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Resumen

Introduccién: el uso y el estudio de extractos obtenidos de
material vegetal se ha incrementado a nivel mundial gracias
a sus diversas propiedades bilégicas, como antimicrobiana,
anticancerigena, antiinflamatoria y una muy poca estu-
diada, la antihemolitica.

Objetivo: la investigacién tuvo como propésito caracte-
rizar y evaluar la actividad antihemolitica de dos extractos
acuosos obtenidos de C. sinensis e H. sabdariffa.

Material y métodos: para la obtencién de los extractos se
utilizé hojas de té verde orgdnico y cdlices deshidratados.
Posterior a esto se evalué la actividad antihemolitica con
una suspension de glébulos rojos colocando alicuotas
de cada extracto a distintas concentraciones en presencia

de peréxido de hidrégeno (H,0,).
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Abstract

Introduction: the use and study of extracts obtained from
plant material has increased worldwide thanks to their
various bilogical properties, such as antimicrobial, anti-
cancer, anti-inflammatory and a very little studied anti-hae-
molytic.

Objective: the research was aimed at characterizing and

evaluating the anti-hemolytic activity of two aqueous extracts
obtained from C. sinensis and H. sabdariffa.

Material and methods: Organic green tea leaves and dehy-
drated calyxes were used to obtain the extracts. After this,
the anti-haemolytic activity was evaluated with a suspen-
sion of red blood cells by placing aliquots of each extract
at different concentrations in the presence of hydrogen

peroxide (H,O,).
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Resultados: se observé inhibicién de la hemdlisis en ambos
extractos con una mayor actividad antihemolitica en el
extracto de C. sinensis (p<0,05).

Conclusiones: la concentracién de compuestos bioac-
tivos presentes en los extractos favorece y contribuye con
los sistemas propios de la célula encargados de eliminar
moléculas que afectan el balance redox.

Palabra clave: hemolisis; compuestos fenélicos; Camellia
sinensis; Hibiscus sabdariffa.

Introduccién

Las plantas con interés medicinal se han utilizado
desde tiempos antiguos para el tratamiento de una
diversidad de afecciones, por lo que se consideran
en tiempos actuales como una alternativa real. El
cuerpo humano tiene un complejo sistema enzi-
mitico y no enzimdtico de defensas antioxidantes
que evitan los efectos nocivos, pero muchas veces
resulta insuficiente para neutralizar los radicales
libres, por ello es necesario acudir a la dieta con
antioxidantes de origen natural, como es el caso
de algunas especies medicinales cuyos fitoconstitu-
yentes son fuentes de antioxidantes*’. Las poten-
cialidades y beneficios a la salud de Camellia sinensis e
Hibiscus sadbariffa, son atribuidas a los compuestos
bioactivos que estas poseen (catequinas y flavo-
noides, antocianinas y otros) capaces de actuar en
los procesos redox a nivel celular. En tal sentido,
diversos estudios han demostrado que los extractos
acuosos e hodroahcohélicos de C. sinensis ¢ H.
sadbariffa, poseen actividad biolégica, como anti-
microbiana, antiinflamatoria, anticancerigena y
antioxidante, principalmente®>°.

Los eritrocitos son un modelo celular utilizado
en investigacién de dafio oxidativo a nivel de las

Results: inhibition of hemolysis was observed in both
extracts with a higher anti-hemolytic activity in the
C. sinensis extract (p<0.05).

Conclusions: the concentration of bioactive compounds
present in the extracts favors and contributes to the cell’s
own systems in charge of eliminating molecules that affect
the redox balance.

Keywords: Hemolysis; phenolic compounds; Camellia
sinensis; Hibiscus sabdariffa.

biomembranas, puesto que al ser sometidos a un
estrés oxidativo, el hierro presente en la hemog-
lobina es liberado, pudiéndose unir a metabolitos
intracelulares y componentes de la membrana’.
Estos compuestos de hierro pueden reaccionar con
oxigeno y generar radicales hidroxilos (OH") origi-
nando una peroxidacién lipidica®.

Considerando el alto nivel de consumo de C
sinensis ¢ H. sabdariffa y teniendo en cuenta que
el efecto citotdxico es un factor importante para el
uso de los extractos naturales, se plate6 como
objetivo evaluar la capacidad antihemolitica de
extractos obtenidos de hojas de té verde orgdnico
(C. sinensis) y célices deshidratados de flor o rosa
de jamaica (H. sabdariffa), representando este el
primer estudio en Venezuela y en Latinoamérica
que evaltia estas dos especies simultdineamente.

Material y métodos
Material vegetal

El material vegetal empleado en el estudio corres-
pondié a hojas de té verde orgdnico (procedencia
China) y célices orgdnicos deshidratados de un cultivo
propio de los investigadores (figuras 1Ay 1B).
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Figura 1. A) Empaque original y hojas de té verde
organico, B) cilices orgdnicos deshidratados

Fuente: elaboracién propia.
Obtencién de los extractos acuosos

Los extractos se prepararon con 2,5 g de material
vegetal y 100 mL de agua destilada. Se dejé hervir
por 15 min, se separé el liquido del resto de material
vegetal por decantacién y la extraccién se repitié en
las mismas condiciones por triplicado. Los extractos
se filtraron con papel Whatman No. 1 y se afor6 a
200 mL con agua destilada’.

