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RESUMEN

En la costa caribe, los frutos verdes se consumen con alta 
frecuencia y, en este proceso, los comerciantes de estos pro-
ductos eliminan las cortezas como productos de desechos, 
las cuales, podrían ser aprovechadas en la industria alimen-
taria y en la mejora del medio ambiente. El objetivo de este 
estudio fue determinar alteraciones en las membranas bio-
lógicas utilizando, como modelo, el eritrocito, la actividad 
antihemolitica inducida por peróxido de hidrógeno y defor-
mabilidad de la membrana, causada por diferentes concen-
traciones (200, 100, 50 y 20µg/mL) de los extractos metanóli-
cos total, de cada una de las cortezas de las frutas evaluadas. 
La citotoxicidad fue realizada utilizando la exclusión de azul 
de tripano en mononucleares de sangre periférica. La activi-
dad antihemolítica, se determinó por espectrofotometría, a 
una longitud de onda de 520nm, la deformabilidad fue rea-
lizada por conteo de eritrocitos morfológicamente alterados, 
específicamente, las formas equinociticas. Los extractos de 
cortezas de mango y guayaba no fueron citotóxicos a las 
concentraciones evaluadas, mostraron viabilidad celular su-
perior a 80%. Inhibieron la hemólisis en presencia de H2O2, 
el extracto de guayaba a 100µg/mL registró la mayor inhi-
bición de hemólisis inducida. Los mayores porcentajes de 
alteración morfológica, se observaron cuando los eritrocitos 
se expusieron a concentraciones de 100 y 200µg/Ml; en el 
extracto de corteza de guayaba, la concentración de 200µg/

mL mostró 47% de equinocitos, mientras que el extracto de 
mango, a 200µg/mL, mostró 90% de equinocitos. 

Palabras clave: Membrana eritrocitaria, extractos, estrés oxi-
dativo, citotoxicidad.

SUMMARY
In the Caribbean coast green fruits are consumed at high 
frequency and in this process the traders of these products 
remove the crusts as waste products, which could be exploited 
in the food industry and in environmental improvement. 
The objective of this study was to determine alterations in 
biological membranes using as a model the erythrocyte, the 
antihemolytic activity induced by hydrogen peroxide, and the 
membrane deformability caused by different concentrations 
(200, 100, 50 and 20ug/mL) of the total methanol extracts of 
crusts of the tested fruits. The cytotoxicity was performed using 
the trypan blue exclusion in mononuclear of peripheral blood. 
Antihemolytic activity was determined by spectrophotometry 
at a wavelength of 520nm, the deformability was made by 
counting erythrocytes morphologically altered specifically 
equinocyte forms. Extracts of mango and guava crusts were 
not cytotoxic at the tested concentrations; they showed cell 
viability higher than 80%. They inhibited the hemolysis in the 
presence of H2O2, the guava extract at 100μg/mL recorded the 
greatest inhibition of induced hemolysis. Higher percentages 
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of morphological changes were observed when erythrocytes 
were exposed to concentrations of 100 and 200μg/mL. In 
extract of guava crust the concentration was 200μg/mL, it 
showed 47% of echinocyte, whereas mango extract 200μg/
mL showed 90% of echinocyte.

Key words: Erythrocyte membrane, extracts, oxidative stress, 
cytotoxicity.

INTRODUCCIÓN
Los radicales libres son moléculas que, en su estructura, pre-
sentan un electrón desapareado o impar, dándole una confi-
guración que genera alta inestabilidad, altamente reactivos, 
de corta vida y capacidad de combinarse con biomoléculas 
integrantes de la estructura celular (Rodríguez et al. 2001).

