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Resumen

Introduccién: E/ género Hibiscus pertenece a la familia Malvaceae y
estd compuesto por plantas herbdceas o arbustos que poseen flores solita-
rias, axila foliar y segmento del epiciliz lineares. Entre las numerosas espe-
cies del género Hibiscus la especie mds conocida y estudiada es Hibiscus
sabdarifta conocida como flor de Jamaica la cual se ha evidenciado que
tiene una potente actividad antioxidante. Objetivos: En la investigacion
se planted como objetivo caracterizar y comparar la concentracion de meta-
bolitos biactivos y su actividad antioxidante, hemolitica y antihemolitica
de extractos acuosos de cinco especies del género Hibiscus. Materiales y
métodos: los extractos se prepararon a partir de cdlices de H. sabdariffa
y pétalos deshidratados de las especies H. arnotiannus, H. cannabinus,
H. mutabilis, H. rosa-sinensis. Para la actividad antioxidante se empled el
método de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), inbibicion de la oxidacién
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de las LDL colesterol y una suspension de glébulos rojos. Resultados: Las
especies H. sabdariffa y H. cannabinus presentaron la mayor concentra-
cion de compuestos fendlicos y redujeron de manera significativa el DPPH.
Asi mismo se evidencid en los extractos puros de dichas especies que poseen
una alta actividad hemolitica. Por otro lado las especies que exhibieron
mejor actividad antibemolitica frente a perdxido fueron H. sabdariffa e
H. cannabinus mientras que H. arnotiannus ¢ H. mutabilis sus extractos
puros inhibieron significativamente el efecto hemolitico del carbonato de
calcio. Conclusiones: los hallazgos permiten concluir que la actividad
antioxidante, hemolitica y antihemolitica en estas especies se incrementa
conforme aumenta el contenido de metabolitos bioactivos.

Palabras clave: fitoquimica, hemdlisis, cdlices, pétalos.
Abstract

Introduction: 7he Hibiscus genus belongs to the Malvaceae family and is
composed of herbaceous plants or shrubs that have solitary flowers, a linear
leaf axil and segment of the epicalyx. Among the numerous species of the
Hibiscus genus, the best known and studied species is Hibiscus sabdariffa,
known as Jamaica flower, which has been shown to have powerful antioxi-
dant activity. Objectives: The objective of the research was to characterize
and compare the concentration of biactive metabolites and their antioxi-
dant, hemolytic and antihemolytic activity of aqueous extracts of five species
of the genus Hibiscus. Materials and methods: the extracts were prepared
from calyxes of H. sabdariffa and dehydrated petals of the species H. arno-
tiannus, H. cannabinus, H. mutabilis, H. rosa-sinensis. For antioxidant
activity, the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method was used, inbi-
bition of the oxidation of LDL cholesterol and a suspension of red blood
cells. Results: The species H. sabdariffa and H. cannabinus presented the
highest concentration of phenolic compounds and significantly reduced
DPPH. Likewise, it is evident in the pure extracts of these species that they
have a high hemolytic activity. On the other hand, the species that exhibited
the best antihemolytic activity against peroxide were H. sabdariffa and
H. cannabinus, while H. arnotiannus and H. mutabilis, their pure
extracts significantly inhibited the hemolytic effect of calcium carbonate.
Conclusions: the findings allow us to conclude thar the antioxidant,
hemolytic and antihemolytic activity in these species increases as the content
of bioactive metabolites.

Keywords: phytochemistry, hemolysis, calyxes, petals.



PRIMER ANALISIS COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD
F. J. Pacaeco CoeLLo ANTIOXIDANTE, HEMOLITICA Y ANTIHEMOLITICA 11
DE EXTRACTOS ACUOSOS

Introduccién

El uso de practicas complementarias para la preservacién de la salud, es
tan antiguo como la aparicién de la especie humana, ya que, desde el prin-
cipio de la civilizacién, se han constituido como parte fundamental de
las précticas de atencién familiar y comunitaria. Entre las distintas pric-
ticas complementarias, destaca el uso de plantas medicinales que siempre
ha ocupado un lugar destacado para la preservacién de la salud (Heisler
et al., 2015). Las plantas medicinales como alternativa terapéutica, ha
sido reconocido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), quien
las define como toda especie vegetal en la que el todo o una parte, estd
dotada de actividad farmacolégica. Sin embargo, es necesario transmitir
a la sociedad la idea, de que a pesar de que todo fitopreparado empleado
con fines terapéuticos (preventivo, curativo, sintomdtico) puede ser un
medicamento, es imperativo exigir el cumplimiento de los parimetros
propios de los mismos tales como calidad, seguridad y eficacia (Navarro,
2000).

En la actualidad el auge que ha alcanzado el uso de plantas con fines
terapéuticos es alto, actualmente existen aproximadamente 20.000
productos de hierbas medicinales en el mercado a nivel mundial. En
la mayoria de los paises, las hierbas son introducidas al mercado sin
la evaluacién toxicolégica y de seguridad correspondiente (Sdnchez
et al., 2019). Este uso indiscriminado de las plantas medicinales se ha
visto incrementado con la aparicién de la pandemia por SARS-CoV-2
(Covid-19), donde se evidencié un aumento en el consumo de las infu-
siones de plantas durante el primer trimestre de la misma (Gonzilez
et al., 2020).

Entre los géneros de plantas que han sido estudiados se encuentra
el género Hibiscus spp., perteneciente a la familia de las Malvaceae,
donde se agrupan arbustos o drboles, y en menor frecuencia hierbas.
Las plantas de este género presentan un alto contenido de fibra dieté-
tica, proteinas, minerales, vitaminas y una elevada capacidad antioxi-
dante atribuido a los compuestos fendlicos (flavonoides y antocianinas),
cuyas concentraciones varian, debido probablemente, a las diferentes
variedades de plantas, condiciones genéticas, ambientales, ecolégicas
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y de cosecha (Sdyago-Ayerdi y Goni, 2010; Botero, 2017). La especie
H. sabdariffa ha sido objeto de algunos estudios para determinar dife-
rentes actividades biolégicas como la actividad hemolitica que es una
prueba de gran utilidad en los ensayos que evaldan el paso de los
firmacos a través de la membrana celular e interacttian con la hemog-
lobina (Falcén ez al., 2015). De igual manera, se han realizado deter-
minaciones de la actividad antihemolitica a través de la inhibicién de
la hemdlisis oxidativa, para medir el porcentaje de inhibicién del dafio
de las membranas de los eritrocitos inducido por los radicales libres,
emulando procesos que ocurren en las células humanas (Takebayashi
et al., 2010).

