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I. RESUMEN

Para |este trabajo. se utilizaron extractos etandlicos de cinco plantas que tienen

actividad contra protozoos intracelulares. Los extractos son hojas de Lippia graveolens

(Orégano, Mejorana), hojas de Newrolacna lobata (Tres puntas, Mano de Lagarto,

Tabaquillo), hojas y raiz de Petiveria alliacea (Apacin), corteza de Rhizophora mangle

(mangle) hojas de Solanum americanum (Hierba Mora, Macuy, Quilete); se les realizé un

tamizaje para demostrar actividad inmunomoduladora in vitro sobre la via clasica, la via

alterna y la ruta litica del sistema del complemento aplicando técnicas de ensayos

1

hemoliticos.

Los extractos que demostraron actividad inhibidora de la via clasica del sistema de
complemento son hojas de P. alliacea (Clso =5 pg/ml), raiz P. alliacea (Clso = 14 pg/ml)
y hojas S. americanum (Clso = 8 pg/ml).

Los extractos que demostraron actividad estimulante de la via alterna del sistema de

complemento son hojas de P. alliacea (Clso =7 pg/ml), raiz P. alliacea (Clso = 6 pug/ml)

y hojas 8. americanum (Clso = 14 pg/ml).

En [la ruta terminal ninguno de los extractos estudiados presento actividad

inmunomoduladora.

Con|lo mencionado anteriormente se demuestra que algunas las plantas estudiadas
poseen actividad inmunomoduladora sobre la via clasica y la via alterna del sistema del

complemento.
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II. INTRODUCCION

En todos los ambientes en los que vive el ser humano esta en contacto con una gran

variedad de microorganismos y muchos de ellos son causantes de enfermedades.  Sin
embargo, €stos no son la unica causa de enfermedad, ya que también pueden ser
producidas por respuestas aberrantes del sistema inmune, lo que ha provocado que se
investigue una gran serie de agentes terapéuticos para contrarrestar las respuestas erradas

del sistema inmune 0 a microorganismos patogenos (1).

A lo|largo de la historia se han usado diversos productos terapéuticos; en un inicio
fueron las plantas, las cuales fueron discriminadas por algun tiempo debido al auge de la
quimica sint‘ética y la biologia molecular que prometieron suplir de nuevos productos con
muy buenos resultados. Pero en la practica al aplicéxr estos productos como medicina
convencional muchos de ellos no han cumplido con los objetivos esperados, lo que ha
obligado al hombre a buscar otras altcrnativas. Esto lo hizo encontrarse de nuevo con las

plantas como fuente de agentes terapéuticos (2).

El uso de plantas no solamente se basa en los conocimientos de la medicina
tradicional. |[Actualmente surge la necesidad de conocer las propiedades, los mecanismos de
accion y los beneficios que ofrece el uso de plantas medicinales y aromaticas, por lo que

se realizan investigaciones sistematicas experimentales y clinicas (3).

Las plantas son un importante hallazgo para el cuidado de la salud en el mundo
entero. Gualtemala no es la excepcion y por su ubicacion geografica es una fuente rica de
una gran diversidad de plantas. El uso de estas plantas con propdsito medicinal es una de
las pocas costumbres que ha logrado sobrevivir al transcurso de los siglos y al destello del
desarrollo. Esta costumbre se ha trasmitido de generacioén en generacion hasta nuestros
dias. En este pais a partir de 1927 se inici0 la recopilacion y documentacion de datos sobre
estas plantas. Posteriormente se estandarizaron metodologias de estudios in vitro e in vivo
para determiinar posibles actividades antimicrobianas, antifingicas, antiparasitarias y

efectos toxicos (4).




Actualmente existe la necesidad de conocer un posible mecanismo de accion que
consiste en sterminar si las plantas usadas contra protozoos intracelulares intervienen en ¢l
sistema inmunolégico modificando la respuesta inmune ya sea aumentandola o
disminuyendola, es decir con actividad inmunomoduladora. La respuesta inmune es tan
amplia, variada y compleja que no se puede realizar un solo modelo in vitro para estudiar
todas las interacciones entre células y moléculas, por lo que los estudios se realizan
individuales o aislados. En este caso se eligio el sistema del complemento; para tniciar
esta fase de investigacion se seleccionaron cinco plantas de un grupo de aproximadamente
siete que habian mostrado actividad antiprotozoaria para el tratamiento de infecciones por
protozoos inlracelulares y se les realizd un tamizaje de actividad inmunomoduladora in
vitro sobre |la via clasica, la via alterna y la ruta litica del sistema del complemento

aplicando las técnicas de ensayos hemoliticos (3-7).




lIl. ANTECEDENTES
A. SISTTEMA INMUNE

En nuestro ambiente existe una gran variedad de virus, bacterias, hongos, parasitos

y otras susta!ncias como las toxinas; cualquiera de éstos puede causar un dafio patologico.

I . - - - -~ -~
La gran mayoria de infecciones son de duracion limitada y causan un pequeiio dafio

permanente, debido a que en los vertebrados, incluyendo al hombre, existe un sistema
inmune que [combate los agentes patdgenos (1, 8).

El término inmunidad (del latin immunis, libre de) se aplicé en un principio a la
resistencia de los individuos ante las infecciones microbianas. Por lo tanto la inmunologia
se desarroll a partir de los estudios de las enfermedades infecciosas y las respuestas del
organismo f‘lacia ellas (9, 10). _

El sistema inmune es un sistema de vigilancia o reconocimiento, cuyas principales
funciones consisten en aceptar o tolerar lo propio y eliminar lo “extrafio” que ha ingresado
dentro del hospedero ya sea un agente patdgeno, injerto de tejido o una sustancia ambiental
inocua (10, 11).

El funcionamiento del sistema inmune esta interconectado con el sistema nervioso
central y el sistema endocrino (12-16).

El cuerpo humano esta dotado de bacterias que por lo general son inofensivas, la
llamada microbiota normal. Un sistema inmunologico intacto establece un delicado
equilibrio ‘entre el cuerpo y las bacterias, pero existen ciertos factores como los

ambientales, los psicologicos, la desnutricion, la edad, las heridas, un sistema inmunologico

deterioradol, y un sistema nervioso alterado que pueden trastornar este balance, por lo que

las bacterias inofensivas pueden volverse nocivas o algun agente patdgeno puede entrar al
organismo con mayor facilidad, donde se multiplica y causa enfermedad (14-17).

El cuerpo humano también posee una serie de barreras naturales que lo protegen de
la infeccion de agentes patogenos: la piel, membranas mucosas, pH, temperatura, sustancias
antimicrobianas (lisozimas, beta-lisina y espermina), y la proteccion que nos confiere la
microbiota|normal. Si algin agente patdgeno logra atravesar las barreras naturales se pone

en marcha la respuesta inmune (14, 18).




B. RESPUESTA INMUNE
Consiste en la actuacion integrada de un gran namero de mecanismos heterogéneos
de defensa) se inicia con la presencia de un estimulo (inmundgeno) y culmina con la

eliminacion del agente que lo provoca. Su funcion primaria es discriminar entre lo “propio”

y lo “extrafio” y por ende climinar lo “extrafio”. Se divide en respuesta inmune innata y

respuesta inmune adquinda (10, 18).

a) Respuesta inmune innata (natural o inespecifica):

Actua como la primera linea de defensa contra agentes pz‘at()genos y evita que ellos
establezcan infecciones. Se le llama inmunidad innata porque no depende de la exposicion
previa al inmundgeno. Esta presenie desde el nacimiento, carece de especificidad y
memoria inmunologica. Sus elementos principales sdn células fagociticas que ingieren
agentes patégenos que logran atravesar las superficies epiteliales o endocitan

macromoléculas (1, 8, 10, 18). .

b) Respuesta inmune adquirida (adaptada o especifica):

Si las defensas que proporciona el sistema de inmunidad innata son incapaces de
prevenir tolalmente la infeccion funciona la respuesta inmune adquirida que produce una
reaccion especifica para cada agente patdgeno, ésta normalmente erradica dicho agente. El
sistema innllune adquirido tiene memoria inmunologica especifica que evita que el agente
patogeno provoque enfermedad en una segunda infeccidén. Los mecanismos se dividen en
respuesta inmune humoral y respuesta inmune celular (1, 10).

