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RESUMEN

INTRODUCCION: Desde tiempos memorables se ha practicado la medicina tradicional u
herbolaria. Por su parte, México posee un gran nimero de especies de plantas de las cuales solo
3,000 han sido estudiadas para propositos medicinales. Se ha encontrado en diversa literatura que
hay plantas de las cuales, pueden generar propiedades antiinflamatorias u antimicrobianas.
OBJETIVO: Evaluar el efecto hemolitico de los extractos de I. verum y B. alicastrum.
METODOLOGIA: Se realiz6 la obtencion de extractos de . verum y B. alicastrum,
posteriormente se realizo el tamizaje fitoquimico, se evaluo el efecto hemolitico y, por Gltimo, se
determind el porcentaje de hemolisis. RESULTADOS: Mediante el tamizaje fitoquimico, I.
verum respondio positivo a la presencia de saponinas, esteroles, triterpenos, cumarinas, azlcares
grupales e individuales; y resulté ser hemolitico incluso a concentracion de 100ppm con 10.54%
de hemodlisis. Por otro lado, B. alicastrum respondio positivo a la presencia de esterol, triterpeno.
taninos y azucares grupales e individuales; y resulto ser ligeramente hemolitico a concentracion
de 100ppm a 5.74% de hemolisis. CONCLUSION: Se piensa, en un futuro, usar estos extractos
como un complemento local, especificamente para uso tdpico, en los tratamientos de
padecimientos odontol6gicos, debido a que la toxicidad presentada a los eritrocitos no estaria

asociado a un tratamiento sistémico.
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Obtaining, phytochemical characterization and hemolytic evaluation of Illicium verum and

Brosimum alicastrum plant’s extracts.

ABSTRACT

INTRODUCTION: Traditional or herbal medicine has been practiced since memorable times.
For its part, Mexico has a large number of plant species of which only 3,000 have been studied for
medicinal purposes. It has been found in various literature that there are plants of which, can
generate anti-inflammatory or antimicrobial properties. OBJECTIVE: To evaluate the hemolytic
effect of extracts of I. verum and B. alicastrum. METHODOLOGY : Extracts were obtained from
I. verum and B. alicastrum, Subsequently, the phytochemical screening of both ethanolic extracts
was carried out, the hemolytic effect of both extracts was evaluated and, finally, the percentage of
hemolysis of the extracts was determined. RESULTS: Through phytochemical screening, 1. verum
responded positively to the presence of saponins, sterols, triterpenes, coumarins, group and
individual sugars; and it turned out to be hemolytic even at a concentration of 200ppm with 10.54%
hemolysis. Secondly, B. alicastrum responded positive to the presence of sterol, triterpene. group
and individual tannins and sugars; and it turned out to be slightly hemolytic at a concentration of
100ppm at 5.74% hemolysis. CONCLUSION: It is thought, in the future, to use these extracts as
a local supplement, specifically for topical use, in the treatment of dental diseases, since the

toxicity presented to erythrocytes would not be associated with a systemic treatment.
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1.- INTRODUCCION

La medicina herbolaria en México es un método arraigado desde afios anteriores, no solo es
practicada por curadores tradicionales, a su vez, la misma poblacidn es quien practica y tiene
ciertos conocimientos, los cuales son empleados de acuerdo con sus necesidades econémicas y

sociales.

Actualmente, la poblacion mundial estd pasando por una etapa en la que gran cantidad de
medicamentos, principalmente antibidticos ya no tienen la misma potencia con la que funcionaban
anteriormente, quiere decir, que las bacterias con el tiempo se han vuelto resistentes ante estos.
Por otro lado, desde tiempos memorables se ha practicado la medicina tradicional u herbolaria.
Por su parte, México posee un gran nimero de especies de plantas de las cuales sélo 3,000 han

sido estudiadas para propdésitos medicinales.

Por lo cual se piensa que se puede recurrir a la fitoterapia para complementar los tratamientos
farmacéuticos en el campo de la medicina y en nuestro caso, en el area de odontologia y sus

especialidades.

Se conoce que las plantas tienen estrategias de defensa contra ataques ocasionados por insectos u
microorganismos patdgenos. Como parte de la proteccion quimica, una estrategia utilizada por las
plantas es la produccion de metabolitos secundarios (MS) los cuéles son compuestos de bajo peso

molecular que poseen propiedades antimicrobianas, entre otras.

Se ha encontrado en diversa literatura que hay plantas de las cuales, al obtener su extracto, u aceite
esencial, pueden generar propiedades antiinflamatorias u antimicrobianas en su mayoria. Lo cual
indica que podemos en el futuro, después de estudiar sus efectos adversos, podemos incluirlos

como terapia post tratamiento, tales como cirugia dental, exodoncia dental.



2.- HIPOTESIS

“Los extractos de Illicium verum y Brosimum alicastrum presentan efecto hemolitico”



3.- OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Evaluar el efecto hemolitico de los extractos de Illicium verum y Brosimum alicastrum sobre

eritrocitos.

3.2 Objetivos especificos

1.- Obtener los extractos de I. verum y B. alicastrum mediante maceracion en frio.

2.- Analizar la caracterizacion parcial cualitativa de los extractos de Illicium verum y Brosimum

mediante tamizaje fitoquimico preliminar.

3.- Determinar la actividad hemolitica de los extractos Illicium verum y Brosimum alicastrum

mediante la técnica de inhibicion de hemolisis en eritrocitos humanos.
4.- Obtener el porcentaje hemolitico de los extractos de Illicium verum y Brosimum alicastrum.

5.- Determinar la concentracién minima hemolitica de los extractos Illicium verum y Brosimum

alicastrum.



4. -ANTECEDENTES
4.1 Fitoterapia.