Por tales razones es recomendable realizar estudios a otras especies que
también se encuentran de las cuales se desconocen o se tiene poca infor-
macién de su potencial bilégico. En tal sentido en el presente estudio
se planted caracterizar y comparar la antioxidante, hemolitica y antihe-
molitica de los extractos acuosos de cinco especies del género Hibiscus
(Hibiscus sabdariffa, Hibiscus rosa-sinensis, Hibiscus arnottianus, Hibiscus
cannabinus e Hibiscus mutabilis).

Materiales y métodos

Tipo de investigacién

La presente investigacién fue llevada a cabo bajo la modalidad descrip-
tiva-experimental. En primer lugar, se determiné la concentracién de
compuestos fendlicos totales (CFT), flavonoides totales (FT) y antocia-
ninas que posee el material vegetal de las cinco especies en estudio, H.
sabdariffa, H. rosasinensis, H. arnottianus, H. cannabinus e H. mutabilis.
Partiendo de la concentracién de CFT obtenida, se procedié a preparar
cinco concentraciones (diluciones seriadas) de los extractos acuosos de
las cinco especies del género Hibiscus antes sefialadas (variable inde-
pendiente) para proceder a determinar su efecto sobre una suspensién
de glébulos rojos (variable dependiente), a fin de evaluar la actividad
antioxidante por métodos quimicos y bioldgicos, y por otro lado deter-
minar la actividad hemolitica y antihemolitica que ejercen los extractos
sobre la suspensién.
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Material vegetal

El material vegetal estuvo constituido por los pétalos de cuatro espe-
cies del género Hibiscus y los célices de H. sabdariffa. La recolecciéon
se realizé a partir de los arbustos de las especies H. sabdariffa, H. rosa-
sinensis, H. arnottianus, H. cannabinusy H. mutabilis, y también de célices
deshidratados de H. sabdariffa, los cuales fueron secados y almacenados
a temperatura ambiente, con escasa aireacién y bajo sombra, para evitar
la accién del oxigeno, la luz, la temperatura y microorganismos; factores
que podrian transformar los compuestos originales en artefactos (Hoste-
ttmann, 2008). Posteriormente, fueron procesados en el Laboratorio de

Metales Pesados de la Universidad de Carabobo Sede Aragua.

Preparacién de extractos acuosos

Una vez obtenidos los pétalos totalmente deshidratados de las especies
de Hibiscus en estudio, se procedié a triturarlos manualmente usando
una bola molino, hasta obtener un tamafo de particula menor a 1 mm.
Posteriormente, se pesaron 2,5 g del material vegetal, se colocaron en un
vaso de precipitado con 250 mL de agua destilada y se llevaron a una
plancha de calentamiento a 150 °C hasta su ebullicién. Luego, se dejé
enfriar a temperatura ambiente, y se procedié a filtrar utilizando papel
de filtro Whatman ndmero 4 (Pacheco ez al., 2020).

Preparacién de suspensién de eritrocitos

Para llevar a cabo la separacién de células sanguineas humanas, se
procedié a la extraccién de 5 mL de sangre de la vena del antebrazo de
un donante. La muestra fue colocada en un tubo con el anticoagulante
etilendiaminotetraacético (EDTA). El proceso para la separacién de los
eritrocitos comenzé con la centrifugacién de la sangre por 5 minutos a
1500 rpm (rotor Beckman® JA-20), a temperatura ambiente; se mani-
pulo con sumo cuidado, para evitar riesgo de hemdlisis. Se descarté
el plasma y luego se tomé 1 mL del paquete celular, se dividié en dos
alicuotas de 500 pL (A y B) que se lavaron con 600 pL de solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) para descartar el resto del plasma.
Se resuspendieron en PBS glucosilado para luego ser centrifugados a
1500 rpm por 12 minutos (Goyal ez al., 2012). La suspensién final de
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eritrocitos se utilizé para los ensayos de evaluacién de actividad hemo-
litica y antihemolitica.

Determinaciéon de compuestos fendlicos totales (Método colorimé-
trico de Folin-Ciocalteu)

La determinacién de compuestos fendlicos totales se realizé mediante el
Método colorimétrico de Folin-Ciocalteu en el material vegetal de las
especies de Hibiscus en estudio. Para ello, se procedié a mezclar 50 pL
de cada uno de los extractos acuosos con 125 pL del reactivo de Folin
y 400 pL de carbonato de sodio al 7,1% (m/v), completindose con
agua destilada hasta 1 mL. Este procedimiento se realizé por quin-
tuplicado. Por consiguiente, se prepararon cinco patrones a concen-
traciones de 50, 100,150, 200 y 250 pg/mL, a partir de una solucién
patrén madre de dcido gélico con 500 pg/mL. La lectura se realizé en
un espectrofotémetro a 760 nm, expresindose los resultados como mg

de 4cido gdlico equivalente en 100g de material vegetal (Peluso y Sera-
fini, 2017).

Determinacién de los flavonoides (Método colorimétrico)

Para la determinacién de flavonoides mediante el método colorimétrico,
se procedié segin lo establecido por Marinova ez al. (2005). En primer
lugar, se mezclaron 100 pL del extracto acuoso con 30 pL de NaNO, al
5% (m/v), 30 uL de AICIL, 10% (m/v), 200 pL de NaOH 1 M; ajustando
con agua destilada hasta un volumen final de 1 mL. Posteriormente, se
realizé la lectura a 510 nm y se compard con la curva patrén usando
como estandar catequina. Los resultados se expresaron como equivalente
de catequina en mg/g de material vegetal.

Determinacion de las Antocianinas

La determinacién de Antocianinas se emplea con 1 ml de cada extracto
y se anadi6é a 5 ml agua destilada a una temperatura de 50 0C. Poste-
riormente una vez alcanzada la temperatura ambiente se le anadié 1 ml
de solucién de cloruro férrico al 0,1%. De acuerdo al aspecto de color
verde pardusco o coloracién azul negro confirma la presencia de anto-
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cianinas valor que se expresa en forma de cruses (EL-Farmawi D ez al.,
2013).