Los|mediadores de la inmunidad adquirida humoral son los anticuerpos, que son
producidos|por los linfocitos B, éstos reaccionan con una parte especifica del inmunogeno
Hamado antigeno. La uni6n antigeno-anticuerpo provoca la activaciéon del complemento.
La respuesta inmune adquirida celular esta formada por linfocitos T: los linfocitos T
colaboradores y los linfocitos T citotoxicos. Los linfocitos T citotoxicos destruyen células

propias del organismo infectadas por virus. Los linfocitos T colaboradores activan

macrofagos linfocitos T citotéxicos y linfocitos B (18).
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os sistemas de respuesta inmune trabajan cronoldgicamente coordinados, y se

e el sistema del complemento actia como integrador del funcionamiento de

ISTEMA DEL COMPLEMENTO
siglo XIX Ehrlich uso el término “complemento”™ para designar la actividad

e podia complementar la capacidad de los anticuerpos especificos de lisar

cual fue descubierto en 1895 por Jules Bordet quien lo descubrid, lo bautizo

na” y lo caracterizéd frente a los anticuerpos por su termolabilidad e
En 1907 Ferrara comenzé a caracterizar algunos de los componentes

métodos de dialisis (9, 19).

complemento es un sistema funcional de aproximadamente 30 proteinas,

rapida y amplificada respuesta hacia determinado estimulo provocando un

proceso de activacion en forma de cascada en el cual los productos de una reaccion

catalizan al p
existen en el
ruptura prote
unidades fun
y la ruta term

un tmportan

roximo producto; la mayoria de proteinas que lo conforman son enzimas que
SUEro Como precursores inactivos 0 proenzimas (zimdogenos) que requieren su
colitica para convertirse en enzimas activas. Estd compuesto de cuatro
cionales principales: la via cldsica, la via alterna, un circuito de amplificacion
inal. La activacién y fijacion del complemento a microorganismos constituye

e mecanismo efector del sistema inmune, facilitando la eliminaciéon del

antigeno y generando una respuesta inflamatoria (6, 7, 19-22).

las p

roteinas del sistema del complemento forman dos cascadas enzimadticas

importantes que son la via alterna y la via clasica. Las dos vias comparten la Gltima fase

que consiste

en el ensamblaje sobre la superficie del microorganismo del denominado

complejo de ataque a membrana (19-22, 23).

a)

En la

Nomenclatura:

via clasica los componentes recibieron denominaciones con niimeros tras la

letra “C” conforme se descubrian, por lo que el orden de actuacion de los componentes no




guarda relacion con su nomenclatura. En la activacion intervienen 9 componentes los

cuales se numeran de C1 — C9. Los cuales se dividen en tres grupos funcionales.

» (1 o grupo de reconocimiento
o (4,C2 }lC3 o grupo de activacion
e (5,C6,C7,C8yC9 o grupo de ataque a la membrana

A los componentes de la via alterna se les llaman factores y su nomenclatura ¢s a
base de una [letra maylscula: factor B, factor D, factor H y factor P.

1. Las formas activas se le coloca una barra horizontal sobre el nombre del componente y

(1545
1

las formas inactivas se denominan colocando una delante del componente
‘ respectivo, por ejemplo la forma inactiva de C4b es 1C4b.

2. Cuando|un componente se rompe proteoliticamente en dos, el fragmento de mayor

tamafio se designa con la letra “b”; el fragmento de menor tamaifio se designa con una

L1

R a” tras| el nombre del elemento original, por ejemplo la ruptura de C3 genera un

fragmen‘to grande denominado C3b y un fragmento pequefio C3a. El Gnico componente
que es la excepcion a esta regla es C2, el fragmento grande se llama C2a y el fragmento
pequeiio es C2b (9, 19-22).

b) Activacion del complemento:
1. Activacion de la via clasica:

Activacion del complejo Cl1: la activacion de la via clasica inicia por la unién del
complejo C1 a inmunocomplejos (anticuerpos unidos a antigenos). El C1 es un complejo
formado por 5 proteinas y estabilizado por iones Ca?*, consta de 1 molécula de Clq, dos de

Clrydosde Cls (1, 19, 22, 23).

Clq: esta formado por tres copias de una unidad fundamental, que tiene forma de

- “Y”, esta a| su vez constituida por dos grupos de tres cadenas formando cada una entre si
una triple hélice. El Clq tiene dos regiones un fragmento afin al colageno y una pieza

globular. El extremo Carboxi-terminal tiene configuracion globular, y es el sitio de union

de la porcion Fc de las inmunoglobulinas IgM, 1gG3, 1gG1 o 1gG2, siempre que éstas ya

PROPIEDAD D 11 URIVERS 1D
10 OF S0
B;BL:D_LEUA%f’f?ﬁ%ﬁ”"‘”""“[
\\

B




estén formando parte de inmunocomplejos. Los activadores del C1q han sido divididos en

inmunes v no inmunes dependiendo de la naturaleza del activador, un activador inmune
incluye agregados de 1gG ¢ IgM los cuales se enlazan al Clq en la regidn globular (9, 19,
24). Los ejemplos de activadores no inmunes son heparina (anticoagulante polianionico),
protamina (un polication que ¢s usado para bloquear la heparina), ADN, Proteina C
Reactiva, el|lipido A de la endotoxina de las bacterias gram-negativo, algunos polisacaridos
{(dextran), los condroitinsulfatos y péptido f-amiloide, los cuales se enlazan a la region afin
al colageno|(9, 19, 22).

Las dos unidades de Clr y las dos de Cls se disponen descansando sobre los brazos
de Clg. Los dominos cataliticos de Clr se sitlian hacia el centro. La unién de varios
dominios globulares de un mismo complejo al C1 induce un cambio conformacional, que
activa una molécula de Clr por autocatélisis; a su vez esta Clr activada activa a la otra
molécula de Clr las dos moléculas activadas de Clr ejercen la hidrolisis de las dos Cls, las

dos Cls activadas poseen actividad de serin-esterasas (19, 22).

2. Produccion de la C-3 convertasa de la ruta clasica:

El siguiente paso es la ruptura catalitica de C4 por el Cls que esta dentro del
complejo activo Clqr2s2, liberandose ¢l fragmento pequefioc C4a y el fragmento C4b*,
Este C4b* es un intermediario inestable que enseguida es atacado nucleofilicamente; la
mayoria de las moléculas se hidrolizan para dar la forma inactiva iC4b, mientras que
algunas de ¢stas forman enlaces covalentes con grupos amino o hidroxilo de las moléculas

que se encuentran en la superficie de la membrana de un microorganismo, si €s que €sta
existe (9, 19, 20, 22).

El C4b unido a ia superficie microbiana va a servir ahora como sitio de union del
componente C2, se forma el complejo C4bC2 en la membrana del patogeno, cerca de

donde quedo fijo el complejo C1; esta reaccion solo tiene lugar en presencia de iones Mg*?
(9, 19, 20).




El Q2 del complejo C4b2 es a su vez otro sustrato det Cls, cuya accion genera el
tragmento pf:queﬁo C2b que queda en solucion y el grande C2a queda en la membrana del

microorgani%mo, el C4b2a forma la enzima C-3 convertasa de la via clasica (9, 19, 22).

