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Resumen

El tratamiento de ratas con el extracto crudo de Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. (Loranthaceae) (Lc) por
via intraperitoneal produce incremento de la viscosidad sanguinea, disminucién del colesterol plasmatico y
aumento de la excrecion biliar. En este trabajo se analiz6 el efecto de la fraccion metanodlica del extracto
crudo de L. cuneifolia sobre las propiedades hemorreoldgicas en condiciones ex vivo e in vitro 'y sobre la
excrecion biliar. Para los estudios ex vivo se emplearon ratas Wistar machos adultas; a un lote se suministrd
concentraciones crecientes de la fraccion metanolica del extracto crudo de L. cuneifolia y 1-vinil-2-pirrolidona,
y al otro lote, 1-vinil-2-pirrolidona. Los estudios in vitro, se realizaron con muestras de sangre obtenidas por
puncion cardiaca; se fraccionaron en tres alicuotas iguales que fueron incubadas durante 30 minutos a 37 °C
con solucidn fisiologica, 1-vinil-2-pirrolidona y fraccion metanolica del extracto crudo de L. cuneifoliay 1-
vinil-2-pirrolidona. Se demostrd un efecto directo del 1-vinil-2-pirrolidona (PVP) y de la fraccion metanolica
del extracto crudo de L. cuneifolia sobre la membrana eritrocitaria que produjo un cambio de forma de
discocito a esferoestomatocito (IM mas negativo). Asimismo, se observé una disminucion de la deformabilidad
eritrocitaria que evidencio una interaccion del PVP y de la fraccion metanoélica con la membrana globular.
El cambio de discocito a estomatocito y la rigidez eritrocitaria producen aumento de la viscosidad sangui-
nea. El descenso de colesterol plasmatico se deberia al aumento de la excrecion biliar de colesterol y de
sales biliares, que conducen al aumento del flujo biliar observado.

Methanolic fraction of Ligaria cuneifolia (Argentine mistletoe):
effect on rheological properties and biliary secretion

Summary

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. (Loranthaceae) (Lc) aqueous extract-treated rats by via intraperitoneal
(i.p.) show increased blood viscosity and decreased plasma cholesterol (Chol) levels, and increase of biliary
excretion. In this work, we analize the effect of the vehicle polyvinylpyrrolidone (PVP) and that of the
Methanolic Fraction of the extract of Lc (MFLc) on hemorrheological properties ex vivo and in vitro, and on

Palabras clave: Ligaria cuneifolia - viscosidad sanguinea - colesterol plasmatico - deformacion eritrocitaria - excrecion biliar -
polivinilpirrolidona.

Key words: Ligaria cuneifolia - whole blood viscosity - plasma cholesterol - erythrocyte deformability - biliary excretion - poly-
vinylpyrrolidone.
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biliary excretion. For ex vivo conditions, adult male Wistar rats were divided in five experimental groups
(n=5 each one) which were injected, every 24 h during 3 days by via i.p., with: 1.- saline solution (Control);
2.- 1-vinil-2-pirrolidona (PVP) 4.7 mg/kg bw; 3.- MFLc 9.5 mg/kg bw plus PVP 4.7 mg/kg bw; 4.- PVP 125
mg/kg bw; and 5.- MFLc 230 mg/kg bw plus PVP 125 mg/kg bw. Intended for in vitro conditions, blood
samples obtained by heart puncture were divided into three fractions, which were incubated with: saline
solution (Control) (n=5), PVP 125mg% (n=5), and MFLc 250 mg% plus PVP 125 mg% (n=5). We demon-
strate a direct effect of PVP alone and of MFLc “per se” on the erythrocyte membrane resulting in a cell
shape change from dyscocyte to spherostomatocyte (MI more negative) as well as a decrease in erythrocyte
deformability (increased RI). These changes induce an increase in blood viscosity. Decreased plasma Chol
is a consequence of an increased bile salts biliary excretion.