La fitoterapia es una practica en la que se emplea el uso de plantas medicinales con fines curativos,
y lleva en practica desde hace mas de 500 afios. Han llegado a ser, en tiempos antiguos el principal
y Unico recurso al alcance de los médicos. Este tipo de terapia utiliza los principios activos de las
plantas para contrarrestar el malestar. (Echegaray y Echegaray 2011).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) refiere el concepto de fitoterapia, como una ciencia
encargada del estudio de productos vegetales para su posterior utilizacion en la terapia de estados
patoldgicos. Esta descripcion diferencia el concepto de fitoterapia clasica con la de Fito medicina,
donde la primera representa una forma tradicional basada en la practica empirica, mientras que
segunda involucra una transformacion de la planta medicinal en medicamentos, previamente
sometidos a ensayos clinicos, ya que la indicacion para el empleo de una planta medicinal por via
oral (tisanas, extractos, tinturas, zumos) o aplicacién topica (pomadas, ungiientos), debera regirse

en tres fundamentos principales; eficacia, calidad y seguridad (Cicatrizacion & Words, 2014).

La primera vez que se escribid sobre la practica de la medicina herbal fue en 1500 aC, en el Papiro
de Ebers, el cudl describia cientos de plantas medicinales. En los ultimos afios ha aumentado la
investigacion para la aplicacion terapéutica de las plantas en Odontologia, para poder prevenir,

tratar u minimizar sintomas de diversas patologias bucales. (de Oliveira Mota, | 2018).

Asi mismo, al incrementar el interés por los beneficios que puede traer el uso de plantas como
recurso medicinal, se debe también estudiar el efecto toxico que pueden tener estas plantas en los

seres humanos.

En cuanto el estudio de las plantas como recurso para tratamiento de enfermedades, se debe tener
en cuenta que la planta tenga una mayor actividad farmacoldgica, que sea biocompatible, y que su
toxicidad sea baja; y asi mismo que pueda tener un costo accesible para la poblacion. Todos estos
aspectos los deben respaldar estudios clinicos y de laboratorios especificos. Varias sustancias son
utilizadas como antisépticos como el tomillo, y el cacao, y en odontologia son la granada, propoleo

y aroeira por sus propiedades terapéuticas. (Francisco K 2010).



4.1.1 Métodos de preparacién de plantas.
Existen diferentes tipos de preparacion de las plantas; entre ellos estan:

+ Infusion (agua hirviendo sobre una planta fresca o seca, extrayendo los aceites esenciales
volatiles)

+ Decoccion (se deja la planta en agua fria, posteriormente se hierve a 100°C por 7-8
minutos)

+ Maceracion (se deja la planta en agua, aceite u vinagre, el tiempo del proceso puede variar
entre 12 hrs a 15 dias)

+ Tintura simple (se usa una parte de planta seca por 5 de alcohol al 20%)

=

Tintura madre (se usa una parte de planta fresca por 10 de alcohol al 10%)
+ Extracto (maceracion de la raiz de la planta en solucién hidro-alcohdlica por 6 dias,

posteriormente se centrifuga a 280°C, obteniendo asi los alcoholes solubles)

Las plantas medicinales poseen diferentes compuestos quimicos en diversas partes de las plantas,
pueden llegar a variar estos compuestos de mayor a menor grado dependiendo de la especie, suelo

y el clima en el que se desarrollo el crecimiento de las plantas. (Echegaray y Echegaray 2011).

4.1.2 Sustancias activas en las plantas.
Los principales compuestos/ metabolitos secundarios son:
A) Alcaloides. Son compuestos que contienen nitrégeno bésico. Se clasifican como:

Alcaloides derivados de ornitina y lisina.
Alcaloides derivados de tirosina y fenilalanina.
Alcaloides derivados del triptofano.

Alcaloides derivados del acido nicotinico.

ok~ w0 DN e

Alcaloides derivados de la histidina.

B) Fenoles. Comprende aproximadamente ochomil compuestos, (entre ellos se encuentran los
ésteres, metil ésteres y glucésidos), originario del mundo vegetal. Los siguientes compuestos
reducen el riesgo de diversas enfermedades, tales como: Enfermedad cardio vascular, hipertension,

cancer y diabetes.
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Fenoles simples, se encuentran en plantas en forma de heterdsidos.

Acidos fendlicos, puede estar unido a azUcares.

Taninos, poseen un grupo de compuestos hidrosolubles con estructura polifendlica.
Cumarinas, derivados de venzo- a- pirona.

Lignanos, poseen una estructura constituida por dos unidades de fenilpropano.
Quinonas, compuestos aromaticos con dos grupos cetona.

Flavonoides, constituyen un amplio grupo de fenoles naturales.

C)Taninos. Son bioactivos como antioxidantes y antimicrobianos. También son utilizados como

antisépticos y astringentes.

1.
2.

Galotaninos.

Elagitaninos.

D) Flavonoides. De naturaleza fendlica y poseen dos anillos arométicos bencénicos unidos por 3

atomos de carbono. Se le atribuyen propiedades antialérgicas, antiulcérica, antiinflamatoria,

antiagregante plaquetario, etc.

1.
2.

w
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Flavonas y Flavonoles, presentes en vegetales, son los mas comunes.

Flavanonas y Flavanonoles

c¢) Antocianos, se encuentran como glucosidos, proporciona pigmentos a flores y frutos, su
color es malva, rosa, violeta, azulado.

d) Isoflavonoides

e) Isoflavonas

f) Chalconas

g) Sulfatos de flavonoides

h) Biflavonoides

E) Saponinas. compuestos glucosidicos, producen espuma cuando se agita la solucion acuosa, buen

agente emulsionante. Tiene actividad hemolitica, antimicrobiana, antiinflamatoria, cicatrizante,

entre otras. (Rojas L, Jaramillo J, Lemus B 2015).



4.2.- lllicium verum.

Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Austrobaileyales
Familia Magnoliacea
Geénero Ilicium

Figura 1.- lllicium verum. Especie I.verum; Hook, f.