Determinacién de la actividad antioxidante por el método DPPH

Para la actividad antioxidante se empleé el método del radical libre
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (Sigma Aldrich Co®) con una solu-
cién 100 pM de DPPH en metanol al 80%, la cual permite observar
una disminucién de la absorbancia, debido a la cesién de un dtomo de
hidrégeno por parte de los compuestos antioxidantes presentes en los
extractos. En una cubeta de vidrio se colocé 100 pL de extracto acuoso
y 2,9 mL de DPPH. La absorbancia fue monitoreada cada 5 min por
30 min a una longitud de onda de 515 nm. La absorbancia de referencia
(A,) se obtuvo al sustituir el volumen de extracto por metanol al 80%. El
porcentaje de reduccién de DPPH se obtuvo de la expresién: DPPH (%) =
(A, - An) 100 / A, donde A, y An serdn las absorbancias de referencia
y de la muestra, respectivamente. Se empleé una solucién patrén dcido
ascorbico (vitamina C) (Pacheco-Coello ez a/., 2020).

Ensayo de inhibicién de la oxidacién de las LDLc

Para este ensayo se empled plasma, el cual se transfirié a un tubo falcon
estéril de 15 mL y se adiciond el reactivo precipitante (dcido fosfotings-
tico 500 mM vy cloruro de magnesio 500 mM) en relacién 2:1 v/v con
el plasma obtenido. El reactivo precipitante y el plasma se agitaron
durante 2 min en vértex y, posteriormente, se centrifugaron a 3000
rpm a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante obtenido (LDL) este se
con buffer de fosfatos 10 mM y 0,16 M de NaCl, pH 7,4 hasta 100 mL.
Seguidamente se llevé a cabo la oxidacién de las LDL que consistié
en tomar 115 pL de solucién de LDL, 100 pL de extracto acuoso con
buffer de fosfatos, 235 pL de buffer de fosfatos salino y 50 pL. de CuSO,
100 uM, el cual actiia como oxidante de las LDL. La mezcla se agit6 en
vortex durante 2 min y luego se incub6 a 37 °C en agitacién durante
8 h. Para detener la oxidacién las muestras fueron transferidas por una
columna de Sephadex G-50, tomando 550 pL del eluido y 500 pL
de 4cido tricloroacético (ATA) 25 % p/v. Posteriormente, se adicio-
naron 500 pL de dcido tiobarbittrico 1 % p/v. Se agité nuevamente en
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vértex durante 1 min y se incubé a 95 °C por 1 h en oscuridad. Luego,
se dejo enfriar durante 1 h, en oscuridad a temperatura ambiente
(25 °C) y se centrifugd a 5000 rpm durante 5 min. Se realizé una curva
de calibracién del método de sustancias reactivas al dcido tiobarbitii-
rico (TBARS) y se utilizé como estdndar 1,1,3,3-tetrametoxipropano
(TMP) en concentraciones de 0,5 a 10 pM. Se midieron las absorban-
cias de las muestra, patrones, control (paciente sin hiperlipidemia) y
los resultados se expresaron como pg TMP/100 g de MV (Ruiz ez al.,
2006; Da-Costa-Rocha ez al., 2014)

Evaluacién de la actividad hemolitica

Para la evaluacién de la actividad hemolitica de los extractos acuosos, se
utiliz6 con el extracto puro y con concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25,
30 mg de dcido gilico (fenol)/ml. Se tomé un volumen de 500 pL de
suspensién de glébulos rojos y se incubé con 500 pL de la combinacién
del extracto puro y de cada concentracién por 5 min a 37 °C; después
de este tratamiento, se centrifugé 8.000 rpm durante 12 minutos y el
sobrenadante fue usado para medir la hemoglobina libre a una longitud
de onda 540 nm, empleando el equipo de absorcién molecular Génesis
20 (ThermoScientific). Se empled un control de hemdlisis (=100%) y no
hemdlisis (=0%), usando H,O, al 3% y solucién salina al 95% (NaCl)
(Pacheco-Coello et al., 2021).

Evaluacién de actividad antihemolitica en presencia de peréxido de
hidrégeno (H,0,)

Para la evaluacién de la actividad antihemolitica de los extractos
acuosos, se utilizdé con el extracto puro y con concentraciones de 5,
10, 15, 20, 25, 30 mg de 4cido gélico (fenol)/mL. Del extracto puro
y de cada una de las diferentes concentraciones, se tomé 1 mL y se
combiné con ImL de H,O, al 3%, incubdndose durante 5 minutos
a 37 °C. Posteriormente, un volumen de 200 pL de suspension de
glébulos rojos se incubd con 800 pL de la combinacién del extracto
y el H,O,, durante 5 minutos a 37 °C; después de este tratamiento,
se centrifugd a 8.000 rpm durante 12 minutos y el sobrenadante fue
usado para medir la hemoglobina libre a una longitud de onda 540 nm,



PRIMER ANALISIS COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD
F. J. Pacueco CoELLO ANTIOXIDANTE, HEMOLITICA Y ANTIHEMOLITICA 17
DE EXTRACTOS ACUOSOS

empleando el equipo de absorcién molecular Génesis 20 (ThermoS-
cientific). Se emple6 un control de hemdlisis (=100%) y no hemolisis
(=0%), usando H,O, al 3% y solucién salina al 95% (NaCl) (Pache-
co-Coello et al., 2021).

Evaluacién de actividad antihemolitica en presencia de carbonato

de calcio (CaCO,)

Se procedi6 segin lo descrito en el punto anterior, pero combinando el
extracto puro con las diluciones de 1 mL de CaCO3 al 5%, incub4dndose
por 5 minutos a 37 °C. Se tomd, un volumen de 200 pL de suspension
de glébulos rojos se incub6 con 800 pL de la combinacién del extracto
yel CaCO,, durante 5 minutos a 37 °C; después de este procedimiento,
se centrifugé a 8.000 rpm durante 12 minutos y el sobrenadante fue
usado para medir la hemoglobina libre a una longitud de onda 540 nm,
empleando el equipo de absorcién molecular Génesis 20 (ThermoScien-
tific). Se empled un control de hemdlisis (,100%) y no hemolisis (=0%),
usando CaCO, al 5% y solucién salina al 95% (NaCl) (Pacheco-Coello
et al., 2021).