3. Accion de la C-3 convertasa de la via clasica:

El C3 intacto posee un enlace tioéster interno entre una cisteina y una glutamina que
es muy estable (19). La C-3 convertasa cataliza la ruptura del C3 cerca del extremo amino-
terminal de la cadena o generando C3a y el componente inestable C3b*. En el C3b* el

enlace tioéster se vuelve muy inestable; el azufre queda con carga neta negativa (-S),

mientras que el carbono queda como grupo carbonilo (-CT=0). De esta forma, este enlace
se vuelve muy susceptible a ataque nucleofilico (9, 19). Un grupo nucleofilico cercano
perteneciente a una proteina o azicar de la superficie del microorganismo reacciona ahora

con el grupo carbonilo del C3b*, lo que produce la unién covalente (--CO-O-) entre el C3b

y la superficie microbiana. Este C3b unido a la membrana actia a su vez como niicleo
“focalizador’] (propiedades de inmunoadherencia y opsonizaciéon) para continuar la
activacion del complemento fijandose grandes cantidades de C3b a la superficie del

microorganismo (19, 25).

4, Activacion de la via alterna:

Esta se activa directamente sobre la superficie de muchos microorganismos, células

extrafias u otras sustancias que se introducen en el cuerpo. Opera varios dias antes de que
entre en accion la via clasica (19).

Se puede activar por sustancias inmunoldgicas (agregados de inmunoglobulinas
IgA, 1gM, IgE e IgG) y por sustancias no inmunoldgicas (polisacaridos, endotoxinas de
bacterias gram negativas, paredes de levaduras, zymosan, factor de veneno de cobra,

eritrocitos de conejo, virus ete.) (9, 20, 22).

5. Activacién “al relenti” o “marcapasos”
En ausencia de infecciéon se estd produciendo continuamente una activacion

limitada de cantidades pequeiias de C3b* (19, 22).




El enlace tioéster interno del C3 se hidroliza esponténeamente en agua, dando una
forma Ilamada C3i. Este C3i actia como sitio de union para el factor B, generando el
complejo C3iB, sobre este complejo actua el factor D, que rompe el B unido para generar
Ba y el complejo C3:Bb, que actiia como una C-3 convertasa en fase fluida. Y €ste es el que
rompe proteoliticamente el C3 en C3a y C3b* (19).

Este |C3b* esta en fase fluida, la mayor parte de ¢l se hidroliza por agua y se
inactiva, pero si por casualidad se topa con una superficie no propia se une covalentemente

a ella e inicia un circuito de amplificacion de la via alterna que va a conducir a que muchas

moléculas de C3b se anclen (19, 22). '

6. Circuito de amplificacion positiva:

El C3b recién unido a la membrana microbiana sirve para que espontancamente se
una a éi el factor B. El resultante complejo C3bB es a su vez sustrato del factor D, que es
otra serin-proteasa, la cual en presencia de iones Mg*2 rompe el B unido, generando el
complejo activo C3bBb (9, 19-21).

El co|mplejo C3bBb es una C-3 convertasa {(cuya actividad reside en Bb), pero se

disocia rapidamente si no se estabiliza por unién con la properdina (factor P), que forma el

complejo estable C3bBbP, que es la C-3 convertasa de la via alterna (19).

<) Rutal(litica y el complejo de ataque a la membrana
La fase final de la acttvacion y fijacion del complemento consiste, en la formacion
de una C-5 convertasa, que rompe enzimaticamente el C5 desencadenando el ensamblaje
sobre la superficie de un cuerpo extraiio el complejo de ataque a membrana (MAC) (1, 9,
19, 20).
La C5-convertasa de la via clasica se forma por unién covalente de una unidad de
C3b al complejo C4b2a, para generar C4b2a3b (9, 19).

En 1a via alterna la CS5-convertasa se forma por union covalente de un C3b al

complejo C3bBb que forma parte de la C3b-convertasa: C3bBb3b (19).




La C-
C5b que se

complemento

5 convertasa cataliza la ruptura de unidades de C5 en C5a (que queda hibre} y

une a la membrana microbiana. A partir del C5b, todas las rutas del

confluyen (las fases son las mismas} (1, 9, 19).

Una vez unido el C5b a la membrana del microorganismo, se van afadiendo

ordenada y secuencialmente una serte de componentes del complemento de forma no

enzimatica: al C5b se une a una molécula de C6, luego una de C7; es ahora cuando el

complejo resultante (C5b67) experimenta una transicion hidréfoba que hace que el C7 se

“hunda” en

a membrana microbiana. Realizada esta transicion, se puede unir el C8, y

finalmente, 14 unidades del componente C9. Estos mondmeros de C9 se ensamblan entre

si para dar

membrana d

El co

una notable estructura (poli-9) en forma de canal 0 hueco que atraviesa la

¢ lado a lado, con unos 10 nm. de diametro interno (1, 9, 19).

njunto C5b678poli-9 es lo que constituye el denominado complejo de ataque a

membrana {MAC, segin sus 1niciales en ingles), cuvo efecto esencial es producir un

notable desequilibrio osmdtico en el microorganismo (se permite el paso de agua y sales del

medio extracelular hasta el medio intracelular de modo que la célula se hincha y finalmente

estalla, a es
inserta en

positivo  s¢

te proceso s¢ le llama citélisis ¢ lisis celular) en las bacterias gram-negativo se

a membrana externa, favoreciendo la entrada de lisozimas, y en las gram-

inserta en la membrana citopldsmatica, destruyendo los gradientes

electroquimicos {9, 19, 21).

d) Reg

ulacion del complemento

Hay varios tipos de estrategias reguladoras.

El inhibidor de C1, llamado C1INH, que se une estequiométricamente a Clr y Cls

inactivando el compiejo C1 (19, 22).

Evitar)la formacion de la C3-convertasa en las superficies celulares del hospedero, por

accion de las proteinas de control del complemento CCPs (19).




e Laproteina S o vitronectina se une a C5b67 induciendo una transicion hidréfila; por lo
que este complejo ya no podra unirse a membranas cercanas, evitando la lisis de

espectadores inocentes (Celulas propias) (19).

o FEI CD59 se une al C8 del complejo C5b678 evitando el ensamblaje de poli-C9 y del
MAC eJ membranas (19).

» El factor H es un acelerador de la ruptura de C3 sobre superficies celulares.

Chonn|y Col. estudiaron como influyen las propiedades de los liposomas en la
activacion del complemento y determinaron que cuando los liposomas estan cargados
negativamente activan la via clasica del complemento, cuando estan cargados
positivamente activan la via alterna del complemento y cuando no tienen ninguna carga es

decir que estan neutros no activan el complemento. También determinaron que los

liposomas insaturados son mas potentes activadores del complemento que los liposomas
saturados. Este estudio sugiere que las membranas compuestas de una carga neta de
fosfolipidos pueden activar el sistema del complemento. Esta observacion revela la
importancia de las membranas bioldgicas y las proteinas que regulan el complemento para

proteger las células normales del ataque del complemento (26).

e¢) Consecuencias biologicas de la activacion del complemento

Los efectos bioldgicos principales son:

» Muerte de bacterias y células extrafias por lisis.

*» Actividad anafilotoxica. Los pequeiios péptidos C3a y C5a funcionan como
anafilotoxinas, que provocan un incremento en la permeabilidad vascular, contraen el
musculo liso, y permiten la degranulacion de células mastoides.

» Actividad quimiotactica. Esta se refiere a la atraccion de células al drea de inflamacton

el Gnico que contiene esta actividad es el péptido C5a.




¢ Regulacion de actividad de neutréfilos y monocitos. El C5a puede causar un aumento

en la adherencia celular, degranulacion y aumento de enzimas intracelulares de

granulocitos, produccion de O; téxico.

* Opsonizacion de antigenos o de inmunocomplejos, lo que facilita la destruccion por
parte de fagocitos.