Los radicales libres son producto del metabolismo celular 
y son inactivados por mecanismos enzimáticos y de atra-
pamiento; la exposición de la materia viva sometida a un 
desequilibrio entre sustancia pro-oxidantes y mecanismos 
antioxidantes, se conoce como estrés o daño oxidativo (Ve-
nereo, 2002). La generación de radicales libres están rela-
cionados con muchas enfermedades, de las que no escapan 
las hematológicas, como la anemia de células falciforme y 
otras hemoglobinopatías (Grinberg et al. 1997). Las plantas, 
entre ellas las productoras de frutas, tienen gran importan-
cia, debido al contenido de polifenoles, flavonoides taninos 
y catequinas, con propiedad antioxidante, gracias a su capa-
cidad de atrapar radicales libres; varios estudios de extractos 
y pulpas de frutas han reportado actividad antioxidante (Guo 
et al. 2003; Almeida et al. 2011; Okonogi et al. 2007); sin 
embargo, existe poca información del potencial antioxidante 
presente en cortezas de frutas, a menudo consideradas pro-
ductos de desecho, debido a su falta de aplicación comercial 
(Soong & Barlow, 2004).

Colombia es uno de los países con la más grande variedad 
de frutas, a nivel mundial. Esto es debido a la diversidad geo-
gráfica, diferentes clases de suelos y climas, cuenta al me-
nos con 51.220 especies de plantas y flores, al menos 150 
tipos de frutas son originarias de Colombia y más de 50 son 
aclimatadas, procedentes de África, Asia, Eurasia y Australia 
(Contreras-Calderón et al. 2011). 

Las frutas contienen una gran cantidad de nutrientes, como 
son vitaminas, minerales, fibra dietaría, compuestos fitofenó-
licos Flavonas, ácido fenólico, cuyos compuestos ayudan a 
la protección contra las enfermedades degenerativas, como 
cáncer, enfermedades cardiovasculares, propiedades atribui-
das a su alto contenido de diversos antioxidantes (Kaur & 
Kapoor, 2001).

Además de nutrientes, las frutas poseen pigmentos y sus-

tancias reguladoras del crecimiento y protectores naturales 
frente a fitopatógenos (Koike et al. 2003). El material de 
desecho de las frutas está constituido, principalment,e por 
cáscaras, por semillas y por membranas capilares, a partir de 
los cuales, se pueden elaborar harinas, pectina cítrica, acei-
tes esenciales, pigmentos y productos especiales, así como 
también la extracción de compuestos bioactivos, que tienen 
efectos benéficos sobre la salud, tales como la fibra y los 
polifenoles, en especial, los flavonoides (Rincón et al. 2005).
 
En condiciones normales, cuando los eritrocitos son some-
tidos a estrés oxidativo, el hierro puede ser liberado de la 
hemoglobina y unirse a metabolitos intracelulares y compo-
nentes de la membrana; estos compuestos de hierro pueden 
reaccionar con oxígeno y generar radicales hidroxilos (OH) y, 
en consecuencia, oxidar lípidos de las membranas (peroxida-
ción lipídica) (Suwalsky et al. 2008).

Los eritrocitos (RBC) son un modelo celular utilizado en la 
investigación de daño oxidativo en las biomembranas (Ugar-
tondo et al. 2006). Fosfolípidos, proteínas transmembrana 
y colesterol, en combinación con una red de proteínas del 
citoesqueleto, son responsables de la integridad de la mem-
brana del eritrocito (Smith, 1987). Entre las proteínas que 
hacen parte del citoesqueleto, se encuentra la espectrina 
y sus funciones están la regulación, la deformabilidad y la 
estabilidad de la membrana eritrocitaria (Mohandas et al. 
1983). El eritrocito normal tiene forma bicóncava, ausencia 
de núcleo y un reducido metabolismo; la alteración de la 
forma básica, se traduce en disminución de sus funciones 
primordiales, lo que puede significar trastornos graves en el 
organismo humano. La principal alteración corresponde al 
equinocito, los cuales, son eritrocitos esféricos con espícu-
las, que son vesículas lipídicas que protruyen desde la mem-
brana (Carrillo-Esper et al. 2012).