Analisis de datos

Las determinaciones de compuestos fenélicos totales y flavonoides
se realizaron por triplicado, expresindose como medias + desviacién
estdndar. Referente a la actividad antihemolitica, se aplicé un andlisis
de varianza de dos vias con interaccién (ANOVA), usando el programa
Statistix 9.0 para Windows. El intervalo de confianza fue del 95% siendo
estadisticamente significativo si p<0,05.

Resultados

Concentracién de compuestos fendlicos totales, flavonoides e iden-
tificacién de antocianinas en los extractos de cinco especies del gé-
nero Hibiscus

La caracterizacién fitoquimica de los extractos determino que las espe-
cies H. cannabinus e H. sabdariffa fueron las que presentaron la mayor
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concentracién de biomoléculas, mientras que la especie H. arnottianus,
presenté el menor contenido de compuestos fendlicos totales y flavo-
noides totales, sin deteccién de antocianinas (tabla 1).

Tabla 1
Perfil fitoquimico de los extractos acuosos de cinco especies del género

Hibiscus

Especie CFT Fr Antocianinas
(mg/mL) (mg/mL)
H. cannabinus 210,2 + 0,98 167,8 + 1,42 4+
H. sabdariffa 160,02 + 1,43 110,21 £ 1,12 +++
H. rosa-sinensis 98,21 + 2,43 55,2 £ 0,12 +
H. mutabilis 65,09 + 1,17 39,43 + 0,23 +
H. arnottianus 26,21 £ 1,02 10 +£1,12 negativo

Nota: valores expresados como media y desviacién estdndar
Fuente: Investigacién 2023

Determinacién de la actividad antioxidante de los extractos acuosos
de cinco especies del género Hibiscus por el método del radical libre
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

En la figura 1, se observa que los extractos de H. sabdariffa y H. canna-
binus fueron los que presentaron el mayor porcentaje de reduccién de
DPPH, muy semejantes al control de dcido ascérbico (vitamina C). Asi
mismo el andlisis estadistico arrojo diferencia estadistica en la capacidad
de reduccién de estas tres especies respecto al control de no reduccién
(DPPH solo) Para los extractos de las otras especies, el porcentaje de
reduccion resultd ser el mds bajo, lo que se asocia a su bajo contenido en
compuestos antioxidantes.

Determinacién de la inhibicién de la oxidacién de las LDL colesterol

Respecto al efecto los estratos de inhibir la oxidacién de las LDL, se
observévé que los extractos H. sabdariffa e H. cannabinus fueron los que
mostraron una mayor capacidad de inhibir la oxidacién de las lipopro-
teinas con valores de p=0,012 y 0,009 (Figura 2).
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Figura 1

Efecto antioxidante de los extractos por el mérodo del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). H sabdafiffa p=0,028; H. cannabinus
p=0,014; H. rosa-sinensis p=0,041
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Figura 2
Efecto antioxidativo de las LDL, de los extractos acuoso de las cinco especies
de Hibiscus
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Determinacién de la actividad hemolitica de los extractos acuosos
de cinco especies del género Hibiscus

En la figura 3, se observa como los extractos acuosos de las especies
H. sabdariffa y H. cannabinus presentaron un porcentaje de hemdlisis
significativamente mayor frente a las otras especies en estudio, en el
orden del 70% de hemdlisis. Para los extractos de las otras tres espe-
cies, el porcentaje de hemdlisis estuvo por debajo del 20 %. El andlisis
estadistico arrojé que los porcentajes de las especies H. rosa-sinensis,
H. mutabilis, H. arnotitanus fueron estadisticamente diferentes respecto
al control de no hemélisis del cloruro de sodio (NaCl).

Figura 3
Actividad hemolitica de los extractos de cinco especies del género Hibiscus.H.
rosa-sinensis p=0,044; H. mutabilis p=0,037; H. arnotitanus p=0,032
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Evaluacién de la actividad antihemolitica en presencia de peréxido

de hidrégeno (H,0,)

Los ensayos de la evaluacién de la actividad antihemolitica de los extractos
arrojaron que las especies H. sabdariffa y H cannabinus presentaron una
mayor proteccién al emplearse diluidos 1/4 y 1/8, con diferencia estadis-
tica (**p<0,05) respecto al control de hemdlisis constituido por el H,O,.
Para las especies H. rosa-sinensis, el porcentaje de inhibicién estuvo alre-
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dedor del 60%, sin diferencia significativa (p>0,05). Referente a las espe-
cies H. mutabiulis y H. arnottianus, no se observé inhibicién significativa
de la hemdlisis (p>0,05) (figura 4). Asi mismo en la figura 5 se observa el
patrén de antihemdlisis para H. cannabinus.

Figura 4
Evaluacion de la actividad antibemolitica de los extractos en presencia de
H,0,. **H. sabdariffa p=0,018; **H. cannabinus p=0,015

H. rosa-sinensis

H. sabdariffa H. cannabinus

Hemolisis (%)
Hemolisis (%)
Hemolisis (%)

CHCE G\

& ;
FEF Y e
&

H. mutabilis H. arnottianus

100 NS 100 —_—
. | — —_
= 80 = 80
(]
B o0 7 o
o ©
g 40 e 40

Q

I 20 I 20

0 0= T

o o & & > @ oo O & & > @&
& & y"@ o\":\\ c\\;\ O\V’\\ & e"& O\J‘\ Q\v"\ o
& <&

Figura 5

Patron de antihemdlisis para H. cannabinus (a) Control de hemdlisis y no
hemélisis, (b) Extracto diluido 1/4 (c) Extracto diluido 1/8
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Evaluacién de la actividad antihemolitica de los extractos en presen-

cia de carbonato de calcio (CaCOs)

En relacién al efecto antihemolitico en presencia de CaCO,, se observé
un comportamiento semejante para las especies de H. sabdariffa y
H. cannabinus. Para H. rosa-sinensis hubo disminucién de la hemdlisis en
las dos dltimas diluciones del extracto. Las especies mutabiulis y arnot-
tianus resultaron ser las dos especies con el mejor comportamiento frente
al CaCO, observdndose hemolisis sélo en la dltima dilucién (Figura 6).