¢ Eliminacioén de inmunocomplejos

* Neutralizacion de ciertos virus (1, 19-22).

f)  Ensayos hemoliticos para la valoracion de la actividad sobre el sistema del

complemento

Los ensayos in vitro estin basados en la hemolisis de entrocitos por el Complejo de
Ataque a la Membrana (MAC) que se genera al activarse el sistema del complemento. Los
eritrocitos actiian como células blanco y como activadores debido a que poseen abundantes
antigenos de superficie que provocan reacciones con anticuerpos especificos y su lisis da
lugar a la liberacion de hemoglobina que se puede cuantificar. De los datos obtenidos se
calcula el porcentaje de inhibicién y la Clso (que es la concentracion de la muestra en
estudio necesaria para obtener un 50% de lisis eritrocitaria, bajo condiciones
estandarizadas). También se usa una mezcla de suero humano normal como fuente de

complemento (6, 7,9, 22, 27).

En la activacion de la via clasica se usan eritrocitos de carnero sensibilizados con

anticuerpos antieritrocitos de carnero, esta reaccion antigeno-anticuerpo activa los
componentes de la via clasica del complemento presentes en la mezcla de suero humano
normal, la disolucion amortiguadora utilizada es el VSB* que contiene los cationes

divalentes de Ca*? y Mg*? que son necesarios en la activacion de dicha via (6, 7).

La via alterna puede ser estudiada independientemente de la via clasica bajo
condiciones donde ésta se inactiva, como por ejemplo en suero deficiente de C4, 0 en
suero tratado con EGTA (etilen-glicol-bis (3-aminoetil eter)-N,N,N’ N’-acido tetraacético)

que forma un complejo con el Ca*? e inactiva el C1. Para la activacion de esta via se usan




eritrocitos de conejo que poseen membranas activadas, es decir que protegen al complejo
C3bBb del factor H con lo que se permite el ensamblaje de MAC. La disolucién
amortiguadora es el EGTA-VB (contiene EGTA y el Mg*2 que es necesario en la activacion

de esta via)(3, 6,7, 9, 22).

En lajruta litica se utiliza inulina, un reactivo que al incubarlo previo al ensayo con

la mezcla de suero humano normal activa la via clasica produciendo el complejo C5b6, este
complejo es ¢l principal para la formacién del complejo de ataque a membrana (MAC), el
cual se ancla sobre la membrana de eritrocitos de cobayo. Para evitar la activacion de la via
clasica y la via alterna en la realizacion del ensayo se usa la disolucién amortiguadora
EDTA-VB (que contiente acido etilen-diamino- tetraacético) el cual es quelante de Ca*? y
Mg*2 (6).

D. INMUNOMODULACION

Los agentes inmunomoduladores se pueden definir en un amplio término como
sustancias que pueden amplificar o disminuir la respuesta inmune, con el objeto de
defender al | ser humano contra agentes patdgenos o tumores. La actividad

inmunomodulgdora €s un término colectivo que indica los efectos bioldgicos o celulares en

la funcion de factores de la respuesta inmune; cada factor y cada sistema funcional
involucrado en la respuesta inmune puede ser influenciado en varias vias. Tales sustancias
que pueden modular mecanismos inmunoldgicos pueden ser considerados analogos a los
agentes terapéuticos bien establecidos, es decir los diversos agentes farmacologicos que se
usan para tratar estados fisiopatoldgicos resultantes de una disfuncion en el organismo. El
objetivo de usar los inmunomoduladores es regular quimicamente la actividad del sistema

inmune para beneficios biologicos y terapéuticos (3, 9, 28, 29, 30, 31).

Los inmunomoduladores por sus efectos pueden ser divididos en dos categorias: los

inmunoestimulantes y los inmunosupresores (3, 28).




En los| inmunoestimulantes su objetivo principal es aumentar la respuesta inmune;

se aplica a las| personas que tienen un sistema inmunitario deficiente (3, 28).
En los inmunosupresores su objetivo principal es reducir la capacidad del sistema
inmune de responder contra cualquier antigeno. Tiene aplicaciones en: trasplantes de

organos, enfermedades autoinmunes y padecimientos isoinmunitarios (3, 32).

E. MEDICINA TRADICIONAL

Mundialmente existe una gran variedad de opciones en lo que se refiere a medicina
tradicional que en muchas ocasiones se le llama medicina alternativa. Esta en pleno siglo
veintiuno sigue vigente y en auge por los beneficios que se 1.3ueden obtener y buenos

resultados te\lapéuticos en hogares con poca accesibilidad de servicios médicos. Una de

estas opcione;

Fitot
Es la

a)

s es la Fitoterapia.

erapia

ciencia que estudia la utilizacion de los productos de origen vegetal con

finalidad terapéutica, ya sea para prevenir, atenuar o curar un estado fisiopatologico (33-

36).

Dentr
raiz, rizoma,
gomas o resi

contener los

0 de la Fitoterapia se pueden utilizar diferentes drganos de una planta como la

tatlo, hojas, frutos, flores, semillas, tejidos como el corcho o la madera y

nas obtenidas por incisiones realizadas en las plantas. Estos organos pueden

principios activos de las plantas, asi como proteinas, enzimas, elementos

naturales como hierro, cobre, flor, etc. (35, 36).

Las p

lantas se usan en formas de extractos, tinturas, jarabes, infusiones, cremas,

pastas cataplasmas, baiios, polvos, jabones, inhalaciones, etc., para resolver o aliviar

dolencias de

diversa indole (37, 38).

El uso de plantas nunca ha dejado de tener vigencia.

Muchas de las especies

vegetales utilizadas por sus virtudes curativas entre los antiguos egipcios, griegos y
romanos pasaron a formar parte de la farmacopea medieval, que mas tarde se enriquecié
por el aporte de los conocimientos del Nuevo Mundo. A principios del siglo pasado, el

desarrollo de la quimica y el descubrimiento de procesos de sintesis organica




desencadenaron en la industria farmacéutica una nueva produccion de medicamentos. Esto

hizo que el uso de plantas medicinales quedara restringido en la practica al ambito de los

remedios caseros o de tipo tradicional (etnomedicina); esta conducta se apoyé por la falta
de datos experimentales que validaran cientificamente el empleo de éstas. Para la
fabricacion clic muchos productos farmacéuticos se utilizé el principio activo de
determinadas| plantas medicinales, creyendo que la accion de dicha sustancia se veria
incrementada, al poder realizar terapias donde la cantidad de principio activo es superior al
que posee la planta. Posteriormente se comprobd que las propiedades de dichas sustancias,
eran menos eficaces y existia el peligro de producir intoxicaciones e intolerancias, cosa que
no ocurria cop la utilizacién de la planta entera (34, 35).
El retorno hacia el uso de 1a etnomedicina en la terapéutica se favorecié por:
e El descubr‘imiento de graves efectos secundarios en farmacos de sintéticos.
e Existe un| mayor conocimiento quimico, farmacologico y clinico de los productos
derivados de plantas.
* Se han desarrollado nuevas formas de preparacion y administracion de los productos
derivados de plantas.

» Existen mLtodos analiticos que garantizan un mejor control de calidad.

* En los productos fitoterapetticos existe menos peligro por automedicacion

Los remedios basados en plantas presentan una inmensa ventaja con respecto a los
tratamientos |quimicos. En las plantas los principios activos se hallan biolégicamente
equilibrados |por la presencia de sustancias complementarias o sinérgicas, que van a
potenciarse entre si de forma que en general no se acumulan en el organismo, y sus efectos
indeseables estin limitados. En algunas plantas su mecanismo de accion consiste en
estimular las|defensas del organismo en vez de sustituirlas. Su accion es profunda pero sin
agredir al organismo. El resultado es una accion mas eficaz, duradera y sobre todo,
desprovista de mayores efectos secundarios (34, 37, 39).

I.a Fitoterapia se ha ampliado a medida que se descubren nuevas propiedades
curativas y se adquiere experiencia en su uso y manejo. Sin embargo, a pesar de que han

aumentado las investigaciones y estudios cientificos de las plantas, todavia no se conocen




muchos de l‘os principios activos y modos de accion a los que deben las plantas sus
extraordinarias cualidades. Actualmente existen en el mundo muchas especies que esperan
ser descubiertas por el hombre para dar una solucion a los problemas de salud que lo

aquejan (35-39).

b) Uso de plantas medicinales

En G|uatemala los mayas lentamente descubrieron una medicina naturista y
empirica, reconocieron propiedades curativas de muchas plantas, desarrollaron amplios
conocimientos sobre la flora de las tierras que habitaron, lograron seleccionar y aprovechar
todas aquellas a las que les descubnieron propiedades terapéuticas (40).

