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EFECTO DE EXTRACTOS ACUOSOS DE Phyllanthus sellowianus SOBRE LAS
PROPIEDADES VISCOELASTICAS DE GLOBULOS ROJOS HUMANOS: ACTIVIDAD
ANTIDIABETICA IN VITRO
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El Phyllanthus sellowianus Miill (Klotzch) Arg. es una planta nativa utilizada popularmente para el tratamiento de la
diabetes. Actualmente es de interés evaluar su actividad sobre las propiedades mecdnicas de los glébulos rojos humanos
a fin de elucidar su mecanismo de accién como antidiabético. Para ello se prepararon extractos acuosos por diversas
técnicas extractivas. Utilizando el Redmetro Eritrocitario se evalud el efecto in vitro sobre los pardmetros viscoeldsticos
de glébulos rojos humanos glicados, como ocurre por la hiperglucemia en la diabetes. Los resultados obtenidos sobre
el tratamiento con los extractos muestran que afectan la viscoelasticidad eritrocitaria y pueden revertir los efectos de la
glicacion.
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Phyllanthus sellowianus Miill (Klotzch) Arg. is a native plant used for diabetes treatment. It is currently of interest to
evaluate its activity on the mechanical properties of human red blood cells to elucidate its mechanism of action as an
antidiabetic. For this, aqueous extracts were prepared by various extractive techniques. Using the Erythrocyte Rheo-
meter, the in vitro effect on the viscoelastic parameters of glycated human red blood cells, as occurs by hyperglycemia
in diabetes, was evaluated. The results obtained from the treatment with the extracts show that they affect erythrocyte

viscoelasticity and can reverse the glycation effects.
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I. INTRODUCCION

El sarandi blanco (Phyllanthus sellowianus) es un arbus-
to hidréfilo de la familia de las filantaceas usado popular-
mente para el tratamiento de la diabetes. El uso de esta es-
pecie como apoyo al tratamiento de la diabetes figura en la
Farmacopea Argentina [1], siendo de interés actual el es-
tudio de su mecanismo de accién y su hemocompatibilidad
para futuros usos terapéuticos [2, 3]. La diabetes mellitus es
actualmente una de las principales amenazas para la salud
humana. Esta enfermedad se caracteriza por la hipergluce-
mia la cual produce la glicacién de los glébulos rojos, al-
terando sus propiedades mecdnicas y de agregacién [4, 5].
Estas alteraciones hemorreoldgicas inducen alteraciones en
la microcirculacién ocasionando complicaciones como por
ejemplo los accidentes cerebrovasculares, la ceguera y el
pie diabético.

La glicacién que ocurre en los glébulos rojos por efecto
de la hiperglucemia, puede ser satisfactoriamente modeliza-
da in vitro a través de diversos protocolos [6, 7].

El objetivo de este trabajo es estudiar las alteraciones de
los pardmetros viscoeldsticos de glébulos rojos humanos
glicados in vitro e incubados con extracto de hojas y corte-
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FIG. 1: Ejemplar de las hojas y flor de Phyllanthus sellowianus
recolectado en la ribera del rio Nogoyd, Entre Rios. Argentina.

za de Phyllanthus sellowianus obtenidos por distintos mé-
todos de extraccion (infusidn, cocimiento, digestién y ma-
ceracion).

II. MATERIALES Y METODOS

Recoleccion del material vegetal

Se recolectaron hojas y tallos de arboles de Phyllanthus
sellowianus en estado adulto (Fig. 1) en el sarandisal que se
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encuentra en la zona riberefia de Nogoya, en el parque Pa-
seo de Los Puentes, Ruta Nacional 12, la planta se encuen-
tra distribuida en la margen del rio Nogoy4, Entre Rios. La
recoleccion se realiz6 en la primavera (02/03/2019).

Extractos de Phyllanthus sellowianus

Se seleccionaron las hojas y lefio de Phyllanthus sello-
wianus recolectado, las cuales fueron secadas por método
natural y almacenadas en bolsas opacas de papel. Luego,
el material seco fue triturado para la preparacién de los ex-
tractos a una concentracion del 5% (Fig. 2). Para ello, se
suspendieron 3 g del material vegetal triturado en 57 mL de
solucién fisioldgica, para uso intravenoso (Laboratorio B.
Braun Medical S.A; pH 7,4 y 308 mOsm/L) a fin de que tu-
vieran el pH y la osmolaridad adecuadas para la incubacién
posterior con los GR humanos. Los extractos se obtuvieron
utilizando las siguientes técnicas extractivas:

Maceracion (M): El material vegetal se coloc6 en con-
tacto con el disolvente, dejando actuar durante 12 horas a
temperatura ambiente al abrigo de la luz.