Por otra parte en la figura 7 se observa el patrén de antihemolitico de
H.mutabilis

Figura 6

Actividad antibemolitica de los extractos en presencia de carbonato de
calcio (CaCO,). H. sabdariffa dil % **p=0,017, dil 1/8 ***p=0,008;
H. cannabinus **p=0,014-0,013; H. rosa-sinensis **p=0,014-0,015;
H. mutabilis y H. armottianus valor de **p alrededor de 0,010.

100 H. sabdariffa 100 H. cannabinus 100 H. rosa-sinensis

Hemdlisis (%)
Hemdlisis (%)
Hemodlisis (%)

H. arnottianus H. mutabilis

Hemolisis (%)
Hemodlisis (%)
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Figura 7
Patron de antihemdlisis para H. mutabilis (a) Control de hemélisis y no
hemélisis. (b) Extracto madre. (c) Extracto diluido 1/2

—
|

Discusién

El interés de utilizar productos naturales es muy comin en la actualidad,
ya que la medicina tradicional ha permitido el descubrimiento de una
diversidad de firmacos, a partir del aislamiento de compuestos bioac-
tivos, que para la creencia popular son menos téxicos que las sustan-
cias sintéticas. Esa busqueda de nuevas alternativas impulsa a descubrir
si los materiales de origen natural pueden poseer una actividad biolé-
gica importante. Considerando que estas biomoléculas son la inspiracién
para futuros firmacos y que dentro del género Hibiscus, hay especies que
han sido muy poco abordadas o estudiadas. El presente estudio tuvo
como objetivo la caracterizacién fitoquimica y evaluacién antioxidante
por medio de métodos quimicos y bioldgicos de las especies H. sabda-
ritfa, H. rosa-sinensis , H. cannabinus , H. mutabilis e H. arnottianus.

En relacién al perfil fitoquimico, relizado en esta investigacion se observé
que la especie con mayor contenido de compuestos fenélicos, flavonoides
y presencia de antocianinas fue la especieH. cannabinus, mientras que
los estudios publicados por Reyes-Luengas ez a/. (2015) Riaz y Chopra,
(2018) y Pacheco et al., (2019), sefalan que la especie H. sabdariffaes la
que reporta la mayor cantidad de estas biomoléculas, y puede atribuirse
a diversos factores: la calidad del suelo, genética de la planta y variabi-
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lidad climdtica, por tal motivo no es posible determinar la dosis ingerida
de estos compuestos. Asi mismo Pascoal y ez al. (2014), reportaron que
los compuestos fenélicos como quercetina-3-glucésido, kaempferol-ram-
nésido, dcido neoclorogénico dcido clorogénico, quercetina-3-galacté-
sido son los compuestos mds representativos en las especies del género

Hibiscus.

En relacién con el método a aplicar para medir la actividad antioxidante
es fundamental la aplicacién de dos 0 mds métodos, bien sea quimicos
o biolégicos (Fu et al., 2011, Gan et al., 2017, Raba ez al., 2018, Pache-
co-Coello ez al., 2020). No obstantela evaluacién de la actividad antioxi-
dante de las cinco especies en estudio, s6lo fue realizada por el método
del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), con el cual fue
posible evidenciar que existe una relacién directa entre el contenido de
compuestos fenélicos y el gran nimero grupos oxidrilos sustituyentes
asi como del peso molecular de estos compuestos (figura 8) (Sogo ez al.,
2015; Williamson ez 4l., 2018).

Figura 8

Estructura quimica del flavonoide quercetina con sus grupos oxidrilos

OH
OH

HO o)

OH
OH O

Fuente: Toscano et al., 2014.

Otra actividad importante de estas biomoléculas presentes en este
extracto alcohdlico, es que pueden interactuar con las lipoproteinas
de baja densidad (LDL), generando a través de esta interaccién una


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6086632/
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modificacién en sus propiedades fisicoquimicas, como su tamafo,
densidad y carga eléctrica, las cuales pueden hacer que el LDL sea
menos propenso a oxidarse y formar placas en las arterias, reduciendo
asi el riesgo de enfermedades cardiovasculares. En los tltimos afnos
numerosos estudios han avalado los efectos potenciadores de la ingesta
de polifenoles sobre la salud, especialmente sobre el sistema cardiovas-
cular. Esto es importante, porque las enfermedades cardiovasculares
son la principal causa de muerte en el mundo. Los efectos de los poli-
fenoles son consecuencia de sus propiedades antioxidantes (Diaz ez al.,
2011; Leén et al., 2015).

Previo a la evaluacién del efecto antihemolitico de los extractos acuosos
de las cinco especies de Hibiscus, en estudio en presencia de perdxido
de hidrogeno (H,O,) y carbonato de calcio (CaCO,), se determiné
un porcentaje de hemdlisis de los extractos puros, en la cual se pudo
observar que al exponer la suspensién de glébulos rojos a los extractos
de H. sabdariffa e H. cannabinus, se obtuvo un porcentaje de hemdlisis
muy semejante al valor del control de 100% hemdlisis. Por otra parte,
las especies H. rosa-sinensis, H. mutabilis, H. arnottianus presentaron
porcentajes de hemdlisis inferiores al control con diferencia estadistica
significativa (p<0,05). El alto valor del porcentaje de hemdlisis observado
con los extractos de las especies H. sabdariffay H. cannabinus (figura 3),
puede ser atribuido al contenido de compuestos biactivos que originan
o crean un medio hiperosmético ocasionando ruptura de la membrana
celular, es decir, hemdlisis (Apak ez al., 2007; Anosike er al., 2018).
Resultados similares fueron reportados por Landaeta ez al., 2022, los
cuales evaluaron el efecto hemolitico, pero empleando extractos puros y
diluidos de las semillas de guayaba (Psidiumguajava) y guicimo (Guazi-
maulmifolia).