Extraccién sanguinea y preparacién de la suspen-
sién de eritrocitos

Siguiendo los lineamientos de la Declaracién
de Helsinki y del Consejo Técnico del Centro de
Estudio en Salud de los Trabajadores del Universidad
de Carabobo y previo consentimiento informado, se
realizé la extraccién sanguinea de sangre periférica
de un paciente sin patoldgica de base. Lo eritrocitos
se obtuvieron mediante gradiente de densidades con
Ficoll- Hipaque, por centrifugacién a 2000 rpm,
por 3 min, se tomaron con sumo cuidado. Se resus-
pendieron en PBS glucosado para luego ser centrifu-
gados a 1500 rpm, por 12 minutos .

Actividad antihemolitica en presencia de per6xido
de hidrégeno (H,0,)

Un volumen de 200uL de suspensién de glébulos
rojo (2,5 x 10° eritrocitos/mL) se incubaron con
1,8 mL de extracto a las concentraciones sefia-
ladas, e incubados a 37 °C, en agitacién constante,
por 325 min, en presencia de H O, 5 % (v/v);
después de este tratamiento, se centrifugé a 8.000
rpm por 12 min y el sobrenadante fue usado para
medir la hemoglobina liberada. Un blanco de
100 % de hemdlisis fue usado (2,5 x 10° eritrocitos
tratado con H,O,). El porcentaje de liberacién
de hemoglobina fue determinado a una longitud
de onda 540 nm empleando el equipo de absorcién
molecular Génesis 20 (Thermo Scintific)'!2.

Disefio experimental

Para el proceso de extraccion se trabajé con un disefio
estadistico factorial 2x5, considerando dos especies
vegetales y cinco concentraciones (50, 100, 150, 200
y 250 pg/mL) de los extractos caracterizados corres-
pondiente a compuestos fendlicos totales. Cada
tratamiento se realiz6 por triplicado.

Analisis estadistico

Se aplicé un andlisis de varianza de dos vias
con interaccién (ANOVA), usando el programa
Statistix 9.0 para Windows.
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Resultados

La figura 2 muestra el porcentaje de inhibicién de los
dos extractos evaluados en un rango de concentracién
de 25 a 250 pg/mL. Se observa que el extracto de
C. sinensis present6 un menor % de hemolisis de los
glébulos rojos en presencia de H,O,. Al comparar
el porcentaje de inhibicién el andlisis de varianza
arrojé significancia estadistica en 200 y 250 pg/mL
(p= 0,432y p=0,465).
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Figura 2. Inhibicién de la hemdlisis de los extractos
acuosos de C. sinenesis e H. Sabdariffa. *Significativo

(p<0,05)

Fuente: elaboracién propia.
Discusiéon

Con el propésito de evaluar la actividad antihemoli-
tica de los extractos ya mencionados, se expuso una
suspensién de glébulos rojos a una concentracién de
variable de cada extracto en presencia de H O, como
agente oxidante. En este sentido, ambos extractos
presentaron actividad antihemolitica, lo cual puede
estar asociado a lo descrito en diversos estudios que
sefalan que los compuestos fendlicos, en especial
flavonoides y catequinas, juegan un papel funda-
mental en la eliminacién de especies reactivas de
oxigenos (ROS) asociados a su estructura molecular,
actuando sobre enzimas como la catalasa (CAT),
glutatién reductasa (GR) y la stper oxido dismutasa

(SOD), manteniendo la integridad de la membrana
celular (figura 3)!3141,
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Figura 3. Efecto de los compuestos fendlicos (CF)
en el sistema enzimadtico celular. Los hexégonos en
colores representan los CE.

La diferencia apreciable de la actividad evaluada del
extracto de C. sinencis respecto al de H. sabdariffa
se debe, fundamentalmente, al mayor contenido
de compuestos con actividad antioxidante como la
epicatequina, galato de epicatequina, epigalocate-
quina y galato de epigalocatequina’®.

Por otra parte, estos resultados son comparables con
el hallado en extractos metandlicos de corteza de
mango y guayaba, los cuales no mostraron citotoxi-
cidad e inhibieron la hemdlisis por encima del 60
% en presencia de HZOZW. Asimismo, los extractos
hidroalcohdlicos de café verde y tostado también han
mostrado actividad antihemolitica, con la salvedad
de que al ser un material vegetal que debe ser some-
tido a tostado, la actividad disminuye por efecto de
la temperatura'®. Nabavi et al. (2010)" evaluaron la
actividad antihemolitica y antioxidante de extractos
hidroalcohdlicos de flores, tallos y hojas de Ferula
gummosa Boiss hallando una mejor actividad capta-
dora de radicales libres quelatante y actividad anti-
hemolitica dependiendo de la parte de la planta
utilizada. Los autores concluyen entre los extractos,
las flores contienen el mayor contenido de fenoles
y flavonoides.
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Conclusiones

La diferencia del material vegetal evaluado es un
condicionante del efecto observado en este estudio.
Emplear el mismo rango de compuestos fenélicos
totales en ambos extractos y basados en estudios de

caracterizacién de estas dos especies, nos permite
inferir que la actividad antihemolitica evaluada,
depende la presencia de moléculas capaces de reducir
el estrés oxidativo.
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