La etnomedicina prehispanica logré sobrevivir al periodo colonial, a pesar de la
influencia de|los espafioles, y es la que se ha conservado hasta la fecha. En el siglo pasado
se le comenzo a dar la importancia que realmente merece por lo que se inicio a recopilar,
documentar y realizar investigaciones que apoyen y justifiquen el uso de plantas; a finales
de los 80's 1'|m'cios de los 90's se iniciaron a realizar investigaciones que determinaran
actividades antiprotozoarias, antifiingicas antibacterianas y efectos toxicos de las plantas

utilizadas enl la etnomedicina. Las instituciones que se han encargado de rescatar esta

costumbre s|3n: Laboratorio de Productos Fitofarmaceiticos Farmaya, la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia y el Centro de Estudios Mesoaméricanos sobre Tecnologia

Apropiada (CEMAT).

c) Estudios de plantas inmunomoduladoras

En la|actualidad el uso de plantas no solamente se basa en los conocimientos de la
medicina tradictonal; por el punto de vista que tiene el hombre hacia la terapéutica, ha
surgido la necesidad de conocer propiedades, mecanismos de accion y beneficios que
ofrece el uso de los extractos de plantas, por lo que se realiza una serie de investigaciones
sistemadticas experimentales y clinicas (2}.

En algunos paises se han realizado investigaciones que determinan la actividad
inmunomoduladora de plantas sobre el sistema del complemento para lo cual han elegido

plantas que tengan propiedades: antiinflamatorias, antiparasitarias, antipiréticas,




antirreumadticas y de uso en enfermedades hepaticas. Estos estudios han concluido que
tienen actividad anticomplementaria, es decir que disminuyen la actividad del sistema del
complemento; esta accidon se puede originar por medio de: quelacion de Ca*?, Mg*?2 6
interacciones con los componentes simples de alguna via del sistema del complemento (41-

46).

La actividad inmunomoduladora de extractos de plantas puede ser expresada a

través de mecanismos diferentes. Desde un punto de vista molecular, los compuestos que

se conoce que modulan la respuesta inmune pueden pertenecer a cualquier clase de

estructura molecular. Lo que refleja una diversidad y variedad de lugares, mecanismos vy

niveles de interferencia con la respuesta inmune. Los inmunomoduladores derivados de
productos na|turales pueden ser clasificados como compuestos de alto y bajo peso
molecular. Una clasificacion mas especifica revela compuestos activos que pertenecen a
cualquiera de las siguientes clases de sustancias: carbohidratos, terpenos, esteroides,
fenoles, cumjlrinas, amnoacidos, péptidos, proteinas, glicoproteinas, aicaloides y otros

compuestos organicos que contienen nitrogeno (3, 29).

El numero de compuestos que pueden ser aplicados terapéuticamente demuestra que
la habilidad de un compuesto para estimular el sistema inmune es dependiente de varias

condiciones tales como peso molecular, solubilidad y tipo de estructura molecular (29).

d) Plantas antiparasitarias
En Guatemala la principal fuente de informacion para el uso y seleccion de plantas
en la investigacion es por conocimientos de la medicina tradicional es decir la derivada de

los textos clasicos de medicina tradicional, intervenciones y consultas orales a naturistas,
curanderos y ;personas que practican los sistemas de medicina tradicional y folkléricos (4,
47, 48). De plantas seleccionadas se han hecho extractos y se han realizado ensayos para
determinar 1al actividad antiprotozoaria intracelular. A continuacién se describen aquellas

que han dado resultado positivo.




V. Lippia graveolens HBK (Orégano, Mejorana)

Pertenece a la familia Verbenaceae. Arbusto delgado de hasta 2 m de alto, las ramas
con pubescencia corto-pilosa; hojas con peciolos de 5-10 cm de largo, las ldminas oblongas
a elipticas u/ovado a ovado-oblongas, 2-4 cm de largo, usualmente obtusas o redondeadas
en el apice, algunas veces agudo, redondeadas o subcordadas en la base, densamente suave-
pilosas en el|haz, suave al tacto, glandular y densamente tomentosa o pilosa en el envés, el
margen finamente crenado; pedtinculos 2-6 en la axila de la hoja, 4-12 cm flores en espigas

subglobosas a oblongas (49).

Es nativa desde Baja California y Sur de Texas hasta Nicaragua, se encuentra en
bosque secos y montes espinosos subtropicales, en pendientes pedregosas muy secas, en
matorrales humedos o secos y planicies hasta 350 metros sobre el nivel del mar (49).

En laletnomedicina se usa la decoccidn o infusion de hojas por via oral para tratar
anemia, afecciones gastrointestinales y respiratorias, hidopesia e ictericia. La decoccion en
leche se usa para tratar asma y bronquitis. Topicamente se aplica para la cicatrizacion de
heridas, llaga\s ¢ inflamaciones. En cataplasma se utiliza para madurar abscesos y calmar
neuralgias. La planta fresca macerada en aceite se aplica a los dolores reumaticos. Se le
atribuye propiedades de antioxidante, antiséptica, aromatica, calmante, carminativa,
cicatrizante, éigestiva, diurética, emenagoga, espasmolitica, estomaquica, expectorante,
febrifuga, pectoral, sudorifica, tonica y antifingico (49).

Se ha |demostrado que tiene actividad antibidtica (contra Escherichia coli,
Pseudomona |aeruginosa, Salmonella typhi, Shigelfa flexneri, Staphylococcus aureus
Streptococcus| pyogenes 'y Streptoccus preumoniae), 'y actividad antiprotozoana (contra

Leishmania mexicana, epimastigotes y tripomastigotes de 7rypanosoma cruzi) (49, 50, 51).

2. Newrolaena lobata L.R Br (Mano de Lagarto, Tabaquillo, Tres puntas)

Pertenece a la familia Asteraceae/Compositae. Hierba erecta, de 1-4 m de alto, poco
ramificada, tallos estriados, sulcados pubescentes con ramificaciones escasas. Hojas cortas
pecioladas o sésiles, glabras, alternas, acuminadas o agudas a la base, 5-30 ¢m de largo,

dentadas, corto-pilosas al envés. Inflorescencia, corolas anaranjado-amariilas (49).




Es nativa desde el sur de México hasta el Norte de Colombia y Venezuela
incluyendo las istas del Caribe. Se distribuye desde el nivel del mar hasta 1,450 m de altura
(49).

En la etnomedicina se usa la decoccion de hojas por via oral para la diabetes,

diarrea, paludismo, fiebre, dolor de estomago, enfermedades de la piel, anemia, afecciones
hepdticas, hipertension, dismenorrea y Gonorrea (49).

Las actividades biologicas que se han demostrado son hipoglicemiante y actividad
antiprotozoaria (contra trypomastigotes de Irypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum,
Leishmania mexicana, y Leishmania brasilensis, Trichomona vaginalis). Es inactivo como
agente antitumoral, en la actividad linfoproliferativa y tampoco presento actividad contra
Aspergillus | flavus, Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum, Cryptococcus

neoformansiy Candida albicans (5, 49, 52, 53, 54).

3. Petiveria alliacea L (Apacin)

Pertenece a la familia Phytolaccaceae. Es una planta americana aromatica, de unos
30 a 100 cm de alto, tallo erecto poco ramoso, pubescente; hojas simples, alternas, casi
lampifias, por lo general elipticas v granulosas hacia el peciolo, de 6 a 15 cm de largo por 3
a 5 de ancho; y espiga terminal con flores hermafroditas pequefias blanquecinas. Su habitat
abarca desde la Florida, México, Antillas hasta gran parte de Sudamérica (55).
Las| actividades biologicas de la planta abarcan el campo de la infectologia,
inmunologia y la oncologia (49, 55).