Para dar explicacién a la actividad antihemolitica de los extractos en
presencia de los xenobidticos anteriormente mencionados, es importante
destacar el papel que estos tienen a nivel intracelular. En la figura 9 se
detalla como los compuestos fendlicos presentes en los extractos son
capaces de estimular diversas enzimas como la stiper 6xido dismutasa,
catalasa y glutatién reductasa, es decir, su actividad estd mds asociada a
la estimulacién celular para la sintesis de estas enzimas y evitar dafios a la
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membrana por la inhibicién de la lipo-oxidacién (Riaz ez 4/., 2018, Kwak
et al., 2017;Pacheco et al., 2019).

Figura 9
Efecto de los compuestos fendlicos (CF), a nivel intracelular. Siper dxido
dismutasa (SDO), catalasa (CAT) y glutation redactasa (GR)

v
H20+ Oz ‘

Fuente: Pacheco-Coello et 2/ 2021.

En los resultados, obtenidos se observé que los extractos de menor
contenido en compuestos fendlicos (H. rosa - sinensis, H. mutabilis, H.
arnottianus), fueron los que mostraron una menor actividad antihemo-
litica en presencia del H,0,, esto pudiera atribuirse a la concentracién
de H,0, empleada en el estudio que reacciona en su totalidad con los
compuestos fendlicos, y el resto de H,O, causa hemdlisis. Esto permite
entonces comprender porque los extractos de H. sabdariffa 'y H. canna-
binus presentaron hemdlisis en las diluciones menores porque posible-
mente existan remanentes de biomoléculas sin reaccionar produciendo
un ambiente poco viable para el glébulo rojo , causando la hemdlisis del
mismo; mientras que en los extractos diluidos reaccionaron equitativa-
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mente las biomoléculas con el peréxido y fue donde se observé la mejor
actividad antihemolitica, este mismo comportamiento ocurrié con las
especies (H. Sabdariffa, H cannabinus e H. rosa sinensis) con respecto al
CaCOy; el efecto observado para las especies H. arnotiannus e H. muta-
bilis fue inverso. La hemdlisis se incrementa a medida que se diluye el
extracto originando la hemdlisis que se puede relacionar con un rema-
nente de CaCO,, sin reaccionar.

Lépez-Nahuatt ez 2/ .(2020) en su estudio “Actividad hemolitica, anti-
microbiana y antioxidante de extractos acuosos de célices de jamaica”
demostraron un mayor contenido en compuestos bioactivos y mayor
actividad antioxidante en los calices de Jamaica de regiones con condi-
ciones de suelo y clima controlados atribuyendo la baja actividad hemoli-
tica al mayor contenido de antocianinas monoméricas totales y la mayor
actividad antioxidante.

Otros autores, Durdn ez al., (2013) evaluaron el efecto citotdxico y antihe-
molitico de extractos metandlicos de corteza de guayaba verde y mango,
utilizando como modelo el eritrocito; demostrando deformabilidad en su
membrana, y a su vez, observando que el extracto de guayaba presento
mayor inhibicién hemolitica inducida por peréxido de hidrégeno, con
un porcentaje de muerte celular inferior al 20%, lo que en consecuencia
produjo que ambas cortezas presentaron una gran cantidad de polife-
noles con propiedades antioxidantes, demostrando inhibir la citotoxi-
cidad. Aunado a este estudio, se encuentra el trabajo de Pacheco-Coello
et al., (2021), donde evaluaron la actividad antihemolitica i vitro de
Camellia sinensis, reportando una inhibicién significativa de la hemdlisis
permitiendo concluir que la actividad antihemolitica, estd relacionado
con la presencia de moléculas capaces de reducir el estrés oxidativo.

Conclusiones

En esta investigacién se evidencio que los extractos de Hibiscus cannabinus
y Hibiscus sabdariffa tienen una mayor concentracién de compuestos
Fendlicos totales. Asi mismo fueron estos extractos los que presen-
taron un mayor potencial antioxidante por el método DPPH, lo que se
puede relacionar directamente con los altos contenidos de compuestos
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fenélicos, puesto que al ser comparado con las especies de Hibiscus arno-
tiannus e H. mutabilis que presentaron menor concentracion se observé
que estos producen una menor reduccién del DPPH.

Sin embargo, cuando se evalué la actividad hemolitica fueron las espe-
cies Hibiscus arnotiannus ¢ H. mutabilis las que causaron un mayor
porcentaje de Hemolisis en la suspensién de glébulos rojos, mientras
que las especie Hibiscus arnotiannus y Hibiscus mutabilis represen-
taron las especies que causaron un menor porcentaje de Hemolisis. Por
otro lado, al evaluar la actividad antihemolitica fue evidente cuando
se evalud el xenobioticés Peréxido de Hidrégeno que las especies que
presentaron una mayor actividad antihemolitica fueron H. sabdariffa
y H. cannabinus, en relacién al Carbonato de Calcio se observé una
mayor actividad antihemolitica para H. arnotiannusy H. mutabilis. Esto
se relaciona directamente con la concentracién de biomoléculas con las
biomoléculas, presentes y el remanente de los xenobioticés. Siendo de
gran aporte estos hallazgos especialmente para la H. sabdariffa que es la
mds consumida mundialmente.

Referencias Bibliograficas

Anosike, C.A., Igboegwu, O.N. y Nwodo, O.F.C. (2018). Antioxidant
properties and membrane stabilization effects of methanol extract
of Mucunapruriens leaves on normal and sickle erythrocytes.
Journal of Traditional and Complementary Medicine, 1-7. https://
doi.org/10.1016/j.jtcme.2017.08.002

Apak, R., Giiglii, K., Demirata, B., Ozyﬁrek, M., Esin-Celik, S., Berk-
tasoglu, B., y e al. (2007). Comparative evaluation of various
total antioxidant capacity assays applied to phenolic compounds
with the CUPRAC assay. Molecules,12, 1496-1547. https://doi.
org/10.15446/rcciquifa.v48n3.84956

Botero, M. (2017). Micropropagacion de tres especies del género Hibis-
cus[Versiéon completa en linea] Trabajo de pregrado para optar
al titulo de Licenciada en Biologia no publicado, Universidad
Central de Venezuela de Caracas. Disponible: http://hdl.handle.
net/10872/15728[Abril-27-2017].


https://doi.org/10.1016/j.jtcme.2017.08.002
https://doi.org/10.1016/j.jtcme.2017.08.002
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v48n3.84956
https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v48n3.84956
http://hdl.handle.net/10872/15728[Abril-27-2017]
http://hdl.handle.net/10872/15728[Abril-27-2017]

PRIMER ANALISIS COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD
F. J. Pacaeco CoeLLo ANTIOXIDANTE, HEMOLITICA Y ANTIHEMOLITICA 29
DE EXTRACTOS ACUOSOS

Da-Costa-Rocha I, Bonnlaender B, Sievers H, Pischel I, Heinrich M.
Hibiscus sabdariffa L. A phytochemical and pharmacological
review. Food Chem. 2014;165:424-43.