Illicium verum, o “Anis estrella” como se le conoce comunmente, €s un arbol de hoja perenne de
una altura aproximada de 8- 15 m. Su vida media es de 80- 100 afios. Contiene frutos cuya forma
es estrellada, estd compuesto por 8 carpelos que contienen semillas marrones. Suele recolectarse
antes de que se complete su madurez, ya que contienen el aceite esencial maximo; dicho aceite se
presenta como un liquido de color amarillo palido (DE M, DE AK 2001). Tiene un tiempo de vida
de mas de 2 afios, sus hojas son lanceoladas, de corteza blanca y tiene similitud con el laurel.
(Verdezoto 2020) Este aceite tiene propiedades expectorantes, antiséptico, antipirético, y
propiedades antimicrobianas. Esta Gltima propiedad fue un efectivo bacteriostatico frente a B.
subtilis, E. coliy S. cerevesiae. (DE M, DE AK 2001).

El arbol generalmente crece en 4 provincias de la China, Corea, Vietnam del Sur, Indonesia,
Filipinas y Japon. Los componentes encontrados hasta el momento son: monoterpenos: anetol (80-
90%), carburos terpénicos, cumarinas, triterpenos, y lactonas sesquiterpénicas. (Herrera 2009).



Figura 2.- lllicium verum semilla (Anis estrella).

El anis estrellado, ha demostrado poseer propiedades antimicrobianas potentes. Estudios han
indicado que es efectivo contra bacterias, y hongos. (De M, De A.K, 2002).

Illicium verum Hook f. (anis estrellado, anis estrellado chino) es una especie lefiosa comdnmente
conocida como ba jiao hui xiang en China y se utiliza en la medicina tradicional china (MTC)
como agente terapéutico. En linea con las directrices de la Farmacopea China, la medicina china
contemporanea recomienda I. verum como una planta medicinal valiosa. Ademas, dos materias
primas obtenidas de I. verum (fruta—Anisi stellati fructusy aceite esencial—Anisi stellati
aetheroleum) han sido incluidas en la Farmacopea Europea desde 2002 (4?2 edicion). Ambos
materiales exhiben efectos expectorantes y espasmoliticos. (Sharafan, et all. 2022).

Se tiene conocimiento mediante literatura que, el extracto de I. verum solubilizado en metanol
tiene una potente accion depresora del SNC y posee un efecto ansiolitico sin interferir con la
coordinacion motora. (Chouksey, D y Upmanyu, N 2013).

Se conoce que el aceite esencial de 1. verum tiene un efecto inhibidor en P. aphanidermatum, lo
que quiere decir que el uso de aceites esenciales volatiles tiene varios beneficios sobre la aplicacion
directa de los propios aceites. Los aceites esenciales de I. verum pueden utilizarse como fumigantes
para el control de enfermedades de plantas, y preservar las cosechas. (Huang Y y Zhao J 2010).

Por otro lado, hay estudios que indican que esta planta tiene ha presentado efecto inhibitorio contra



C. albicans (ATCC90029), y que posee fuerte actividad antifingica. (Galindo Hernandez 2018).
También, se han realizado investigaciones in vitro, en donde I. verum en forma de infusién, tuvo
efecto inhibitorio sobre S. mutans, en todas sus concentraciones, lo cual es importante en el area
odontologica para poder prevenir la formacion de caries dental. (Valladares Otoya 2011).

Asi mismo, se ha comparado también el efecto inhibitorio de I. verum con la clorhexidina al 0.12%
sobre bacterias anaeorbias facultativas primarias de la placa bacteriana, se descubrié que en todas
las concentraciones de Clorhexidina 0.12% tenia mayor efecto inhibitorio que el I. verum. (Ruiz
Hilario 2011).

Se ha encontrado que el extracto de la fruta de esta planta puede potencialmente desarrollarse como
un protector de granos para controlar las plagas de insectos. (Wei, L y Hua, R. 2014) Inclusive, se
tiene evidencia de que el extracto de I. verum tiene potencial como bioplaguicida ecologico en el
manejo integrado de plagas contra M. persicae. (Zhou BG 2016).

Illicium verum ha demostrado en investigaciones anteriores contener una cantidad significativa de
aceite, fenoles y flavonoides. Los cuales indican pueden tener un rol principal como antioxidante.

(Madhu CS y Manukumar H M 2014).

Por otro lado, I. verum, su aceite esencial representa un 5%- 8%, etanol (80:90%), trananetal,
monoterpenos u aldehidos, y entonas anisicas, estragol, safrol, grasos. (Galindo 2018). Uno de los
compuestos quimicos del I. verum es el acido shikimico, importante precursor en la sintesis
farmacoldgica de medicamentos contra la influenza, conocido como el oseltamivir (Tamiflu),

debido a esto, existe una fuerte demanda del I. verum.



l.verum contiene poderosos antioxidantes terpénicos como lo son Linalol y Limoneno.
Respectivamente, el linalol protege la bicapa lipidica de las membranas celulares de arterias y

mejora el flujo sanguineo; el limoneno tiene actividad anticancerosa.

Illicium verum tiene propiedades antiflngicas, antibacterianas, carminativas, analgésicas,
anticancerigenas, sedantes y antioxidantes. (Singh P y Mishra N 2020). Hoy en dia, I. verum es
una planta medicinal importante en todo el mundo. Los estudios cientificos recientes han
demostrado que la fruta y el aceite esencial de I. verum se caracterizan por actividades bioldgicas
como efectos antibacterianos, antifngicos, antiinflamatorios y antioxidantes. La planta también

es ampliamente utilizada en la industria alimentaria como especia. (Sharafan, et all. 2022).

4.3.- Brosimum alicastrum.

Reino Plantae

Clase Magnoliopsida

Orden Rosales

Familia Moraceae

Género Brosimum

Especie B. alicastrum; Sw. 1788

Figura 3.- Brosimum alicastrum.

Brosimum alicastrum es un arbol tropical grande y perenne que estad ampliamente distribuido en
México. Sus semillas y hojas son ricas en proteinas y se pueden usar para alimentos y forraje,

ademas se pueden hacer varios medicamentos y bebidas a partir de partes del arbol. Aunque es un
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alimento alternativo importante en la época precolombina, el uso actual del arbol es muy limitado.
Estudios recientes indican que su mayor uso seria extremadamente beneficioso, y que los medios
mas inmediatos para lograrlo son la recoleccion y el procesamiento de semillas de bosques
naturales y el establecimiento de plantaciones para forraje. (Peters, et all. 1982).