Infusion (I): Se llevé el disolvente a ebullicién (100°C),
y se colocéd el material vegetal en contacto con €l hasta al-
canzar la temperatura ambiente.

Digestion (D): El material vegetal y el disolvente se colo-
caron en contacto dentro de un recipiente de vidrio. Luego,
el recipiente con su contenido fue colocado a Bafio Maria
hasta alcanzar la temperatura de 40°C, la cual fue manteni-
da durante 20 minutos.

Cocimiento (C): Se colocé el material vegetal en contac-
to con el disolvente y se llevé a 100°C durante 5 minutos.
Se agregd agua destilada a fin de compensar la pérdida por
evaporacién, y mantener el volumen y la osmolaridad cons-
tante.

Luego se procedié al proceso de filtracion de los extrac-
tos para eliminar impurezas de didmetros superiores a 0,2
um (Filtros Marca Acrodisc 25 mm), asi como también es-
terilizar las distintas soluciones obtenidas. El proceso de fil-
tracién se realizé en tubos estériles y bajo flujo laminar (o
mechero), adoptando las precauciones normales para traba-
jar en condiciones estériles.

Dado que los extractos presentaron caracteristicas dcidas
y osmolaridad fuera del rango [2] de las condiciones fisio-
l6gicas necesarias, se procedié a la correccién llevandolos
a pH 7.4 y 300 mOsm/L para que pudieran ser enfrentados
con glébulos rojos humanos.

Finalmente, las soluciones fueron fraccionadas, rotuladas
adecuadamente y almacenadas a 4°C.

Muestras de glébulos rojos humanos

Se utilizaron muestras de glébulos rojos (GR) de dadores
sanos (n = 3) obtenidas por puncién venosa y anticoagula-
das con EDTA-K3. La extraccidn y el procesamiento de las
muestras se realizaron bajo las normas de Bioseguridad e
Higiene de la FCByF (UNR) y con el cumplimiento de las
correspondientes reglamentaciones de Bioética de las ins-
tituciones involucradas (Res. N° 347/2013 de 18 de junio
de 2013). Los dadores eran adultos masculinos entre 25 y
35 afios de edad, no fumadores y que no consumian ningtn
tipo de medicacién. Las muestras fueron procesadas inme-
diatamente luego de la extraccion y las determinaciones se
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realizaron de acuerdo con las recomendaciones Internacio-
nales [1]. La sangre entera fue centrifugada a temperatura
ambiente, 5 minutos a 2000 rpm (centrifuga Parawall mo-
delo PWLI12T), para separar el plasma autélogo y eliminar
la capa leucoplaquetaria. Luego los GR fueron lavados dos
veces con solucion buffer fosfato (PBS, 7,4, 300 mOsm/L).

Obtencion de glébulos rojos glicados (GRg)

Una alicuota de los GR lavados fue incubada durante 2
horas en volumenes iguales con una solucién de glucosa
(dextrosa, C6H1206, Biopack, Lote: 16882015) al 0,4 g/dLL
en PBS a fin de simular in vitro la hiperglicemia que ocu-
rre en un paciente diabético (de 200 mg/dL), obteniendo
los glébulos rojos glicados (GRg). Otra alicuota de los GR
lavados fue incubada en las mismas condiciones solo con
PBS para ser utilizada como control. Luego, ambas mues-
tras fueron lavadas con PBS para el posterior tratamiento
con los extractos vegetales.

Incubacion de los GR y GRg con los extractos

Las muestras de GR (control) y los GRg fueron incuba-
das en volimenes iguales con cada extracto vegetal (M, I,
D y C) durante 1 hora con agitacién suave y controlada a
37°C. Luego, los eritrocitos control, los glicados y los tra-
tados con los extractos (GR+M, GR+D, GR+I, GR+C y
GRg, GRg+M, GRg+D, GRg+I, GRg+C) fueron lavados
con PBS y suspendidos en plasma aut6logo al 40 % para las
determinaciones reoldgicas.

FIG. 2: Material vegetal triturado y procedimiento de obtencion
del cocimiento.