Diaz Garcia, A., Rodriguez Sdnchez, H., & Scull Lizama, R. (2011).
Citotoxicidad de extractos de plantas medicinales sobre la linea
celular de carcinoma de pulmén humano A549. Revista cubana
de farmacia, 45(1), 101-108. http://scielo.sld.cu/scielo.php?scrip-
t=sci_arttext&pid=S0034-75152011000100011

Durdn, M., Montero, P. y Marrugo, Y. (2013). Extractos metanélicos
de corteza de guayaba (Psidiumguajava L.) y mango (Mangifera
indica L.): efecto citotéxico, antihemolitico y en la morfologia de
membrana de eritrocitos. Revista U.D.C.A Actualidad & Divulga-
cion Cientifica, 16(2), 327-334.

EL-Farmawi D., Olama Z., y Holail H. (2013). The Antibacterial effect
of Some Natural Bioactive Materials against Klebsiella pneumo-
niae and MRSA. International Journal of Current Microbiology and
Applied Sciences, 3(3), 576-588.

Falcén, L. J., Alonso-Geli, M. Y., Alonso-Moreno, M. Y., E., &Lucam-
bio-Miré, E. L. (2015). Characterization of osmotic fragility
of human erythrocytes in chronic haemolytic anemia. Revista
Cubana De Quimica, 27(2), 110-118. Retrieved from https://
cubanaquimica.uo.edu.cu/index.php/cq/article/view/250

Fu, L., Xu, Bt., Xu, Xr., Gan, Ry, Zhang, Y., Xia, Eq., Li, Hb. (2011).
Antioxidant capacities and total phenolic contents of 62 fruits.
Food Chem. 129(1), 345-350.

Gan, Ry, Li, Hb., Gunaratne, A., Sui, Zq., Corke, H. (2017). Effects
of fermented edible seeds and theirproducts on human health:
Bioactivecomponents and bioactivities. Food Sci, 16(29).489-531.
https://doi.org/10.31910/rudca.v16.n2.2013.904

Gonzilez, F., Torres, L., Romero, L., Pogyo, G., Sarmiento, M. y Abad,
N. (2020). La medicina Herbaria como prevencién y tratamiento
frente al Covid 19. REVISTA AVFT 'archivos Venezolanos de
Jarmacologia y terapéutica, 39(8), 948-953. https://doi.org/10.5281/
zenodo.4543573.


http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-75152011000100011
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-75152011000100011
https://cubanaquimica.uo.edu.cu/index.php/cq/article/view/250
https://cubanaquimica.uo.edu.cu/index.php/cq/article/view/250
https://doi.org/10.31910/rudca.v16.n2.2013.904
https://doi.org/10.5281/zenodo.4543573
https://doi.org/10.5281/zenodo.4543573

30 Ciencia, Ambiente y Clima, Vol. 6, No. 2, julio-diciembre, 2023 * Articulos originales

Goyal, M., Singh, P., Alam, A., Das, S., Igbal, M., Dey, S. y ez al.
(2012). Los arilarilmetiltioarenos previenen la malaria multirre-
sistente en ratones al promover el estrés oxidativo en los pardsitos.
Biologia y Medicina de Radicales Libres, 53, 129-142. https://doi.
org/10.1016/j.freeradbiomed.2012.04.028.

Heisler, E., Budé, M., Schimith, M., Badke, M., Ceolin, S. y Heck,
R. (2015).Uso de plantas medicinales en el cuidado de la salud:
la produccién cientifica de tesis y disertaciones de enfermeria
brasilena. Revista electronica Trimestral de enfermeria "Enfermeria
Global”, 14(3), 390-403.

Hostettmann, K. (2008). Manual de estrategias para el aislamiento de
productos naturales bioactivos. Bogotd-Colombia: Convenio Andrés
Bello.

Kwak, H., Ji, S., Eong, Y. (2017). The effect of air flowin coffee roasting
for antioxidant activity andtotal polyphenol content. Food Control,
71(19), 210-216.

Landaeta, E., Mendoza, A., Pacheco, F., Ojeda, L.(2022). Efecto hemo-
litico de extractos de guayaba y gudcimo. Revista Ciencia, Clima y
Ambiente. 5(2), 45-55.

Le6n, M., Surumay, Y., Marquina-Chidsey, G., & Arias, D. (2015). Desa-
rrollo de un producto cosmético utilizando un pigmento natural
extraido de la fruta Syzygium cumini (L) Skeels. (pesjua). Revista
De La Facultad De Ingenieria, 30(1), 131-136. http://ve.scielo.org/
scielo.php?script=sci_arttext&pid=50798-40652015000100013

Lépez-Nahuatt, G., Sumaya-Martinez, M. T., Jiménez-Ruiz, E. I,
Sinchez-Herrera, L. M., Bautista-Rosales, P. U., Medina-Carrillo,
R. E., Guzmdn-Ceferino, ]. (2020) Hemolytic, antimicrobial
and antioxidant activity of aqueous extracts of calyx from roselle.
Revista BioCiencias, 7,(1),1-20.

Marinova, D., Ribarova, F. y Atanassova, M. (2005). Fendlicos totales y
flavonoides totales en frutas y verduras bulgaras. Revista de Tecno-
logia Quimica y Metalurgia, 40(3), 255-60.