Brosimum alicastrum o “Ramon” como se le conoce comunmente, en México es uno de los arboles
que predominan en las zonas tropicales, y se encuentra en altitudes de entre 50- 800 metros sobre

el nivel del mar, desde Sinaloa hasta Chiapas, entre otros. (TUN 2021).

El arbol tiene una altura por lo regular de 45 m, su corteza externa es lisa, parda, grisacea; las hojas
son alternas, de color verde oscuro y brillante en el haz y verde grisaceas en el envés, ovadas o
elipticas (2- 7.5 cm de ancho por 4-18 cm de longitud) su apice es agudo, margen entero. (Ramirez

2015).

s

. Figura 4.- Hojas de B. alicastrum.

Por otro lado, B. alicastrum, tiene una cualidad importante para adaptarse a diversas condiciones
ambientales, esto debido a que es capaz de realizar fotosintesis con alta eficiencia en el uso de
agua incluso con altas temperaturas presentes. (TUN 2021).

El empleo del B. alicastrum es diverso, se le da uso artesanal, comestible, construccion,

maderables, medicinal e industrial. (Ramirez 2015).
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Brosimum alicastrum Swartz es una especie perteneciente a la familia Moraceae que se distribuye
por México y Centroamérica. Los frutos, hojas, latex y corteza de este arbol son ampliamente
empleados en la medicina tradicional mexicana. En particular, la corteza se utiliza en el tratamiento

de dolores toracicos, asma, diabetes y cancer uterino. (Barragan-Mendoza, et all. 2022).

B. alicastrum tiene la presencia de metabolitos secundarios como lo son: polifenoles, triterpenos-
esteroides.

El B. alicastrum, Ramon, cumple con caracteristicas agrondmicas y nutritivas, se ha demostrado
gue cuenta con éptimos rendimientos productivos y contiene nulo u escasos niveles de compuestos
anti nutricionales que lo convierten en una alternativa de gran importancia en la alimentacion para

rumiantes. (Rojas-Schroeder JA, Sarmiento-Franco L 2017).

Dentro de los usos que se le ha dado a B. alicastrum, uno de ellos, es su capacidad nutricional. La
harina de B. alicastrum, es uno de los recursos més notorios dentro de la biodiversidad mexicana,
posee propiedades nutricionales y funcionales. (Subiria- Cueto 2018).

De hecho, se conoce que el almidon del B. alicastrum tiene un potencial alto para la aplicacion de

sistemas de aplicacion (Pérez Pacheco 2014).

El afadir la harina de B. alicastrum en tortillas aumenta la actividad antioxidante, el contenido de
minerales, fibra soluble, proteina, triptéfano, de los compuestos normales fendlicos totales, y
flavonoides totales (Moo- Huchin 2018).

Se sabe que B. alicastrum tiene cualidades nutritivas con las cuales se puede considerarle como

opcidn para nutrir a diferentes especies animales.
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Por otro lado, se conoce también que la harina de semilla de B. alicastrum no aporta lactosa y
favorece la elaboracion de bebidas de apariencia lactea, la semilla tampoco contiene cafeina, lo
que puede ser importante tomando en cuenta la cantidad de personas que son intolerantes a la
lactosa y son sensibles a la cafeina. Cabe destacar que en México la harina de la semilla de dicha
planta se obtiene siendo producto organico, sin gluten, y su aporte en macro y micronutrientes
resulta importante para la dieta en personas que padecen enfermedad celiaca. (Del Rocio Martinez
2019).

Se tiene conocimiento que para obtener el extracto de B. alicastrum y analizar sus compuestos
fenolicos, lo ideal es el método de, el extracto, etanol / agua, ya que se encontrd que como solvente
es mas eficiente en cuanto el proceso de extraccion, mayor actividad antioxidante, y mayor
contenido de acido galico, acido clorogénico y acido vainilico. (Moo-Huchin, V y Canto-Pinto J

2019).

La COFEPRIS tiene como uno de sus principales objetivos, asegurar el uso racional de
medicamentos, protegiendo a la poblacidn de los riesgos a la salud que presenta el manejo y uso
inadecuado de medicamentos. Segin la Norma Oficial Mexicana NOM- 072- SSA1- 2012
“Etiquetado de medicamentos y de remedios herbolarios”, se le denomina dispensacion al “acto
profesional cuyos objetivos son la entrega de insumos para la salud en condiciones 6ptimas y de
acuerdo con la normatividad vigente y proteccion del paciente frente a la posible aparicion de
problemas relacionados con medicamentos. Implica la informacion al paciente sobre la medicacion
que va a utilizar, la deteccion de situaciones en las que hay un riesgo de sufrir problemas
relacionados con los medicamentos, y tomar decisiones beneficiosas para el paciente”

(COFEPRIS, 2014).
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4.4 Hemolisis

La hemolisis es la liberacion de los componentes intracelulares de los eritrocitos, trombocitos y
leucocitos en el liquido extracelular. Este suceso puede dar alteraciones en magnitudes
significativas si se trata de analizar muestras especificas. La lisis de los trombocitos y granulocitos
también puede influir en los resultados de analisis, aunque la hemdlisis no sea visible.

La hemolisis puede ocurrir al momento de extraer la sangre, puede deberse a: Aspiracion intensa
durante la puncidn artificial de las venas, obstruccion parcial de un catéter venoso u arterial.
(Thomas 2002).