La protección que las frutas y los vegetales pueden brindar 
contra las enfermedades degenerativas, como cáncer y en-
fermedades cardiovascular, ha sido atribuida a su alto con-
tenido de compuestos antioxidantes (Gardner et al. 2000; 
Sun et al. 2002). Los compuestos antioxidantes de origen 
natural, entre ellos compuestos polifenólicos, incrementan 
la resistencia de los eritrocitos al estrés oxidativo (Ajila & 
Prasada, 2008). Los extractos de mango han mostrado pro-
tección contra cáncer de próstata en modelos in vivo e in 
vitro (Prasad et al. 2007). Los extracto de corteza de mango 
también inhibieron el ciclo celular en fase G0/G1 de células 
HL‐60 (Percival et al. 2006). De otra parte, un estudio in 
vitro realizado en fibroblastos de Hámster línea B14 mues-
tran correlación con daño y reparación del DNA (Labieniec 
& Gabryelak, 2005), por lo tanto, se hace necesario realizar 
estudios de genotoxicidad en estos subproductos, para de-
mostrar propiedades benéficas, que se pudieran utilizar para 
el consumo humano.
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MATERIALES Y MÉTODOS
Obtención del extracto. Los frutos verdes, se obtuvieron de 
plantaciones locales del municipio de Turbaco (Bolívar); las 
frutas recolectadas se guardaron en bolsas plásticas para su 
traslado al laboratorio, las cuales, se guardaron en refrigera-
ción a 4ºC, hasta su procesamiento. Posteriormente, fueron 
lavados con agua destilada estéril y secados con papel ab-
sorbente; luego, se procedió a quitar las cortezas de mane-
ra manual. Estas fueron desecadas a 60oC, por 72 horas; 
luego de este tratamiento fueron molidas; de este material, 
se tomó 100g y se adicionó 200mL de metanol, se dejó en 
reposo 24 horas, a temperatura ambiente. Después de este 
tiempo fue filtrada y concentrada a presión reducida, obte-
niéndose una suspensión acuosa de color pardo, que cons-
tituyó el extracto metanólico total EMT (Gaitán et al. 2006).

Obtención de Mononucleares de sangre periférica. La sangre 
fue obtenida de voluntarios sanos no fumadores y recogida 
en tubos con heparina, previo consentimiento informado, 
procedimiento avalado por el comité de ética de la Univer-
sidad de Cartagena; los linfocitos, se aislaron con método 
estándar por centrifugación en gradiente de densidad sobre 
ficoll histopaque (Histopaque-1077 sigma); luego de separa-
dos fueron lavados dos veces, con PBS y resuspendidos en 
el mismo buffer con glucosa 5mM y llevados a una suspen-
sión de 106/mL (Martínez et al. 2007). Estas se dispensaron 
en placas de 96 pocillos por triplicado, a razón de 100µL por 
pocillo. 

Actividad citotóxica in vitro: Fue evaluado por el método de 
exclusión de azul de tripano; las células anteriormente dis-
pensadas fueron adicionada de 100µL de los extractos a las 
concentraciones de 20, 40, 100µg/mL, que se incubaron por 
24 horas, a 37oC; después de este tiempo fueron tratadas 
con colorante azul de tripano 0,4%; luego, se realizó el con-
teo del número de células teñidas en función del total de 
500 células, observadas con objetivo de 40X, esto permitió 
calcular el porcentaje de supervivencia (Strober, 2001; Sla-
meñová et al. 2009). El porcentaje de viabilidad, se evaluó 
según (Martínez et al. 2007):

% Viabilidad = (# de células teñidas/Total de células conta-
das) x 100 

Preparación de la suspensión de eritrocitos: Lo eritrocitos 
humanos de sangre periférica humana heparinizada, se 
obtuvieron de individuos sanos, previo consentimiento 
informado, mediante gradiente de densidades con Ficoll-
Hipaque (Hystopaque-1077 SIGMA), por centrifugación a 
1500rpm, por 5 min, a temperatura ambiente; se recogieron 
con sumo cuidado, para evitar riesgo de hemólisis, los 
cuales, se resuspendieron en PBS glucosado y centrifugados 
a 1600 rpm, por 10 minutos (Pinell et al. 2009).