Introduccion

Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. (Loranthaceae)
—popularmente conocida como “liga”, “liguilla” o
“muérdago criollo”— es una planta hemiparasita de
amplia distribucién en las zonas centro y norte de la
Reptiblica Argentina (Abbiatti, 1946). En la medi-
cina popular la infusion de esta planta se utiliza como
hipotensor y para dar mayor fluidez a la sangre, y
asi disminuir el exceso de colesterol, de manera si-
milar al muérdago europeo (Wagner y col., 1998).

Ambas especies parecen semejantes en estado
vegetativo, pero el analisis de las caracteristicas
anatomicas permitidé comprobar que existen diferen-
cias entre ellas, lo cual posibilitd detectar la exis-
tencia de mezclas o el reemplazo de la especie euro-
pea por la especie argentina en drogas en polvo
(Fernandez y col., 1998;Varela y Gurni, 1995).

En estudios farmacologicos y fitoquimicos del
“muérdago criollo” se demostrd la presencia de
tiramina (Graziano y col., 1967) que tiene actividad
simpatico-mimética, por lo cual la administracion
del extracto de liga podria producir hipertension
arterial. En un estudio realizado por Taira y col.
(1994) se establecio que en las infusiones de
L. cuneifolia existiria un agente vasoactivo con efec-
to presor, mediado por accion directa sobre los
adrenorreceptores alfa, y un agente hipotensor, me-
diado por adrenorreceptores beta. En la Catedra de
Biofisica de la Facultad de Ciencias Médicas de la
Universidad Nacional de Rosario se constatd que al
aplicar el tratamiento por via intraperitoneal (dosis
crecientes de extracto entero de L. cuneifolia (Lc):
15; 25; 35; 55 y 83 mg/kg PC) en ratas, se observa
un aumento de la viscosidad sanguinea, producto
del aumento en la rigidez eritrocitaria, relacionado,
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a su vez, con una disminucion del colesterol
plasmatico al 50% de su concentracion plasmatica.
Esta disminucion en el nivel de colesterol plasmatico
se deberia a un incremento en la velocidad de la
excrecion biliar de colesterol y las sales biliares (pro-
ducto del metabolismo hepatico del colesterol), lo
que conduce al aumento de flujo biliar total
(Mengarelliy col., 2001). Extractos de L. cuneifolia
aplicados por via intravenosa (dosis de Lc: 25 y 55
mg/kg PC) no ocasiond modificaciones significati-
vas en los parametros biliares ni en el nivel
plasmatico de colesterol; sin embargo, en el trata-
miento por via intraperitoneal, se encontré un au-
mento en el indice de rigidez y en la viscosidad san-
guinea. Este tratamiento reflejaria una accion directa
de L. cuneifolia sobre la viscosidad interna del glo-
bulo rojo (CHbCM) como factor intrinseco domi-
nante (Dominighini y col., 2004).

En este trabajo se utilizo la fraccién metandlica
de Lc, con el propdsito de identificar los compo-
nentes del “muérdago criollo” que promoverian los
cambios observados en el nivel hemorreologico y
en la secrecion biliar. Los estudios fueron realiza-
dos ex vivo e in vitro.

Materiales y métodos

Material vegetal

El material vegetal fue recolectado en Sierra Chi-
ca, localidad de Carlos Paz, Cérdoba (Republica
Argentina), el hospedante fue el “chafiar”
(Geoffroea decorticans (H. et A.) Burk.
—Fabaceae—). Se realizo la desecacion entre 55 y
60 °C por medio de una corriente de aire; poste-
riormente, se pulverizd 50 g del material hasta
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obtener un polvo fino, por medio de un molino
de cuchillas rotativas.

Se realizaron tres extracciones con metanol al
80% durante 24 horas, cada una a temperatura am-
biente (Waterman and Mole, 1994). Tras este pro-
ceso el material fue remitido por el equipo de la
Catedra de Farmacobotanica de la Facultad de Far-
macia y Bioquimica de la UBA a la Cétedra de
Biofisica de la Facultad de Ciencias Médicas de la
UNR.