Durante la hemolisis, los eritrofagocitos eliminan los glébulos rojos dafiados. Esto previene la
liberacion extracelular de hemoglobina, desintoxica el hemo y recicla el hierro en una via
metabolica vinculada. Complementario a este proceso, la haptoglobina y la hemopexina eliminan
y transportan las toxinas de los glébulos rojos, la hemoglobina y el hemo al aclaramiento celular.
La hemolisis patoldgica supera la capacidad de los macréfagos y la sintesis de carrofieros en una
diversidad de enfermedades. Este desequilibrio conduce a la progresion de la enfermedad
impulsada por la hemoglobina. Para satisfacer un vacio en las opciones de tratamiento, las terapias

basadas en proteinas carrofieras estan en desarrollo clinico. (Vallelian, et all. 2022).

La hemdlisis puede ser el resultado de la capacidad que tiene la saponina para formar complejos
con el colesterol de la membrana celular, formando poros, y aumento de la permeabilidad celular.
El mecanismo que lleva a la hemdlisis se debe a que, las saponinas penetran la bicapa lipidica, y
se acumulan en el microdominio de la balsa lipidica. Las balsas de estos lipidos son microesferas
dentro de las membranas celulares que contienen colesterol y esfingolipidos; las saponinas se unen

al colesterol en la membrana lipidica y evitan que el colesterol interactle con la esfingomielina;
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las micelas de saponina- colesterol desestabilizan la estructura de la balsa lipidica, cuanto mayor
es la concentracion de saponinas en el extracto, mayor efecto hemolitico sera encontrado.
(Kundishora A 2020).

Las anemias hemoliticas causadas por la destruccion prematura de los globulos rojos ocurren en
muchos trastornos, incluidas las hemoglobinopatias, las afecciones autoinmunes, durante la
infeccion o después de la reaccion a medicamentos o transfusiones. Estudios recientes que se
revisaran aqui han descubierto varios mecanismos novedosos por los cuales la hemolisis puede
alterar las funciones inmunolégicas y aumentar el riesgo de complicaciones graves en los

trastornos hemoliticos. (Zhong, et all. 2018).
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5.- MATERIAL Y METODOS

5.1.- Material vegetal.
Las muestras del material vegetal de I. verum, se obtuvieron del estado de Sonora. y B.

alicastrum del estado de Chiapas.

5.2.- Obtencion de los extractos.

Para la preparacion de los extractos de ambas plantas, se pesaron 100 g de material vegetal seco,
se depositd en un matraz de un litro con 500 mL de solvente etanol, se dejaron reposar durante
una semana realizandose agitaciones durante el dia, por 5 a 10 minutos, posteriormente se realizd
la filtracion empleando embudo de separacion y papel filtro, el filtrado obtenido se llevé a
sequedad con rotavapor a 40°C al vacio a temperatura ambiente (Galindo H. 2018). El extracto
obtenido se coloco en un frasco contenedor y se llevo al secado, para posteriormente ser

empleado en las diversas pruebas realizadas, a continuacion, se muestra el proceso desarrollado

(Figura 5).
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Figura 5.- Obtencidn del extracto de B. alicastrum. Hojas secas de la planta; Hojas en matraces

con solvente para maceracion en frio; Filtrado.

5.3.- Caracterizacion fitoquimica parcial de los extractos de I. verum y B. alicastrum
mediante pruebas quimicas.
Se realizd la caracterizacion fitoquimica mediante un ensayo de identificacion quimica de

metabolitos secundarios siguiendo el protocolo desarrollado por Dominguez et al, 1973.

Para realizar el tamizaje fitoquimico, se tomo6 una muestra del extracto en cuestion y se llevé a un

tubo de ensayo, se suspendié a la mitad del tubo con etanol (ETOH) y se sonicé (tubos padre).
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Aparte en una gradilla fueron colocados tubos de ensayo, en los que se depositd en partes iguales

el contenido del “tubo padre” mas agua destilada para posteriormente realizar las pruebas quimicas

correspondientes, que se aprecia en la siguiente (Tabla 1).

Tabla I.- Pruebas quimicas, metodologia, compuesto a identificar y color de resultado positivo

Prueba quimica

Lieberman

Burchard

Hidroxido de sodio
10%

Baljet

Metodologia

2 gotas de reactivo
(una gota de &cido
sulfarico a una
mezcla de 1.0 mL de
anhidrido acético y
1.0mL de
cloroformo)

2 gotas de solucion

acuosa amarillo
anaranjado que
desaparece al

agregar 2 gotas de
HCL al 10%

Solucién A: 1 g de
acido picrico en
100mL de etanol.
Solucién B: 10 g de
hidroxido de sodio

en 100 mL de agua.

Grupos quimicos a Color prueba
identificar positiva
Esteroles, Rojizo, Rosa,

Violeta- morado

Tripertenos

Cumarinas

Sesquiterpenlactonas Naranja- rojo oscuro
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Acido sulfrico 2 gotas de é&cido Quinonas Rojo

sulfarico
concentrado

Shinoda Limaduras de Flavonoides, Rojo. Verde- violeta
magnesio 'y unas Flavononas y

gotas de é&cido Flavononoles
clorhidrico
Cloruro ferrico 2 gotas de la Taninos Oscuro
solucion de cloruro
férrico en agua al
2.5%
Dragendorff Solucién A: 0.85g Alcaloides Rojo- naranja
de nitrato de
bismuto, 10 mL
acido acético glacial
y 40 mL de agua.
Solucién B: 8 g de
yoduro de potasio y
20 mL de agua.

Fueron realizadas las siguientes pruebas quimicas, como la de Liebermann Buchard, Hidréxido de
sodio, Baljet, y Acido sulfarico (H2SOs) se realizo en placas de porcelana (Figura 6); por otro
lado, las pruebas de Saponinas, Shinoda, Taninos, Antrona se realizaron en tubo de ensayo (Figura

7'y 8) y Dragendorff en una placa de silica gel.
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Figura 7.- Extracto |. verum reaccionando positivo a la prueba fitoquimica de Antrona. Podemos
observar como reaccion positiva a esta prueba la presencia de un anillo de tono azul oscuro como

interfaz que divide al extracto etandlico del sobre nadante de agua destilada.

