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Actividad hemolitica de 22 extractos de plantas del Caribe colombiano
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ABSTRACT

Medicinal plants and herbs from the Colombian Caribbean have historically been used as primary sources for the
treatment and prevention of various diseases due to their pharmacological properties /Y. However, the
toxicological safety of plant extracts has not always received adequate attention. A fundamental aspect for
determining the safety of medicinal plant use is the evaluation of their hemolytic activity, which consists of
analyzing the ability of these extracts to damage or rupture human erythrocyte membranes />%/. This is essential
to protect health, prevent risks such as hemolytic anemia and kidney damage, and comply with national and
international regulatory standards. In this sense, the present study focuses on evaluating the toxicological potential
of 22 plant extracts used for medicinal purposes in the municipality of San Juan de Nepomuceno, Bolivar.

The plants were chosen with the help of an ethnobotanical survey applied in the population above. Aerial organs
and roots were collected and processed fresh in 50 mL of acidified solvent (MeOH/water acidified with HCI,
40:60% v/v), blended for 5 minutes, and then centrifuged at 4°C for 10 minutes at 7000 rpm. 3.2 mL of the
obtained methanolic extracts were neutralized and dried in a vacuum centrifugal concentrator at 1250 rpm. The
dry extracts were weighed and reconstituted in DMSO. The different extracts were diluted to 1000 and 100 ppm
with 0.9% w/v saline solution.

In parallel, a B+ blood sample was obtained from a healthy donor, which was washed with saline solution and
lymphopep to prepare a culture of normal red blood cells (RBCs) with a hematocrit of 4% in saline solution /477,
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In a 96-well microplate, 100 pL of red blood cells were seeded in triplicate with 100 puL of each dilution of the
extracts. Likewise, a hydrolysis curve was prepared with distilled water as a hemolytic agent. The microplates
were incubated at 37°C for 48 hours /5%,

After the time elapsed, the absorbance of the supernatants was read, and the concentration of released hemoglobin
was determined at 540 nm, with a hemoglobin absorptivity coefficient value of 1.4x10°' L mol' cm'!. The
hemolytic capacity of the extracts was determined by comparison with the results obtained in the hydrolysis curve
and expressed in terms of percentage. Of the 22 extracts evaluated, those obtained from the leaves of
Chamaecostus cuspidatus, Cordyline fruticosa, and Erythroxylum coca produced hemolysis percentages of
62.49%, 13.61%, and 13.33%, respectively, and were considered cytotoxic due to producing a hemolytic effect
greater than 10%.

The results obtained in this work allow the identification of plant extracts with cytotoxic potential and others that
show low or no hemolytic activity. The viability of these extracts suggests a possible application in biological
assays in human blood, such as the search for antimalarial compounds.
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RESUMEN

Las plantas y hierbas medicinales del Caribe colombiano han sido empleadas historicamente como fuentes
primarias para el tratamiento y prevencion de diversas enfermedades debido a sus propiedades farmacologicas /.
No obstante, la seguridad toxicoldgica de los extractos vegetales no siempre ha recibido la atencion adecuada. Un
aspecto fundamental para determinar la seguridad en el uso de plantas medicinales es la evaluacion de su actividad
hemolitica, que consiste en analizar la capacidad de estos extractos para dafiar o romper las membranas de los
eritrocitos humanos />%/. Es fundamental para proteger la salud, prevenir riesgos como la anemia hemolitica y el
dafio renal, y cumplir con los estdndares regulatorios nacionales e internacionales. En ese sentido, el presente
estudio se centra en la evaluacion del potencial toxicologico de 22 extractos de plantas empleados con fines
medicinales en el municipio de San Juan de Nepomuceno, Bolivar.

Las plantas fueron escogidas con ayuda de una encuesta etnobotanica aplicada en la mencionada poblacion.
Organos aéreos y raices fueron recolectados y procesados en fresco en 50 mL de solvente acidulado (MeOH/ agua
acidulada con HCI, 40:60%vV/v), se licuaron por 5 min y luego fueron centrifugados a 4 °C por 10 min a 7000
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rpm. 3,2 mL de los extractos metanodlicos obtenidos se neutralizaron y se llevaron a sequedad en un concentrador
centrifugo de vacio a 1250 rpm. Los extractos secos, fueron pesados y reconstituidos en DMSO. Con ayuda de
solucion salina al 0.9%p/v se diluyeron los distintos extractos a 1000 y 100 ppm.

Paralelamente se obtuvo una muestra de sangre tipo B+ de un donante sano, la cual se lavé con solucion salina y
lymphopep para preparar un cultivo de gloébulos rojos normales (GRN) con un hematocrito del 4% en solucion
salina /4%,

En una microplaca de 96 pozos se sembraron por triplicado 100 uL de gldbulos rojos con 100 puL de cada dilucion
de los extractos. Asimismo, se elabor6d una curva de hidrolisis con agua destilada como agente hemolitico. Las
microplacas se incubaron a 37 °C por 48 h 59/,

Una vez transcurrido el tiempo, se leyo la absorbancia de los sobrenadantes y se determiné la concentracion de
hemoglobina liberada a 540 nm, con valor del coeficiente de absortividad de la hemoglobina: 1,4x10°' L mol !
cm - !, La capacidad hemolitica de los extractos se determin6 por comparacion con los resultados obtenidos en la
curva de hidrolisis y se expres6 en términos de porcentaje.

De los 22 extractos evaluados, aquellos obtenido de las hojas de Chamaecostus cuspidatus, Cordyline fruticosa
y Erythroxylum coca produjeron un porcentaje de hemolisis del 62,49%, 13,61% y 13,33%, respectivamente, por
lo que fueron considerados citotdxicos al producir un efecto hemolitico superior al 10%, a las concentraciones
ensayadas.

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten identificar extractos vegetales con potencial citotoxico y otras
que presentan una actividad hemolitica baja o nula. La viabilidad de estos extractos sugiere una posible aplicacion
en ensayos bioldgicos en sangre humana, como la busqueda de compuestos antimalaricos.

Palabras clave:
Planta, Extractos, Hemolisis, Citotoxicidad, Eritrocitos.
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