Actividad hemolítica: La inhibición de la hemólisis inducida 
por H2O2 fue evaluado, según el método de Grinberg et al. 
(1997). Una suspensión de 10µL conteniendo 1 x 105 eri-
trocitos/mL se incubaron en presencia de los extractos de 
mango y de guayaba, a la concentración de 100µg/mL e 
incubados 37ºC, en agitación constante, por 30 minutos, en 
presencia de H2O2 5% (v/v); después de este tratamiento, se 
centrifugó a 10.000 rpm por 10 minutos y el sobrenadante 
fue usado para medir la hemoglobina liberada. Un blanco de 
100% de hemólisis fue usado (1x105 eritrocitos tratado con 
H2O2). El porcentaje de liberación de hemoglobina fue deter-
minado a una longitud de onda 540nm (Goyal et al. 2012).

Morfologia eritrocitaria: La determinación de la alteración 
morfológica fue llevada a cabo por microscopia óptica: los 
eritrocitos fueron separados del plasma y lavados cuatro ve-
ces, con buffer fosfato salino (PBS), a pH 7,3 y suspendidos 
en la misma solución, a un hematocrito del 2%, pero con-
teniendo de 10 - 200µg/mL de los extractos de corteza de 
mango y de guayaba; estos se mantuvieron 1 hora, a 37oC; 
después de este tratamiento, los eritrocitos fueron fijados 
con una solución de glutaraldehido al 0,2% y observadas 
en microscopio óptico, marca Leyca. Se realizó un recuento 
de las formas básicas equinocitos y estomatocitos en una 
población de 500 células. Las observaciones se realizaron 
microscópicamente, con objetivo 100 X (Bonarska-Kujawa 
et al. 2010).

Diseño estadístico: El diseño experimental utilizado en esta 
investigación fue un diseño factorial 2 x 4 (8 tratamientos), 
con tres repeticiones. Los factores fueron el tipo de fruta o 
extracto con dos niveles (guayaba y mango) y la concentra-
ción en µg/mL, con cuatros niveles (20, 50, 100 y 200µg/
mL). Las variables respuesta fueron la citotoxicidad, defor-
mabilidad y actividad antihemolitica; cada muestra se analizó 
por triplicado. Los resultados son mostrados como la media 
± desviación estándar (EE). Las diferencias entre las con-
centraciones de los extractos analizados fueron evaluadas 
mediante el test de ANOVA y se usó la prueba t-student, para 
el análisis post-varianza. Para todos los análisis el criterio de 
significancia fue establecido a p < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
En la figura 1, se observa que la viabilidad, mostrada por los 
extractos de corteza de guayaba y de mango mostró porcen-
taje de viabilidad superior al 80% a las concentraciones de 50 
y 20μg/mL. Las cortezas de mango mostraron un porcentaje 
de inhibición de viabilidad en mononucleares de 75, 85, 90 
y 95, a las concentraciones de 200, 100, 50 y 20µg/mL. La 
viabilidad en mononucleares mostrada por los extractos de 
cortezas de guayaba verde fue de 85, 90 y 95%, a las concen-
traciones de 200, 100, 50 y 20µg/mL.
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En la figura 2, los extractos mostraron inhibición de hemó-
lisis en los eritrocitos inducida por H2O2,  observándose que 
los extractos de corteza de guayaba inhibieron la inducción 
de hemólisis en una proporción de 54,6; 55; 62; 37,7% a 
las concentraciones de 20, 50, 100, y 200µg/mL, respecti-
vamente, mientras que los extractos de corteza de mango 
verde mostraron porcentajes de inhibición hemólisis 52, 35, 
36 y 20%, a las concentraciones de 20, 50, 100 y 200µg/mL, 
respectivamente.