En la infectologia se encuentra la actividad antimalarica frente a cepas de

Plasmodium falciparun, actividad antimicotica frente a cepas Lpidermophyton floccosum;
no ha demosirado eficacia contra cultivos de Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus
aureus, ;Lcho,ohymn spp., Candida albicans, Trichomona vaginalis, Streptococcus
pyogenes, [Streptococcus pneumoniae y Salmonella typhi. En forma aislada el Bencil-2-
hidroxietilitrisulfuro ha demostrado actividad contra Bacillus subtilis, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli y Candida albicans. El aceite esencial ha demostrado accion




insecticida contra ejemplares adultos de algunas variedades de mosquitos y actividad
repelente contra la polilla de ropa (55, 56, 57).
En el campo de la inmunologia el extracto de raiz en dosis de | mg aplicada

localmente ha demostrado actividad antiinflamatoria, la infusion de raiz administrada

oralmente, enl dosis de 750 mg/k ha demostrado accion analgésica periférica, mientras que
dosis de 1g/k ha demostrado efecto analgésico central (55).

En la| oncologia no ha demostrado actividad contra sarcoma (S180 y S37),
carcinoma de Erlich y adenocarcinoma mamario producida en ratones albinos. Estudios
informan de casos de leucemia tratados exitosamente con esta planta. El mecanismo de
accion in vifro ha demostrado: produccién de interferon en ratones, estimula la actividad de
células asesinas en ratones, incremento del indice fagocitico de granulocitos humanos. Por
otra parte, el bencil-2-hidroxi-5-etil trisulfuro se ha relacionado con una accion estimulante
del sistema reticulo-endotelial (49, 55, 58).

El extracto de hojas tiene actividad hipoglicemiante, el extracto metonolico de la
raiz ha demostrado actividad profilactica y terapéutica en casos de enfermedad hepatica
experimental, Posee actividad estimulante uterina débil (55).

En la|etnomedicina se usa la decoccion de hojas por via oral para resfriados,
afecciones gastrointestinales, alteraciones de las vias respiratorias (amigdalitis, asma,
bronquitis, catarros, tos ferina), calambres, inflamaciones de la vej iga, para dolor de muelas
(se hacen buches tibios con lo preparado); se considera que tiene propiedades diuréticas,
sudorificas, expectorantes, antiespasmodicas, depurativas, se ha usado como vermifuga,
emenagoga, 'abortiva, en el reumatismo, parilisis, histeria, hidrofobia, como
antiinflamatorio, cicatrizante local, antiinfeccioso, analgésico (1a hoja atada directamente en

la cabeza alivia el dolor de cabeza) y calambres (49, 55).

4. Rhizophora mangle L. (Mangle)
Pertenece a la familia Rhizophoraceae. Arbol o arbusto que alcanza alturas de 40 m
y mide méas de un metro de didmetro, tronco derecho con raices zancudas, de copa

redondeada, perenne; corteza gris clara o blanquecina, lisa o fisurada, roja en su interior;




hojas simples, coridceas y perennes, aglomeradas en la punta de las ramas jovenes, verde
oscuras en el haz y mas clara en el envés, donde presenta puntos negros; flores de 2.5 cm de
diametro, caliz amarillo-verdoso y pétalos lanceolados, blancos, mas morenos en la punta,
con 8 estambres (59).

Crece ¢n regiones tropicales y subtropicales, en altitudes de zonas costeras y
estuarios, pueden vivir en suelos con alta concentracién de sal, drenaje pobre, areas
| inundadas, ir ‘egularmente inundadas por la marea o con filtraciones de agua dulce.

Generalmente se usa para obtener lefia, carbon, madera, taninos, resinas, y para la
fabricacion del rayon. En la etnomedicina tiene reputacion de tener propiedades
astringentes y desinfectantes (59).

Se ha demostrado que tiene actividad antibacteriana (contra Staphylococcus aureus),
actividad antimicética (contra Trichophytum rubrum, Candida albicans, Candida
parapsillosis |y Cryptococcus neoformans) antiprotozoaria (contra Leishmania mexicana,

epimastigotes y tripomastigotes de 7. cruzi) (60, 61, 62).

5. Solanum americanun Miller (Hierba Mora, Macuy, Quilete) -

Pertencce a la familia Solanaceae. Hierba de 1 m de alto, tallo pubescente. Hojas en
pares o solitarias, 3-14 cm de largo, lanceoladas, apice agudo. Inflorescencia internodal,
racemiforme, pedunculada, pocas flores en calices. Se encuentra distribuido en toda
América crece en matorrales y sembradios a alturas que van de 350-1,500 metros sobre ¢l

nivel del mar{(49, 63).

Como medicina tradicional se usa la decoccion de hojas por via topica para el
tratamiento ‘de afecciones dermatomucosas (abscesos, dermatitis, eczema, ersipela,
exantema, heridas, Jeucorrea, llagas, mezquinos, plstulas, tifia, ulcera y vaginitis). Por via
oral se usa en el tratamiento de asma amigdalitis, anemia, cirrosis, colico, diarrea, dolor de
muelas, escorbuto, estrefiimiento, gastritis, hinchazon meningitis, nerviosismo, paludismo,
presion alta, retencion urinaria, reumatismo, tos ferina y ulcera gastrica (49, 63).

Se le atribuye propiedad aperitiva, calmante, depurativa, diurética, desinflamante,

emoliente, febrifuga, mineralizante, reconstituyente, sedante vulneraria (63).




Se ha demostrado que tiene actividad antibidtica {(contra S. aureus), antimicotica
(contra (_?anJida athicans, Cryptococcus neoformans, Microsporum canis, Trichophyton
mentagrophytes, Trichophyton rubrum y Fpidermophyton floccosum), antiprotozoaria
(contra Leishmania mexicana, epimastigotes y tripomastigotes de 7 cruzi y Entamoeba

histolytica), espasmolitica y verrucosida (49, 64, 65).




V. JUSTIFICACION

Las actitudes discriminatorias que se han tenido por mucho tiempo hacia las plantas

medicinales no estan justificadas por lo que es adecuado realizar una evaluacién de los

potenciales terapéuticos de los extractos de dichas plantas. En nuestro pais el uso de

extractos vegetales con fines terapéuticos como medicina alternativa es muy frecuente por

lo que surge la necesidad de investigar posibles mecanismos de accion.

El extracto de una planta es un conjunto de estructuras moleculares complejas, por

lo que poseen

una amplia variedad de propiedades curativas y cada estructura puede tener

diferentes mecanismos de accion los cuales pueden ser sinérgicos entre si. La mayoria de

estos mecanismos son desconocidos y uno de los cuales podria ser la modulacion de la

respuesta inmune, que incluye el sistema de complemento, que juega un papel importante

en la defensa contra infecciones.

En Guatemala en el siglo pasado se iniciaron investigaciones para determinar

propiedades antiparasitarias, antifingicas y antimicrobianas de una gran variedad de

extractos de plantas. Hasta la fecha se estudiaron aproximadamente treinta extractos de

plantas que se

de ellas. Fn la

consideraban como antiparasitarias intracelulares, resultando positivas siete

actualidad se desea establecer otro tipo de actividad o mecanismo de accién

de los extractos de plantas positivas y es determinar si éstas activan el sistema del

complemento)

y por lo tanto

Lo que
ensayos hemo

complemento

han mostrado actividad antiprotozoaria.

que conduce a la formaciéon de MAC (Complejo de Ataque a la Membrana)

la tisis celular.

se pretende con esta investigacion es establecer y estandarizar las técnicas de
liticos para determinar la actividad inmunomoduladora sobre el sistema de

y realizar un tamizaje de esta actividad con extractos de cinco plantas que

s, gy
/?41 e “
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. V. OBJETIVOS
A. GENERAL
I, Demostrar actividad inmunomoduladora in vitro de extractos etandlicos de cinco

plantas.