Figura 8.- Extracto B. alicastrum reaccionando positivo a la prueba fitoquimica de Antrona. Podemos
observar como reaccion positiva a esta prueba la presencia de un anillo de tono azul oscuro como interfaz

que divide al extracto etanolico del sobre nadante de agua destilada.

20



5.4.- Obtencidn del paquete globular.

A continuacidn, se describe el procedimiento realizado para la obtencidn del paquete globular y asi

determinar la accion de hemolisis de los extractos.

5.4.1.- Obtencidn de la sangre.
Se obtuvo la muestra de sangre segin la NORMA Oficial Mexicana NOM-253-SSA1-2012, para

la disposicion de sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos.

5.4.2.- Preparacion de la sangre.

La sangre obtenida pertenece al grupo de sangre humana O+. Se centrifugd 2.5mL de sangre a
3000 rpm x 15 minutos a temperatura ambiente. Se extrajo el sobrenadante cuidadosa y
posteriormente se lavo el precipitado 4 veces con PBS (Buffer de Fosfatos Salino isotonico, pH

7.4).

Se tomaron los 2.5 mL de sangre y fueron colocados en un matraz para aforar con PBS para tener

listo el paquete globular.

Figura 9.- Paquete globular con PBS en matraz de aforacion.
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5.5.- Preparacion del extracto en el solvente.
Una vez obtenido el paquete globular, se tomaron y pesaron 50 mg de extracto de I. verum y B.

alicastrum en un frasco, y despueés de disolvio en 1 ml de ETOH (etanol).

Ci= (1000ppm) (1250 pL)

25 L
Ci=50 000 ppm =50 mg/ml

i
| Brosimum
‘ alicastrum

Hlicium
verum

Figura 10.- Peso en balanza de 50 mg de extractos correspondientes de I. verum y B. alicastrum,

para después disolverlos en 1 ml de solvente ETOH.

5.6.- Evaluacion del efecto hemolitico de los extractos etandlicos de I. verum y B. alicastrum.
Para continuar con la evaluacion hemolitica, se realizaron los ensayos empleando microplacas de
96 pozos, para la determinacion del efecto hemolitico mediante el uso de extractos etanélicos de
I. verum y B. alicastrum. Como se describe en las siguientes tablas para cada uno de los ensayos
de ambos extractos, se realizaron por triplicado para obtener reproducibilidad de los datos y una

mayor precision al momento de realizar las lecturas en el espectrofotometro.
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5.7.- Tratamiento.
Tomando 250 uL del paquete globular se suministran en 6 tubos conicos de 1.5 mL de menor a
mayor concentracion, se suministran de 975 hasta 997.5 uL de PBS, posteriormente se afiadieron

de mayor a menor 25 pLa 2.5 uL de cada extracto.

Tubos Extracto (uL)  PBS (uL) P. G. (uL)

1 25 975 250
2 20 980 250
3 15 985 250
4 10 990 250
5 5 995 250
6 2.5 997.5 250

Tabla I1.- Concentraciones del Tratamiento.

Una vez aplicado el PBS, paquete globular y el tratamiento, se llevé a la incubadora por 30 minutos
a 37°C protegidos de la luz. Posteriormente se realiz6 la centrifugacion de los tubos cénicos a 13
000rpm por 5 minutos a 4°C. Terminado el tiempo de centrifugado se tomaron 100 uL de cada tubo
y se depositaron en una microplaca de 96 pocillos, para determinar el porcentaje de hemolisis

mediante lecturas espectrofotométricas a 550 nm.

Se realizo la preparacion del blanco, se tomaron 250 uL de PBS se suministraron en 6 tubos conicos
de 1.5ml de menor a mayor se suministré de 975 a 997.5uL de PBS, se agreg6 de mayor a menor

25 ulL hasta 2.5 uL de cada extracto.
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Tubos Extracto (uL) PBS (ul) PBS (ul)

1 25 975 250
2 20 980 250
3 15 985 250
4 10 990 250
5 5 995 250
6 2.5 997.5 250

Tabla I11.- Concentraciones del Blanco.

Asi mismo se realizo la preparacién del control positivo y se tomaron 250 uL de paquete globular

y se suministrd en 6 tubos conicos de 1.5 ml y se le suministré 1000 uL de agua destilada.

Tubos A. D. (uL) P.G. (ub)
1 1000 250
2 1000 250
3 1000 250
4 1000 250
5 1000 250
6 1000 250

Tabla IV.- Concentraciones control positivo.

Una vez aplicado el paquete globular y el agua destilada, se lleva a la incubadora por 30 minutos
a 37°C protegidos de la luz. Posteriormente se llevé a centrifugar los tubos conicos a 13 000rpm
por 5 minutos a 4°C. Terminado el tiempo de centrifugado se tomaron 100 uL de cada tubo y se
depositaron en una microplaca de 96 pocillos, para determinar el porcentaje de hemélisis mediante
lecturas espectrofotométricas a 550 nm.
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Figura 11.- Distribucion de evaluacion de efecto hemolitico en microplaca. a) Tratamiento. b)
control positivo. c) control blanco. Como podemos observar, el inciso a) y b) representan bien los
ensayos triplicados del tratamiento y blanco.

5.6.1.- Interpretacién de resultados evaluacion efecto hemolitico.

Segun el protocolo determinado por Mesdaghinia et al 2019, el porcentaje de hemdlisis en las
muestras puede ser interpretado de la siguiente manera:

Valor Efecto hemolitico

<2% No hemolitico

2- 5% Ligeramente hemolitico
>5% Hemolitico

Tabla V.- Interpretacion de porcentaje de efecto hemolitico.
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A continuacion, se describe el diagrama experimental realizado en este trabajo.

Diagrama
experimental

Fitoquimica Hemolitica

LA

[ ' ; ‘;\ ‘ 1
Obtencionde R 2rsimam Evaluacidn efecto
los extractos 3 r | hemolitico

Tamizaje
fitoquimico

[ Obtenciondel ’
porcentaje de hemdlisis

Figura 12.- Diagrama de Flujo de la metodologia.
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6.1 Obtencidén de los extractos.