Animales

Se utilizaron 26 ratas Wistar macho cuyo peso esta-
ba entre los 400 y 450 g; fueron distribuidas de a
dos por jaula y se mantuvieron en condiciones luz/
oscuridad un periodo de 12 horas. Los animales fue-
ron alimentados ad /ibitum con una dieta estandar
normal y agua. Todos los protocolos experimenta-
les se llevaron a cabo segln la Guia para el Cuida-
do y Uso de animales de Laboratorio, (National
Institutes of Health, Publicacidon n° 86-23, modifi-
cada en 1985).

Experimentos ex vivo

Previo a la administracion de la fraccidon
metandlica, se extrajo 1 ml de sangre de la vena
de la cola para la deteccidn de los valores basales
de hematocrito y colesterol. Por otra parte, la
administracion de la fraccion metandlica del Lc
(FMLc) requirid, dadas sus caracteristicas de
solubilidad, la asociacidn con polivinilpirrolidona
(PVP), como vehiculizante. Las ratas tratadas
recibieron un volumen de 0,2 ml de las dosis cre-
cientes (mg/kg de peso corporal). Un grupo de
animales utilizado como control recibid solucidén
fisioldgica por via intraperitoneal. Distintos gru-
pos de animales tratados recibieron, por la mis-
ma via: FMLc en asociacidén con PVP, con dosis
de 9,5 y 230 mg/kg PC de FMLc, més 4,7 y 125
mg/kg PC, de PVP, respectivamente. La dosis de
PVP corresponde al 50% de la dosis de FMLc.
Asimismo, dos grupos de animales recibieron Uni-
camente el vehiculizante (PVP), con dosis de 4,7
y 125 mg/kg PC.

Procedimientos y determinaciones

El dia del experimento, 24 h después de la ultima
administracion, las ratas fueron pesadas y anes-
tesiadas con pentobarbital sddico (50 mg/kg PC) i.p.
Se cateterizo el conducto biliar y se recolecto bilis

cada 15 min durante 60 min, manteniendo la tempe-
ratura corporal (38,0 £ 0,5 °C) con lampara de ca-
lentamiento durante todo el experimento. Al final
de la recoleccion se procedid a extraer sangre por
puncién cardiaca, y el higado fue extraido, lavado y
pesado. Una muestra de higado se coloco en formol
al 10% para su estudio histologico; el fragmento se
embebid en parafina y luego fue cortado y colorea-
do con hematoxilina-eosina y tricrémica de Masson-
Alcian blue.

Determinaciones en bilis

-Volumen biliar por gravimetria, considerando una
densidad biliar de 1,0 g/ml.

-Flujo biliar, calculado y expresado en pl/min/g de
higado.

-Concentracion de sales biliares por el método de
Talalay modificado por Berthelot (Talalay P., 1960;
Berthelot y col., 1970).

-Concentracion de colesterol por el método
enzimatico de esterasa-oxidasa (Henry y col., 1974).
La velocidad de excrecidon de los constituyentes
biliares fue calculada como el producto de la con-
centracion por el flujo biliar.

Determinacion de pardmetros reologicos en san-
gre

-Viscosidad sanguinea y plasmatica con viscosimetro
rotacional Wells- Brookfield LVT-CP a una veloci-
dad de corte de 230 s'. Con estos valores se obtuvo
el parametro: a) viscosidad sanguinea relativa,
estandarizada a un hematocrito del 45%, con lo que
se elimina la influencia de la viscosidad plasmatica
y del porcentaje de gldbulos rojos sobre la viscosi-
dad; b) el parametro resultante es afectado princi-
palmente por la deformabilidad eritrocitaria.
-Deformabilidad eritrocitaria por el método de fil-
tracion por membranas de nucleopore (Reid, Barners
y col., 1976) en aparato automatizado construido en
la Catedra de Biofisica de la Facultad de Ciencias
Meédicas de la UNR.

-Hematocrito por micrométodo.

-Contaje de globulos rojos con camara de Newbauer.
-Volumen corpuscular medio: por célculo a par-
tir del hematocrito (Hto) y el nimero de glébulos
rojos.