Las concentraciones de extractos de cortezas mango y gua-
yaba verdes inhibieron la hemólisis inducida por H2O2, a con-
centraciones comprendidas entre 20-200µg/mL, expuestas 
durante 30 minutos; la menor hemólisis fue de 48% mostra-
da por la corteza de mango, a concentración de 20µg/mL, 
mientras que el extracto de la corteza de guayaba mostró el 
mismo porcentaje de inhibición de la hemólisis, inducida a 
las concentraciones de 20 y 40µg/mL, la cual, fue del 45%. 
La menor inhibición de la hemólisis fue mostrada por el ex-
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Figura 1. Citotoxicidad de los extractos de corteza de mango y de guayaba a las 24 horas de exposición. Los resultados son 
presentados como la media más o menos la desviación estándar de tres experimentos independientes. p 0,34 no hubo sig-
nificancia estadística entre los extractos evaluados.
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Figura 2. Inhibición de hemólisis en presencia de peróxido de hidrógeno a las diferentes concentraciones de los extractos de 
las cortezas evaluadas. Los resultados son presentados como la media más o menos la desviación estándar de tres experi-
mentos independientes. p 0,41 no hubo significancia estadística entre los extractos evaluados.
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tracto de la corteza de guayaba a la concentración de 100µg/
mL, correspondiente a una inhibición del 63%; sin embar-
go, el extracto de corteza de guayaba a 100µg/mL mostró el 
menor porcentaje; la comparación de estas concentraciones 
mostró una p de 0,49, lo cual, indica que no hubo diferen-
cias estadística significativas. 

Un estudio realizado en guayabas mostró un porcentaje 
de polifenoles, comprendido entre 2 - 8% (Jiménez-Escrig 
et al. 2001). Ajila & Prasada (2008) encontraron polifeno-
les, antocianinas y carotenoides en los extractos de corteza, 
compuestos que han mostrado actividad antioxidante. La 
propiedad antioxidante, se relaciona con la protección de 
membranas celulares, ya que inhibirían la interacción de los 
componentes estructurales tipo fosfolípidos inhibiendo su 
oxidación y protegiendo la misma de daños causados por 
compuestos oxidantes (García Bacallao et al. 2001).

Se ha establecido que compuestos fenólico abundante en 
los extractos vegetales es un antioxidante efectivo; a una 
concentración de 1,2 x 10-5 M e inhibió cerca del 80% de la 
formación de peróxido, en un sistema de prueba con ácido 
linoleico (Chávez et al. 2013). Soong & Barlow (2004) de-
mostraron que las cáscaras verdes de mango eran ricas en 
polifenoles (Chen & Yen, 2007; Wang et al. 2012).

La deformabilidad eritrocitaria, evidenciada por la formación 
de equinocitos en presencia de los extractos de las cortezas 
de mango y de guayaba verdes, a concentración de 200µg/
mL, la menor deformabilidad fue observada a concentración 
de 50μg/mL en ambos extractos (Figura 3).

Los extractos de guayaba mostraron 15, 15, 32 y 47% de 
equinocitos, a las concentraciones de 20, 50, 100 y 200µg/
mL, respectivamente. Mientras que el extracto de mango 
mostró porcentajes 25 – 95, a las concentraciones evalua-
das (Figura 3).

Con respecto a los cambios observados, a nivel de la mem-
brana del eritrocito, la forma predominante mostrada en 
este estudio fue el equinocito presentado en ambos extrac-
tos (Figura 3). Se sugiere que esta alteración es debida a 
cambios en el pH. En estudios previos fue demostrado que 
pH altos conducen a un cambio de forma discoide normal a 
equinocitos, mientras que pH bajos inducen cambios hacia 
estomatocitos (Gedde et al. 1997). Los resultados obtenidos 
en esta investigación están de acuerdo con el estudio reali-
zado por Gedde et al. (1997). El porcentaje de equinocitos 
observados para el extracto de guayaba fue menor del 15%, 
a las concentraciones de 20 y 50µg/mL, mientras que para 
las concentraciones mayores, el porcentaje de equinocitos 
no superó el 50%.