B. ESPECIFICOS:
|, Estandarizar técnicas de ensayos hemoliticos para determinar la actividad

inmunomoduladora sobre ¢l sistema del complemento.

2. Identificar de los extractos etandlicos de cinco plantas, cuales tienen la capacidad de
modular|la via clasica, la via alterna y la ruta terminal del sistema del complemento,

modificando de tal forma la respuesta inmune.

3. Determinar la concentracion a la que los extractos vegetales expresan capacidad

inmunomoduladora sobre la via clasica, la via alterna y 1a ruta terminal del sistema

del complemento




- De los

intraceltulares,

complemento
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vl. HIPOTESIS

extractos etanohcos de cinco plantas que tienen actividad contra protozoos
por lo menos uno tiene actividad inmunomoduladora en el sistema del

ya sea por la via clasica, alterna o ruta terminal.




b)

Humanos

VII. MATERIALES Y METODOS

UNIVERSO DE TRABAJO

Extractos etanolicos de cinco plantas que tienen actividad antiprotozoaria intracelular.

Muestra
Extractos etanolicos de hoja de Lippia graveolens, hoja de Neurolaena lobata, hoja y
raiz de |Petiveria alliacea, corteza de Rhizophora mangle y hoja de Solanum

americanum.

RECURSOS:

Asesores
Licda. Ana Margarita Paz de Ramirez

Lic. Armandoe Caceres

Investigador

Br. Annabella Osorio Velasquez

Fisicos
Reactivos

Mezcla de sueros humanos (MSH)

Mezcla de sueros humanos inactivos (30 minutos a 56° C)
Solucion salina

Agua destilada

Agua desminerahizada

Extractos etandlicos de cinco plantas

Eritrocitos de camero, de conejo y de cobayo

Amboceptor (anticuerpos contra eritrocitos de carnero Dilucion 1:100)

Inutina




Disolucion amortiguadora salina de veronal concentrado cinco veces (5 * VSB®), éste

sirvio camo solucion stock para la preparacion de las disoluciones amortiguadoras:

(i) VSBY, no contiene aditivos.

(i1) VSB +, contiene 0.5 mM de Mg?* y 0.15 mM Ca?*,

(it1) EGTA-VB, contiene 2.5 mM de Mg2* y 8 mM de EGTA (etilen-glicol-bis (f3-
aminoetil eter)-N,N,N’ N’-acido tetraacético).

(iv) EDTA-VB, contiene 10 mM de EDTA (4cido etilen-diamino tetraacético).

Productos plasticos

Placas estériles de microtitulacién de fondo plano

Placas estériles de microtitulacion de fondo en U

Tubos eppendorf de 0.5 mi

Productos de vidrio

Pipetas Pasteur

Hemocilémetro de Neubauer

Tubos d‘e ensayo de 25 ml

Equipo

Centrifuga

Balanzal

Incubadora 37°C y 56°C

Lector de Elisa

Pipetas ‘de 50ul, 100ul, 200ul., 1600 pL

Autoclave

Institucionales
Departamento de Citohistologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC.
Laboratorio de Productos Fitofarmacéuticos FARMAYA

Laboratorio Clinico Santa Elisa




a)

i1

v

PROCEDIMIENTO

Segiin version modificada del microensayo de la via clisica y via alterna descrito por

Kilerx y

|

(1992) (6, 7).

Ensayo
Determinacion hemolitica para la actividad de la via clasica del complemento
Sensibilizacion de eritrocitos de carnero

Se lavo | tres veces los enitrocitos de carmero con solucion salina.

Col. (1983). Para la ruta litica es una version modificada de Bootsma y Col.

Se prepard una suspension de eritrocitos a una concentracion de 4 x 10% células/mi

con la disolucién amortiguadora VSB *+*.

Se sensibilizaron los eritrocitos, mezclando 1 ml de amboceptor (dilucion 1:100) con

7 ml de VSB* y 8 m! de la suspension de eritrocitos, se incubo a temperatura

ambiente por 10 minutos.

Se lavo tres veces los eritrocitos de carero sensibilizados (ShEA) con VSB+

Se prepar6 una suspensién de eritrocitos a una concentracion de 1.15 x 108 células/m!

Se dejaron los ShEA en hielo hasta su utilizacion.

Colocacion de las muestras en tubos eppendorf (ver figura No.1)

Se agregd 100 ul de muestra en el tubo respectivo y se realizo las diluciones

seriadas.

Preparacion de controles para la medicion de actividad sérica (ver figura No. 1)
Se agrego 50 pl de VSB* a HI-H6 (actividad de suero)
Se agregd 100 pul de VSB* alas filas H7-H® (hemolisis al 0%)

Se agrego 100 pl de agua desmineralizada a HI0-HI2 (hemolisis al 100%)

Preparacion de la dilucién del suero y preincubacién:




. Se ag

con 5|m! de VSB**) a los tubos H4-H6 y blancos de muestra.

. Sem

esta solucidn a los tubos control y muestras problema

. Se taparon los tubos y se preincubaron a 37°C por 30 minutos

FIGURA No. 1: esquema de la colocacion de muestras y controles

regd 50 pl de la solucion de suero inactivo (63 ! de suero inactivo mezclado

ezcld 125 ul de suero humano normal con 10 ml de VSB** y se agregd 50 pi de

Mx 1 Mx 2 Mx 3 Mx 4
SA SA Sl SA SA Si SA SA Sl SA SA Sl
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al O Ol O O O & O @ OO D
B | & <l o ¢ OO O O OO <& D D
C T::) O OO O o OO O DD T o
DI O O &© Ol & OO & & o
E I O OOl O Ol OO O O & OO
F I & O o &© O & O OO O O OO
Gl @O | O & O O O OO D o
HICD & o & O OO O O O O o
CONTROLES
Celdas Hi-H3 Celdas H4-H6 miden Celdas H7-H9 miden Celdas H10-H12
.r|niden acti- Blanco de suero Hemolisis al 0% miden hemdlisis al
vidad de suero 100%
Mx|l = muestra etanolica 1 Mx 2 = muestra etanolica 2
Mx|3 = muestra etanolica 3 Mx 4 = muestra etandlica 4
SAF columnas donde se agrega suero activo

SI = columnas donde se agrega suero inactivo

v, Incubacion:

o Después de la preincubacion se agregé 50 pl de la suspension ShEA a cada tubo

e Se Inciibd a 37°C por 60 minutos.

vi. Medic

on de la hemolisis

.

‘ iy
B S N
=S
—
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e Se aifiadid 200 pl de agua desmincralizada a los pozos de una placa de fondo plano
e  Se transfirié 50 ! de los sobrenadantes a las placas de fondo plano respectivamente.

e Semedid|la DO (densidad optica) a 405 nm en un lector de ELISA

VIL. Calculo

e Determinacion de la Actividad Sérica como % de lisis

04 de lisis = DQasos promedio (H1, H2, H3) — DO405_promedio (H4, HS, H6) x 100
DOaos promedio (H10, H11, H12) - DO4os promedio (H7, H8, HY)

e Actividad Inhibitoria de la muestra Vrs. el control

Ejemplo: para la concentracion mas alta de la muestra (A1, A2, y A3)

9, de inhibicién = 100 - DO1ws promedio (Al, A2) — D045 (A3) x 100
DO40s promedio (H1, H2, H3) — DOsos promedio (H4, H5, H6)

. Calculo de Clso {(concentracion de la muestra en estudio necesaria para obtener un 50%
de lisis eritrocitaria); sc realizé la grafica de porcentaje de Inhibicién versus lLog
Concetitracion, con la recta de regresion obtenida (al menos 4-5 valores significativos)

se extrapola el vator del 50% de inhibicion para obtener Clsq

5 Determinaciéon hemolitica para la actividad de la via alterna de! complemento:

i. Preparacion de la suspension de eritrocitos:

e  Se lavaron los eritrocitos de conejo tres veces con solucion salina

e Se preparé una suspension de eritrocitos a una concentracion de 1.15 x 108 células/ml
con E(l_‘rTA-VB.

e  Se coloco la suspension de eritrocitos en hielo hasta su utilizacion.