-Colesterol por método colorimétrico.
-Osmolaridad plasmatica y sérica por descenso re-
lativo de la presion de vapor.
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Experimentos in vitro
El dia del experimento las ratas fueron pesadas y
anestesiadas con pentobarbital sodico (50 mg/kg PC
i.p.). Se procedid a extraer sangre por puncion car-
diaca. El volumen de sangre obtenido se fracciond
en tres alicuotas iguales (4 ml cada una), en la pri-
mera alicuota se le agreg6 83 Wl de 25 mg% del
extracto metandlico de L. cuneifolia, a la segunda
alicuota se le agregd 83 Ll de 12,5mg% del
vehiculizante 1-vinil-2-pirrolidona (PVP) y a la ul-
tima alicuota se agregd 83 Ul de solucion fisiologi-
ca, que se utilizé6 como control. Todas las muestras
fueron incubadas a 37 °C durante 30 min.

Al finalizar la incubacion se realizaron las si-
guientes determinaciones:
-Deformabilidad eritrocitaria e indices hemati-
métricos por los métodos mencionados.
-Fragilidad osmdtica; se prepararon soluciones de NaCl
de concentraciones crecientes (entre 0 y 290 mOsm/
kg) y se incubaron glébulos rojos en esas soluciones
durante 30 minutos. Luego se determino fotocolo-
rimétricamente el porcentaje de hemolisis, se considerd
100% de hemolisis al tubo con agua destilada.
Finalmente, se construyeron las curvas de hemdlisis,
graficando el porcentaje de hemolisis en funcion de la
concentracion de NaCl (Dacie y Lewis, 1970).
-Forma celular; se determinaron por microscopia
directa de la alicuota de sangre entera, adjudicando
un indice de acuerdo con la clasificacion de Bessis
(1973). La cantidad de células observadas es de 150
por cada alicuota.

Resultados

Pardametros hemorreolégicos por via intra-
peritoneal

Como puede observarse en el grafico 1 A, la admi-
nistracion por via intraperitoneal de la asociacion
fraccion metanolica de Ligaria cuneifolia-polivinil-
pirrolidona (FMLc-PVP) produce un descenso
estadisticamente significativo en el nivel plasmatico
de colesterol. Asimismo, se evidencio un descenso,
aunque cuantitativamente menor, con la inyeccion
del vehiculizante (PVP), con la dosis de 125 mg/kg
de peso.

El indice de rigidez (IR), indicador de la
deformabilidad eritrocitaria, aumentd en todos los
casos; el aumento fue mayor con la administracion
de FMLc-PVP (Grafico 1 B).
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Grifico 1.- Efecto de FMLc sobre el descenso del
colesterol plasmatico y los pardmetros hemorreologicos
en experimentos in vivo
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Con respecto a la viscosidad sanguinea relativa,
como se observa en el grafico 1 C, se evidenciaron
aumentos significativos con FMLc-PVP y con el
vehiculizante (PVP).

Parametros biliares

El tratamiento con FMLc-PVP se asocid con un au-
mento en la velocidad de excrecion de sales biliares
y de colesterol libre. Estos cambios se acompaiia-
ron con el incremento en el flujo biliar total (Grafi-
cos 2).
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Grafico 2.- Efecto de FMLc sobre el flujo de bilis
parametros biliares en experimentos in vivo
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La administracion intraperitoneal de PVP tam-
bién generd modificaciones similares en los
parametros: aumento en la velocidad de excrecion
de sales biliares y de colesterol libre, asi como en el
flujo biliar total (Graficos 2 A, By C).

Pardmetros hemorreologicos in vitro

En el grafico 3 A puede observarse que el vehicu-
lizante (PVP) produce un aumento significativo de
la deformabilidad eritrocitaria (estimada por medio
del IR) respecto del control (C). FMLc produce un

aumento significativo respecto de C y respecto de
PVP.

Forma celular

Se analizé por medio del calculo del indice
morfologico (IM). Como puede observarse en el
grafico 3 B, el PVP produjo una disminucion signi-
ficativa del IM respecto de C. La FMLc produjo una
disminucidn significativa de IM respecto de C y de
PVP.