La alteración morfológica observada con el extracto de man-
go fue similar a la presentada por el extracto de guayaba; el 
porcentaje de equinocitos fue inferior a las concentraciones 
de 20 y 50µg/mL, mientras que las concentraciones de 100 y 
200µg/mL mostraron porcentajes de equinocitos, superiores 
al 50%, pero no alcanzan el 70%. La mayor alteración fue ob-
servada a concentración de 200µg/mL, mientras que el me-
nor porcentaje de alteración fue mostrado a concentración 
de 50μg/mL, en ambos extractos. Algunas sustancias exó-
genas, tipo detergentes anionicos, benceno, dodecilsulfato 

Figura 3. Porcentaje de equinocitos presentada en eritrocitos tratados con los extractos de corteza de mango y de guayaba. 
Los resultados son presentados como la media más o menos la desviación estándar de tres experimentos independientes. p 
0,17 no hubo significancia estadística entre los extractos evaluados. 
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de sodio, inducen alteraciones morfológicas (equinocitos) in 
vivo en eritrocitos maduros de peces, a concentraciones de 
1,5-3pmm en bagres (Zeni et al. 2002).

Los eritrocitos pueden cambiar su forma normal a la forma 
de equinocitos o estomatocitos, lo cual, depende de factores 
citoplasmáticos, entre ellos el pH (Gedde et al. 1997). Las 
altas concentraciones de flavonoides hallados en frutas man-
go (García Bacallao et al. 2001), hojas de guayaba (Rodrí-
guez et al. 2013) , granada (Castro et al. 1996). Flavonoides 
obtenidos de maqui (Aristotelia chilensis) con propiedades 
antioxidantes son inductores de equinocitos (Suwalsky et al. 
2008).

El mayor número de equinocitos se presentó a las mayo-
res concentraciones de 100 y 200µg/mL, de los extractos 
metanólico total de la corteza de mango y guayaba (Figura 
3). Guayaba y mango son frutas tropicales populares en el 
mundo y el mango se encuentra clasificado en la lista de 
súper-fruta (Gross, 2009). Ajila & Prasada (2008) compro-
baron que la cáscara de mango contiene compuestos polife-
nolicos, carotenoides con propiedades antioxidante y efecto 
protector de membrana. Productos naturales obtenidos de 
plantas, se han reportado con efecto citotóxico, los cuales, 
se han utilizado en el tratamiento del cáncer; entre estos 
compuestos, se han aislado alcaloides, como vincristina y 
vinblastina aisladas de la Madagascar periwinkle; otros 
agentes citotóxicos derivados de la naturaleza son los taxa-
nos y las comptothecinas (Laza et al. 2003), por lo tanto, 
estudiar la toxicidad de los subproductos es necesario, a su 
vez, que ayuda a conocer el perfil de toxicidad de los extrac-
tos y de los productos naturales (Omena et al. 2012).

Los extractos metanólicos total de cortezas de mango y 
de guayabas verdes no fueron citotóxicos; el porcentaje de 
muerte celular fue inferior al 20%. Los extractos de cáscaras 
de mango y de guayaba verde inhibieron la hemólisis de eri-
trocitos, en presencia de peróxido de hidrógeno.

La inhibición de hemólisis mostrada por estos extractos pue-
de ser debida a la interacción de los componentes bioac-
tivos, tipo flavonoides, compuestos fenólicos aislados de 
corteza de mango y vitamina C, presentes en los extractos 
de guayaba. Los extractos de corteza de ambas frutas inhi-
bieron la hemólisis en presencia de H2O2; la mayor inhibición 
de la hemólisis inducida fue de 63%, con el extracto de cor-
teza de guayaba, a la concentración de 100µg/mL, seguida 
por inhibición de 52% mostrada por el extracto de corteza de 
mango, a concentración 20 µg/mL.

Los datos obtenidos en este estudio mostraron que los ex-
tractos poseen baja toxicidad a las concentraciones eva-
luadas; en general, presentaron un porcentaje de viabilidad 
entre 75 – 90%. La hemolisis inducida fue inhibida por am-

bos extractos; sin embargo, la concentración de 100µg/mL, 
mostró la mayor inhibición de la hemolisis. La mayor altera-
ción, a nivel de la membrana eritrocitaria representada por la 
formación de equinocitos, se observó a las mayores concen-
traciones evaluadas (100-200 µg/ml), para ambos extractos.
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