6.- RESULTADOS.

Se pudieron obtener extractos con caracteristicas ideales para los ensayos experimentales con un

rendimiento de 52 g para I. verum y 36 g para B. alicastrum.

6.2 Tamizaje fitoquimico de los extractos I. verum y B. alicastrum.

Mediante el tamizaje fitoquimico se pudo identificar la respuesta positiva para las pruebas

quimicas de Liebermann Burchard, Hidroxido de sodio 10%, Baljet, Acido sulfarico, Saponinas,

Shinoda, Cloruro Férrico, Antrona, y Dragendorff en el extracto etanolico de I. verum.

Prueba quimica l.verum Sustancia activa

Liebermann- + Esteroles triterpenos

Burchard

Hidroxido de + Cumarinas

sodio 10%

Baljet + Sesquiterpenlactonas

Acido Sulfarico - Quinonas

Saponinas + Esterol, triterpeno

Shinoda - Flavonoides, flavolonones,
flavolononas

Cloruro Férrico - Taninos

Antrona + AzUcar individual/ grupal

Dragendorff - Alcaloides

Tabla VI.- Identificacion de sustancias activas en extracto etandlico |. verum. Presencia de

sustancias activas positivo (+), negativo (-).

27



Por otro lado, el extracto etandlico de B. alicastrum presentd reaccion positiva para las pruebas de
Liebermann Burchard, Hidroxido de sodio 10%, Baljet, Acido sulfarico, Saponinas, Shinoda,

Cloruro Férrico, Antrona, y Dragendorff.

Prueba quimica B. alicastrum Sustancia activa

Liebermann- + Esteroles triterpenos

Burchard

Hidroxido de - Cumarinas

sodio 10%

Baljet - Sesquiterpenlactonas

Acido Sulfarico - Quinonas

Saponinas i Esterol, triterpeno

Shinoda - Flavonoides, flavolonones,
flavolononas

Cloruro Férrico + Taninos

Antrona + Azucar individual/ grupal

Dragendorff - Alcaloides

Tabla VII.- Identificacién de sustancias activas en extracto etanélico B. alicastrum. Presencia de
sustancias activas positivo (+), negativo (-).

6. 3 Evaluacion del efecto hemolitico.

En la tabla siguiente, podemos observar el porcentaje de hemolisis encontrado al usar como
tratamiento el extracto etandlico de I. verum, diluido en PBS y P.G. De mayor a menor obtuvimos
un 37.19% de hemolisis a concentracion de 1000 ppm del extracto, y un 10.54% de hemolisis a

concentracion de 100 ppm del extracto.
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6.3.1 Efecto hemolitico extracto etanolico de I. verum.

Concentracién (ppm) Porcentaje de hemolisis
1000 37.19
800 24.51
600 16.04
400 15.43
200 10.79
100 10.54
Tabla VIII.- Porcentaje de hemdlisis, tratamiento con extracto etandlico de |I.

Respectivamente.

1200

1000

800

600

Concentracion (ppm)

400

200

Porcentaje hemolitico del extracto de /. verum

37.19% 24.51%

16.04% 15.43% 10.79%

Porcentaje de hemolisis

10.54%

verum.

Gréfica 1.- Porcentaje de hemolisis por concentracion de partes por millon del extracto etanolico

de 1. verum en sangre humana.
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6.3.2 Efecto hemolitico extracto etanodlico de B. alicastrum.

En la tabla siguiente, podemos observar el porcentaje de hemolisis encontrado al usar como
tratamiento el extracto etanolico de B. alicastrum, diluido en PBS y P.G. De mayor a menor
obtuvimos un 32.65% de hemolisis a concentracion de 1000 ppm del extracto, y un 5.74% de

hemolisis a concentracion de 100 ppm del extracto.

Concentracion (ppm) Porcentaje de hemdlisis
1000 32.65
800 20.68
600 18.69
400 14.13
200 6.17
100 5.74

Tabla IX.- Porcentaje de hemdlisis del tratamiento con el extracto etandlico de B. alicastrum.

Respectivamente.
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Porcentaje hemolitico del extracto de B. alicastrum.

1200

1000

800
600
400
200 I
0 i =

32.65% 20.68% 18.69% 14.13% 6.17% 5.74%

Porcentaje hemolisis

Concentracion (ppm)

Grafica 2.- Porcentaje de hemdlisis por concentracion de partes por millén del extracto etandlico

de B. alicastrum en sangre humana.
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7.- DISCUSION

Los resultados obtenidos al buscar un efecto hemolitico en los extractos han sido interpretados
basandonos en el criterio segln Mesdaghinia et al 2019, quien reporta que se puede considerar

ligeramente hemolitico cuando los resultados son entre 2- 5% y > 5% hemolitico.

En nuestro estudio, los resultados obtenidos de la evaluacion hemolitica demostraron que el
extracto de Illicium verum a la concentracion de 100 ppm presentd un 10.54% de hemolisis. Por
otro lado, los resultados obtenidos de hemolisis de Brosimum alicastrum a la concentracion
minima de 100 ppm produjo un 5.74% de hemolisis. Segin ASTM E2524- 08 (Standar Test
Method for Analysis of Hemolytic Properties of Nanoparticles) 2013, la hemdlisis > 5% indica
dafio a los gldbulos rojos. Siguiendo con el parametro mencionado anteriormente, podemos
observar similitud con los datos obtenidos en otro estudio, (Jonghoon y Vytas 2011) en el cual se
evalud el efecto hemolitico de particulas de plata del tamafio de una micra (Ag- MP and Ag- MP-
H) ocasiond menos del 12% de hemolisis incluso en altas concentraciones, a comparacion de
nuestros resultados respecto a B. alicastrum que incluso en concentraciones de 100 ppm no supera
el 5.74% de hemodlisis.