Concentracion de hemoglobina corpuscular media
(CHbCM)

La incubacién con PVP no produjo modificaciones
significativas de este indice hematimétrico, como
tampoco la incubacion con FMLc.

Grifico 3.- Efecto de FMLc sobre el indice de rigidez y
el indice morfoldgico en experimentos in vitro
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Volumen corpuscular medio (VCM)

La incubacién con PVP no produjo modificaciones
significativas de este indice hematimétrico, como
tampoco la incubacion con FMLc.

Fragilidad osmética

Se registr6 un ligero aumento de los parametros (3
y X50) que determinan la fragilidad osmoética, sin
ser estadisticamente significativo.

Discusion

En trabajos previos, (Mengarelli y col., 2001;
Dominighini y col., 2004) utilizando el extracto to-
tal de L. cuneifolia, se constatéo un descenso del
colesterol plasmatico, asociado a una menor
deformabilidad eritrocitaria (indice de rigidez au-
mentado). El descenso en el nivel de colesterol es-
taria implicado en la disminucién de la defor-
mabilidad al generarse modificaciones en el conte-
nido de este lipido en la membrana eritrocitaria. Esto
podria relacionarse con una alteracion en la rela-
cion superficie-volumen del eritrocito. La defor-
mabilidad eritrocitaria es un determinante primor-
dial de la viscosidad sanguinea, pues ambos valores
estan relacionados en forma inversa. En concordan-
cia con esto, se evidenciaron aumentos en la visco-
sidad sanguinea relativa.

El descenso en el nivel plasmatico de coles-
terol tendria origen en el aumento de su excre-
cién en el nivel biliar, ya que se observaron in-
crementos en la velocidad de excrecion de sales
biliares (principal via de eliminacion de colesterol
en el organismo) y de colesterol libre, y también
del flujo biliar total.

Con la administracién intraperitoneal de la frac-
cion metanolica de L. cuneifolia, se observaron mo-
dificaciones similares. Esto podria indicar que las
sustancias comprendidas en la FMLc se relacionan
con los cambios en los niveles hemorreologico y
biliar que induce la L. cuneifolia. Por su parte, se
evidenciaron cambios de caracteristicas semejantes
con la administracion del vehiculizante (PVP), po-
siblemente al efecto de enmascaramiento, principal-
mente en dosis bajas de FMLc. Esta accion indica-
ria que la polivinilpirrolidona es una sustancia que
tiene un efecto propio sobre los parametros
hemorreoldgicos y de secrecion biliar. No obstante
este hecho, la tendencia a generar los cambios ana-
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lizados, fue mayor para la asociacion FMLc-PVP,
que para el vehiculizante (PVP).

Conclusiones

La fraccion metanolica de L. cuneifolia se relaciona
conun descenso en el nivel plasmatico de colesterol
asociado a un aumento en el indice de rigidez, es
decir, a una menor deformabilidad eritrocitaria. Es-
tos cambios conducen a una viscosidad sanguinea
aumentada.

Sus efectos en el nivel biliar se reflejaron en una
mayor velocidad de excrecion de sales biliares y de
colesterol libre y aumentos en el flujo biliar total.
Estos cambios, en cuanto a los pardmetros de secre-
cion biliar, estarian intimamente relacionados con
las modificaciones observadas en el nivel sangui-
neo.

La polivinilpirrolidona, utilizada como vehicu-
lizante, es una sustancia que muestra capacidad de
inducir por si misma cambios en los niveles
hemorreoldgico y biliar, especialmente en dosis ba-
jas de FMLec.

Los resultados obtenidos por incubacion in vitro
con la fraccién metanolica demostraron un efecto
directo del PVP y de la FMLc sobre la membrana
eritrocitaria; produce un cambio de forma de
discocito a esferoestomatocito (IM mas negativo).
Asimismo, se observd una disminucion de la
deformabilidad eritrocitaria (IR aumentado) que
evidencia una interaccion del PVP y de la FMLc
con la bicapa lipidica.
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