Navarro, M. (2000). Uso racional de las plantas medicinales.Revista
Pharmaceuticalcare Espania, 2(1), 9-19.


https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2012.04.028
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2012.04.028
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0798-40652015000100013
http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0798-40652015000100013

PRIMER ANALISIS COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD
F. J. Pacaeco CoeLLo ANTIOXIDANTE, HEMOLITICA Y ANTIHEMOLITICA 31
DE EXTRACTOS ACUOSOS

Pacheco, F., Pinto, I., Ramirez, D., Peraza, M. y Orosco, C. (2020).
Compuestos bioactios y evaluacién de la actividad antioxidante
de célices y hojas de Hibiscussabdariffa Linn. Bioscientia, 3(5),
12-18.

Pacheco-Coello, F., Pinto-Catari, I, Ramirez-Azuaje, D., Oros-
co-Vargas, C. y Peraza-Marrero, M. (2021). Evaluacién in vitro de
la actividad antihemolitica de extractos acuosos (Camelliasinensis,
Hibiscussabdariffalinn), bajo un diseno factorial 2x5. Ciencia y
salud, 5(1), 5-10.

Pacheco-Coello, F., Ramirez-Azuaje, D., Pinto-Catari, 1., Peraza-Ma-
rrero, M. y Orosco-Vargas, C. (2019). Comparacién de compuestos
fendlicos totales en cdlices de Hibiscussabdariffa L. de Venezuela.
Revista Colombiana de Ciencias Quimico Farmacéuticas, 521-257.

Pascola, D., Del Pinto, E., Gonzalez, F., Alvarez, D. (2014). Actividad
biolégica de los extractos naturales. VITAE, 81(2), 10-19.

Peluso, 1. y Serafini, M. (2017). Antioxidantes del té negro y verde: de la
modulacién dietética del estrés oxidativo a los mecanismos farma-
colégicos. Revista Farmacoldgica Br ], 174(11), 1195-208.

Raba, Dn., Chambre, Dr., Copolovici, Dm., Moldovan, C., Copolovici,
Lo. (2018). The influence of high-temperature heating on compo-
sition and thermo-oxidative stability of the oil extracted from
Arabica coffee beans. PLoS ONE, 13(17), 1-9.

Reyes-Luengas, Alberto, Salinas-Moreno, Yolanda, Ovando-Cruz,
Manuel E., Arteaga-Garibay, Ramén 1., & Martinez-Pena,
Marcos D.. (2015). Andlisis de 4cidos fendlicos y actividad
antioxidante de extractos acuosos de variedades de jamaica
(Hibiscus sabdariffa L.) con cdlices de colores diversos. Agro-
ciencia, 49(3), 277-290. Recuperado en 18 de diciembre de 2023,
de  http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=
$1405-31952015000300004&Ing=es&tlng=es.

Riaz G, Chopra R. (2018). A review on phytochemistry and therapeutic
uses of Hibiscus sabdariffa L. Biomed Pharmacother, 102, 575-586.
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.03.023.


http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1405-31952015000300004&lng=es&tlng=es
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1405-31952015000300004&lng=es&tlng=es
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.03.023

32 Ciencia, Ambiente y Clima, Vol. 6, No. 2, julio-diciembre, 2023 * Articulos originales

Ruiz F, Giacopini M, Landaeta M. Bosch V. (2006) Susceptibilidad a
la oxidacién de las lipoproteinas de baja y muy baja densidad de
plasma en escolares. Ana Vene Nutri. 19(1):1-7, 15.

Sanchez, J., Villalba, A., Acufa, A., Penner, L., Penner, D., Gimenéz, M.
y et al. (2019). Intoxicaciones por plantas en el Centro Nacional de
Toxicologia durante el periodo 2011 - 2017. Asuncién, Paraguay.
Revista Virtual de la Sociedad Paraguaya de Medicina Interna, 6(2),
11-20. https://doi.org/10.18004/rvspmi/2312-3893/2019.06.02.11-
020.

Séyago-Ayerdi, S. y Goni, 1. (2010). Hibiscussabdariffa L: Fuente de
fibra antioxidante. Archivos Latinoamericanos de Nutricién, 60(1),
79-84.

Sogo T., Terahara N., Hisanaga A., Kumamoto T., Yamashiro T., Wu S.
y et al. (2015). Anti-inflammatory activity and molecular mecha-
nism of delphinid in 3-sambubioside, a Hibiscus anthocyanin.
BioFactors, 41, 58—05.

Takebayashi, J., Chen, J. y Tai, A. (2010). Un método para la evaluacién
de la actividad antioxidante basado en la inhibicién de la hemé-
lisis de eritrocitos inducida por radicales libres. En: Armstrong,
D. (eds) Protocolos Avanzados en Estrés Oxidativo 11. Métodos en
Biologia Molecular, 594(1), 287-296.

Toscano Guerra., Emily Inocente Camones., Miguel Loja., Berta
Mishti., Oscar Guiop., Euler Garrido. (2014). Cuantificacién de
flavonoides en una bebida mixta de quinua, kaniwa y kiwicha.
ResearchGate.

Williamson G., Kay C.D., Crozier A. (2018). The Bioavailability, Trans-
port, and Bioactivity of Dietary Flavonoids: A Review from a
Historical Perspective. Compr. Rev. FoodSci. FoodSaf, 17, 1054—
1112. heeps://doi.org/10.1111/1541-4337.12351.


https://doi.org/10.18004/rvspmi/2312-3893/2019.06.02.11-020
https://doi.org/10.18004/rvspmi/2312-3893/2019.06.02.11-020
https://doi.org/10.1111/1541-4337.12351

	Primer análisis comparativo de la actividad antioxidante, hemolítica y antihemolítica de extractos
	Resumen
	Introducción
	Materiales y métodos 
	Tipo de investigación 
	Material vegetal 
	Preparación de extractos acuosos 
	Preparación de suspensión de eritrocitos 
	Determinación de compuestos fenólicos totales (Método colorimétrico de Folin-Ciocalteu) 
	Determinación de los flavonoides (Método colorimétrico) 
	Determinación de las Antocianinas 
	Determinación de la actividad antioxidante por el método DPPH 
	Ensayo de inhibición de la oxidación de las LDLc 
	Evaluación de la actividad hemolítica 
	Evaluación de actividad antihemolítica en presencia de peróxido de hidrógeno (H2O2) 
	Evaluación de actividad antihemolítica en presencia de carbonato de calcio (CaCO3) 
	Análisis de datos 

	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias Bibliográficas 