Se encontrd en otro estudio en el que se realizaron pruebas de toxicidad con el extracto metandlico
de Cymbopogon Citratus (Hernandez 2020), el cual encontraron datos favorables a la
concentracion de 600 ppm con un 13% de hemdlisis. A comparacion de nuestro estudio, I. verum
tiene efecto hemolitico incluso més bajo que C. citratus, y se debe tomar en cuenta el solvente en
el que fue suspendido I. verum el cual fue etanol. Por otro lado, con los estudios de toxicidad
donde evaluaron el extracto de C. citratus (Martinez 2000), determinaron que aun cuando presento
un 30% de hemolisis se consideraba con una baja toxicidad, ya que no presentaba dafio en humanos
y concluyeron que, de dicho extracto, la dosis méaxima para una persona de hasta 70 kg
representaria consumir 800 gr de la planta estudiada. Podemos comparar los bajos porcentajes de
hemdlisis que produjeron nuestros extractos, ya que incluso a 600ppm de ambos extractos, no

excedio ni siquiera el 20% de hemolisis.

En otro estudio, los autores evaluaron la actividad hemolitica de las hojas de P. curatellifolia frente
a eritrocitos de oveja, (Kundishora 2020) en su estudio consideran que los extractos de plantas se

consideran toxicos para los gldbulos rojos si el porcentaje de hemdlisis es superior al 30% segun
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los criterios del 1SO 10993-5 el cual indica que la reduccion de la viabilidad celular en mas del
30% se considera un efecto citotoxico. Encontraron que el extracto mas enriquecido en saponina
tuvo el mayor porcentaje de hemolisis del 12,2%, son similares a nuestro estudio, ya que, I. verum
tuvo un menor porcentaje de hemolisis (10.54%), y ambos contienen saponinas. Con esto podemos

interpretar el papel que tienen los componentes quimicos en cuanto al efecto hemolitico.

Es importante, al interpretar el efecto hemolitico que tuvo I. verum, recordar que dio resultado
positivo a la presencia de las saponinas, y debemos recordar que en revisiones bibliograficas se ha
demostrado el efecto que tiene este compuesto quimico sobre los globulos rojos, y es bien conocido
que puede ocasionar hemdlisis.
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8.- CONCLUSIONES.

Con los resultados obtenidos, se piensa, en un futuro, usar estos extractos como un complemento
local, especificamente para uso topico, en los tratamientos de padecimientos odontoldgicos, debido
a que la toxicidad presentada a los eritrocitos no estaria asociado a un tratamiento sistémico. Se
debe considerar dar seguimiento a evaluar la actividad antimicrobiana debajo de las 100 ppm en
ambos extractos, asi mismo, trabajar con bacterias de interés clinico para evaluar el efecto
antimicrobiano. Se considera realizar mas investigacion sobre B. alicastrum, ya que actualmente,
no hay suficiente literatura que hay investigado dicho material vegetal, y asi, poder conocer las
propiedades que puede poseer y evaluar si presenta actividad antimicrobiana, ya que resulté que

es menos hemolitico que I. verum.
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APENDICES.

Apéndice A

a)

Q)

Figura 13.- Microplaca, extracto etandlico de I. verum. (Anis estrellado). a) Se encuentran
ubicados los pozos que contienen el tratamiento (contienen el extracto etandlico correspondiente,
PBS y paquete globular); En el grupo 1 se aprecia un subtono rojo en las 3 repeticiones; en el
grupo 2 la primer repeticion se aprecia un subtono rojo potente a comparacién de las2 repeticiones
subsecuentes; el grupo 3 se aprecia la primer repeticién con un subtono ligeramente tenue a
comparacion de sus subsecuentes repeticiones; en el grupo 4 apreciamos se aprecia la primer
repeticién con un subtono ligeramente tenue a comparacion de sus subsecuentes repeticiones; en
el grupo 5 las primeras dos repeticiones tienen un subtono ligeramente tenue a comparacién de
la Gltima repeticion; el grupo 6 la primer repeticion potente a comparacion de las repeticiones
subsecuentes. b) Se ubican los grupos de control positivo u rojo (contienen paguete globular y
agua destilada). Podemos apreciar en ambas filas como se debe interpretar la hemélisis mediante
el color rojo intenso que presenta el contenido de los pozos. ¢) Se ubica los grupos del control

blanco u negativo (contiene PBS y el extracto etandlico correspondiente). En los grupos 1y 2, 3,

4,5, v 6 observamos el contenido de los pozos con apariencia cristalina.
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Apéndice B.

a)

()

Figura 14.- Microplaca, extracto etandlico de B. alicastrum. (Ramon). a) Se encuentran ubicados
los pozos que contienen el tratamiento (contienen el extracto etandlico correspondiente, PBS y
paquete globular); En el grupo 1 en la segunda repeticion se aprecia un tono rojo mas potente a
comparacion de la primera y tercera repeticion; en el grupo 2 la primer repeticion se aprecia un
tono rojo potente a comparacion de las 2 repeticiones subsecuentes; el grupo 3 se aprecia la primer
repeticion con un subtono ligeramente tenue a comparacion de sus subsecuentes repeticiones; en
el grupo 4 apreciamos la segunda repeticion con un tono rojo potente a comparacion de la primera
y tercera repeticion que el subtono es tenue; en el grupo 5 la segunda repeticién tiene un tono rojo
potente a comparacion de la primera y tercera repeticion; el grupo 6 la primer repeticién tiene un
tono rojo potente a comparacion de las repeticiones subsecuentes. b) Se ubican los grupos de
control positivo u rojo (contienen paquete globular y agua destilada). Podemos apreciar en ambas
filas cobmo se debe interpretar la hemolisis mediante el color rojo intenso que presenta el contenido
de los pozos. ¢) Se ubica los grupos del control blanco u negativo (contiene PBS vy el extracto
etanolico correspondiente). En los grupos 1 se observa que predomina un tono vede caracteristico
del color del extracto; en el grupo 2 v 3 observamos que el tono verde es mas tenue que el grupo
anterior; grupo 4 observamos ligeramente mas cristalino el contenido del extracto; grupo 5y 6 la

apariencia del extracto es cristalina.
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