 23, ADO = 0,05 o ambos.

Finalmente, los metabolitos secundarios principales del extracto hidroalcohdlico se determinaron
cualitativamente mediante técnicas de tamizaje fotoquimico, entre las que se encuentran los
ensayos de: Shinoda, espuma, ninhidrina, Dragendorff, cloruro férrico, resina, Baljet, Borntrager,
Liebermann-Burchard, Fehling y Kedde®.

Los resultados obtenidos fueron procesados mediante el paquete estadistico SPSS 15.0 para
Windows. Se determiné la media aritmética de la variable estudiada (absorbancia) para cada una
de las concentraciones de estudio, ademas de los valores de CHsy que fueron obtenidos mediante
el programa Excel versién 6.0 por el método de regresion lineal, partiendo de las curvas dosis-
respuestas. La significacion estadistica del porcentaje hemolitico en cada uno de los momentos
(antes de la irradiacién y postirradiacion) se determiné a través de la prueba no paramétrica de los
rangos con signos de Wilcoxon. Se considerd un nivel de significacion p < 0,05 (significativo).

Resultados
En la figura se muestran los resultados obtenidos mediante la prueba de fotohemdlisis en

presencia del extracto de estudio, y se observé como la hemdlisis de los gldbulos rojos se produce
en concentraciones muy bajas.
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Figura Efecto fotohemolitico de Parthenium hysterophorus L.
MI: muestras irradiadas.
MNI: muestras no irradiadas.
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La actividad hemolitica obtenida de las muestras sin irradiar en las diferentes concentraciones de
estudio fue menor en relacién con las muestras expuestas a la luz UV y, a pesar de este
comportamiento, es de sefialar que se evidencié una actividad hemolitica significativa en ambos
momentos con valores marcados en las concentraciones de 0,04 mg/ml, 0,08 mg/ml y 0,1 mg/ml.
Las diferencias estadisticas entre cada una de las muestras (sin exposicion a la luz UV y con ella)
en relacion con el porcentaje hemolitico, fueron significativas (p = 0,028), y los valores de CHs
para las Ml y las MNI fueron de 0,02 mg/ml y 0,05 mg/ml, respectivamente.

La relacion entre los valores de CHso de las MNI y la CHso de las MI (factor hemolitico) obtenidos
en la prueba de fotohemodlisis fue de 2,5, lo que permite emitir como resultado concluyente que el
extracto de ensayo se considera no fotoirritante, segun criterio de clasificacion.

La prueba de oxidacion de la hemoglobina arroj6é una cifra de ADO inferior al rango permisible, y el
valor obtenido fue 0,012. Los resultados obtenidos en este ensayo confirman el criterio de que el
extracto de la planta de estudio se considera no fotoirritante.

El tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de la parte aérea de la planta resulté positivo
para los ensayos de ninhidrina (+), Dragendorff (+), Shinoda (+) y el ensayo de Liebermann-
Burchard (+++), lo que indica la presencia de aminoacidos libres, alcaloides, flavonoides, y
triterpenos y esteroides en mayor proporcion.

Discusién

Mediante el tamizaje fitoquimico se comprobd la presencia de flavonoides y alcaloides, y a pesar
de las evidencias cientificas en relacion con el efecto antioxidante de estos metabolitos
secundarios, la existencia de aminoacidos libres pudiera contribuir, al menos en parte, al efecto
hemolitico obtenido en ambas muestras (irradiadas y no irradiadas). Estos metabolitos pueden
provocar dafios a nivel de la membrana celular y, por consiguiente, la lisis del eritrocito, en
dependencia de sus estructuras quimicas”’m. Por otro lado, informes farmacogndsticos refieren la
presencia de partenina (lactona sesquiterpénica) como el componente mas abundante en la planta,
la cual actlia como potente clastégeno y citotdxico”'*; a ello pudiera deberse, mayoritariamente, el
incremento de la inestabilidad de la membrana celular y, como consecuencia, la lisis del eritocito.

A pesar de las diferencias estadisticas entre los porcentajes hemoliticos obtenidos en ambos
momentos (sin exposicion a la luz UV y con exposicién a ella), las muestras no irradiadas
mostraron valores de hemodlisis marcados y también en concentraciones bajas, por lo que, si se
analiza el comportamiento del extracto vegetal de estudio en relacién con la fotohemdlisis obtenida,
se puede inferir que el efecto de conjunto de la aplicacion del extracto vegetal a las muestras
sanguineas y la incidencia de la luz ultravioleta, no es la causa directa de la lisis celular, sino la
presencia de determinados metabolitos secundarios que pueden determinar, finalmente, el efecto
neto observado en las membranas eritrocitarias. De ahi que los mayores valores de hemdlisis
correspondan a las muestras irradiadas, en las cuales se incrementa la sensibilidad de la
membrana celular por la accién de la luz UV. Estudios previos in vitro con el empleo de la prueba
de hemdlisis o RBC evidenciaron valores detectables de hemdlisis para concentraciones también
muy bajas de la planta en estudio, y se registré una CHsy de 0,08 mg/ml. Si tenemos en cuenta que
el ensayo RBC evalua el efecto del producto analizado durante 10 min de contacto con los glébulos
rojos sin exposicién a la luz UV, y que la prueba de fotohemdlisis lo hace por un tiempo de
exposicion de 90 min —de los cuales 60 min frente a las radiaciones de luz UV y el resto incubado
en la oscuridad- se puede relacionar la actividad hemolitica marcada obtenida, tanto en muestras
irradiadas como en las no irradiadas, con la presencia de determinados metabolitos secundarios
que pudieran interferir en la estabilidad de las membranas celulares precipitando la hemdlisis, y no
con la incidencia de la luz UV ni con el tiempo de contacto con las membranas eritrocitarias®.

Por otra parte, a pesar de que la relacion entre los valores de CHso de las MNI y Ml fue inferior a 3,
el factor hemolitico obtenido se considera muy cercano al rango permisible, lo cual motiva la
realizacion de estudios ulteriores en relacion con este comportamiento. Ello puede deberse a la
cantidad relativa de estos metabolitos secundarios que contribuyan mayoritariamente al efecto del
extracto blando de Parthenium hysterophorus L. sobre las membranas bioldgicas.

46

E-ISSN: 1029 3043 | RNPS 1820



Medicentro 2012;16(1)

Abstract

Photohemolysis test is used for determining the phototoxic potential of products that damage the
erythrocyte membrane under the action of ultraviolet-visible light. Through this paper the
photoirritant effect of Parthenium hysterophorus L., was evaluated as a risk assessment test,
according to in vitro techniques in toxicology. Also secondary metabolites of the vegetable extract
responsible for the effects we could perceive were determined. The results showed hemolysis at
low concentrations and the hemolytic concentration 50 for irradiated and non-irradiated samples
was 0,02 mg/ml and 0,05 mg/ml, respectively. On the other hand, the optical density values and the
hemolytic factor obtained were lower than the classification range in each case. The presence of
certain metabolites which could be, in part, and in different proportions responsible for the hemolytic
effect that was obtained, was confirmed by phytochemical sifting. We got to a conclusion; the
Parthenium hysterophorus L. soft extract is photoirritant.
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