Equipamiento y métodos

La evaluacién de las propiedades mecénicas de los glébu-
los rojos fue realizada utilizando el Reémetro Eritrocitario
por quintuplicado. El Redmetro Eritrocitario [8, 9] se ba-
sa en la técnica de difractometria laser, es un nuevo instru-
mento desarrollado en el Laboratorio del Grupo de Fisica
Biomédica del Instituto de Fisica Rosario (IFIR - CONI-
CET/UNR). Este instrumento en régimen estacionario reali-
za un ensayo de Carga o Creep, donde se registran los datos
luego de arrancar el motor, y un ensayo de Descarga o Rela-
jacién, donde se obtienen datos inmediatamente después de
detener el motor. A partir de las curvas de carga y descar-
ga obtenidas para cada muestra, se calculan los pardmetros
caracteristicos al régimen estacionario. Para ello, la curva
de descarga obtenida se ajusta a una curva de decaimien-
to exponencial obteniendo el tiempo de retardo o relajacién
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(t;). La parte inicial de la curva de carga se ajusta con una
funcion lineal, teniendo asi la pendiente, necesaria para cal-
cular el médulo eldstico (i) y la viscosidad superficial de
membrana (1,,). La tensién de corte es un dato del equi-
po, mientras que la deformacién maxima se determina de la
curva de carga. Conociendo el valor de la contante eldstica
es posible conocer el valor de la constante viscosa a través
del tiempo de relajacion, que se calcula por medio de la cur-
va de descarga. Por lo tanto, a partir de la sefial registrada
correspondiente a los glébulos rojos durante el proceso de
deformacion se determinan los siguientes parametros rela-
cionados con la capacidad de deformacion de los glébulos
rojos sometidos a una tensién de corte estacionaria [10]:

= indice de deformabilidad eritrocitario

(A1 —A3)

ID=——=
(A1 +A3)

ey

donde A; y A3 son las lecturas fotométricas tomadas a
lo largo de los ejes mayor y menor del patrén eliptico
de difraccidn.

= modulo elastico de la membrana

TS,
A A
(3 R)

donde 7 es la tension final a la que estdn sometidos los
glébulos rojos y Sy es la superficie inicial del eritrocito
en reposo.

= (@)

= viscosidad superficial de la membrana

Nns=Mu- Iy (3)

Siguiendo el protocolo establecido para el uso de este
instrumento, se determinaron los pardmetros viscoe-
l4sticos de los glébulos rojos controles, los glicados, y
los tratados con los distintos extractos.

Analisis estadistico

Las determinaciones fueron realizadas en cada muestra
por quintuplicado utilizando el Reémetro Eritrocitario. To-
dos los resultados fueron analizados estadisticamente me-
diante la prueba t de Student utilizando el software InfoSAT.
Se consideré que las diferencias eran significativas cuando
el p-valor de comparacién con el Control (correspondiente
a los glébulos rojos incubados solo con PBS) fue p <0.05.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se presentan los valores medios =+ los des-
vios estandares de los pardmetros viscoeldsticos de los glé-
bulos rojos glicados (GRg) simulando el efecto que produce
la hiperglucemia en la diabetes, e incubados con las distin-
tas soluciones extractivas.

Los resultados de la Tabla 1 no mostraron diferencias sig-
nificativas con respecto al control en el indice de deformabi-
lidad ni en el médulo eldstico de la membrana de los glébu-
los rojos para ninguna de las muestras tratadas. Los valores
de la viscosidad superficial de membrana de las muestras de

TABLA 1: Pardmetros viscoeldsticos estacionarios de los globulos
rojos glicados tratados con Phyllanthus sellowianus.

M K

ID 10~ 'N.s/m 107°N/m
Control | 0,62+0,02 1,8+0,2 4,840,3
GRg 0,63+£0,02 | 2,4+0,2%+ 4,740,3
GRg+M | 0,64+0,01 1,840,4 4,7+0,1
GRg+D | 0,60+0,02 | 2,1+0,2° 4,840,5
GRg+l | 0,614£0,02 | 1,6+0,2" 4,840,5
GRg+C | 0,62+0,02 2,1+0,3 4,840,5

*P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001

glébulos rojos glicados (valor indicado en rojo en la Tabla
1) fueron significativamente superiores al control (p <0,01).
En cambio, las muestras de glébulos rojos glicados y tra-
tadas con los extractos de Phyllanthus sellowianus presen-
taron valores de viscosidad superficial de membrana mads
cercanos al control, especialmente la muestra de glébulos
rojos glicados incubada con el extracto de maceracién pre-
sentd el mismo valor del control (valor indicado en verde en
la Tabla 1).

IV. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que el
tratamiento in vitro con los extractos de Phyllanthus sello-
wianus revertirian los efectos de la glicacién sobre la vis-
coelasticidad eritrocitaria en situaciones similares a la de la
hiperglucemia que ocurre en la diabetes. Por lo tanto, este
estudio brindaria informacién de gran importancia para la
comprension de los mecanismos de accién por los cuales el
Phyllanthus sellowianus, o sus componentes quimicos, son
utilizados como antidiabéticos en fitomedicina.
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