—

i Colocacion de muestras en solucién en tubos eppendorf {ver figura No.1}




e Scagrepd|100 pl de muestra en los tubos respectivos y se realizaron diluciones seriadas

con EGTA-VB.

iii. Preparacion de controles para la medicién de actividad sérica (ver figura No.1)

e Seagrego 50 ui de EGTA-VB a H1-H6 (actividad sérica)

o Seagrego 125 pl de EGTA-VB alas filas H7-H9 (control de hemolisis 0%)

e Seagrego 125 ul de agua desmineralizada a H10-H12 (control de hemolisis 100%)

iv. Preparation de la dilucion del suero y preincubacion:
e  Se agrego 25 pl de la solucion de suero inactivo (se mezelo 500 pl de suero nactivo

con 1000 pl de EGTA-VB) a los tubos H4-H6 y blancos de muestra.

e Scmeztlo 1 ml de suero humano normal con 2 ml de EGTA-VB y se agregd 25 pl de
esta solucion a los tubos control y muestras problema.

e  Se taparon los tubos y se preincubaron por 30 minutos a 37°C

v. Incubacion:

Después de la preincubacion, se agregd 25 pl de la suspension de eritrocitos de conejo
a cada tubo.

e  Scincubd a 37°C por 30 minutos.
vi. Medicion de la hemolisis y célculo:
e Verinciso vi y vii del ensayo de la determinacion hemolitica para la actividad de la

via clasica del complemento.

Determinacion hemolitica para la actividad de la ruta terminal del complemento

LI

—_

Preparar suspension de eritrocitos:

Se lavo tres veces los eritrocitos de cobayo con solucion salina

Se preparé una suspension de eritrocitos a una concentracion de 1.15 x 108 células /ml

con EDTA-VB.




tt.

v,

vi.

Se colocd en hielo la suspension de eritrocitos hasia su utilizacion.

Preparacion del complejo C5bCo
En un tubo de 12 ml se colocd 500 pi de la MSH, 500 ul de VSB® y 2.5 mg de inulina.
Se incubo el tubo a 37 °C por 30 minutos

Posteriormente, se diluyé la suspension anterior 1:12 con EDTA-VB

Colocacion de muestras en tubos eppendorf (ver figura No. 1)
Se agregd 100 pl de las muestra en los tubos respectivos y se realizo diluciones

seriadas

Preparacion de los controles para la medicion de actividad sérica

Se agregd 50 ul de EDTA-VB a H1-H6 (HI-H3 para la determinacion de la actividad
del suerlo; H4-H6 son el blanco suero).

Se agregd 150 pl de EDTA-VB alas filas H7-H9 (control de hemolisis 0%)

Se agrelg(') 150 pl de agua desmineralizada a H10-H12 (control de hemolisis 100%)

Incubali(')n:

Para lajpreparacion del blanco reactivo, se mezclé 500 pl de suero inactivo con 11.5 ml
de EDTA-VB v se Agregd 100 pl de esta solucion a H4-H6 y muestras blanco.

Se agregd 100 pl de la solucién preparada en el numeral ii. a los tubos control y
muestras problemas

Se agregd 25 ul de la suspension de eritrocitos de cobayo a cada tubo.

Se taparon los tubos y se incubaron a 37°C por 60 minutos

Medicion de la hemdlisis
Ver inciso vi y vii del ensayo de la determinacion hemolitica para la actividad de la

via clasica del complemento.
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4. Reto hemolitico:

Los ensavos que se describieron anteriormente usan eritrocitos como células blanco
del complemento, los cuales tienen abundantes antigenos de superficie que provocan
reacciones con los anticuerpos especificos, y su lisis da lugar a la liberacion de
hemoglobina que se puede cuantificar. También se usa una mezcla de suero humano

normal como fuente de complemento.

Un resultado se considerd positivo cuando el ‘extracto produjo un 50% de aumento o
un 50% de disminucion en la concentracion de hemoglobina comparado frente al resultado
de la actividad sérica y la concentracion de la muestra en estudio necesaria para obtener un

50% de hisis l;ritrocitaria (Clso) fue menor a 15 pg/ml

b) Diseiio de Estudio
1. Muestreo

Forma: no probabilistica

Tamafio: 6 extractos etandlicos. (hoja de Lippia graveolens, hoja de Neurolaena
lobata, hoja y raiz de Petiveria alliacea, corteza de Rhizophora mangle y hoja de

Solanum americanum).

Variables de interés: hemolisis




Fase experimental:

Namero de grupos: 6 (con dosis tnica: 1 mg/ml.)

Grupo A: extracto etandlico de /.. graveolens (hoja)

Grupo B: extracto etanolico de N. lobaiu (hoja)

Grupo C: extracto etandlico de /. alliacea (hoja)

Grupo D: extracto etandlico de . alliacea (raiz)

Grupo E: extracto etandlico de R. mangle (corteza)

Grupo F: extracto etandlico de S. americanum

Grupo G: controles: tubos de 1-3: suero activo (control de actividad serica)
tubos de 3-6: suero inactivo (blanco de control de actividad sérica)
tubos de 7-9: disolucién amortiguadora (control negativo, hemolisis 0%)

tubos de 10-12: agua desmineralizada (control positivo, hemalisis 100%)

Quedando distribuido asi:

R R1 R2 R3

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Al & O © O D & o
Bl oo o i & O | O 5D
C |1 O Ol O O Ik &
DI o O | O OIS & O
E I O i O O | & o
F |l <& | & O €& o
Gl O ol o O/ & o
H|IC co Ol & o | <& O

R®= repeticiones

Detérminacion de la Clso (concentraciéon de la muestra en estudio necesaria para
obtener un 50% de lisis eritrocitaria)

De flos extractos etandlicos de plantas que presentaron un 50% de aumento o un
50% de disminucion en la concentracion de hemoglobina comparado frente al
resultado de la actividad sérica se les determiné la Clso, variando la concentracion

en 166.67, 55.5, 18.51, 6.17,2.05, 0.68 pg/ml.




36

4. Analisis de Resultados:

Las respuestas medidas son

Positiva: si el extracto aumento (actividad estimuladora) o disminuyd (actividad
inhibidora) en un 50% la concentracion de hemoglobina comparado frente al resultado de la
actividad sérica y si la concentracion de la muestra en estudio necesaria para obtener un

50% de lisis|eritrocitaria (Clso) fue menora 15 pug/ml.

Negativa: si la concentracién de hemoglobina producida por el extracto quedd

inalterada comparada frente al resultado de la actividad sérica o la Clso fue mayor a 16

pg/ml.
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VIIl. RESULTADOS

Actividad inhibitoria de los extractos etandlicos sobre ¢l sistema del

complemento

Actividad de 1a via clasica

En las graficas se observa que conforme aumenta la concentracion de la muestra el

porcentaje de inhibicién va aumentando, demostrando una correlacion Dosis-Efecto.

El porcentaje de inhibicion es inversamente proporcional a la concentracion de

hemoglobina producida por el extracto, por lo que cuanto mas concentracion de la

muestra existe, mas protegido se encuentra el eritrocito de la hemolisis causada por la

activacion del complemento.

Extractos de plantas con resultado positivo

Los | extractos que se¢ mencionan a continuacion presentaron actividad
anticomplementaria o bloqueo de la activacion de la via clasica y la concentracion
del extracto a la que se obtuvo un 50% de lisis eritrocitaria (Clso) fue menor a 15
pg/mi.
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Grafica No. 2
Extracto de /. alliacea (raiz)
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Grafica No. 3
Extracto de  S. americanum (hoja)
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2)  Extractos de plantas con resultado negativo

Los extractos que se mencionan a conlinuacion tienen actividad anticomplementaria

con Clso mayor a 16 pg/ml.

Gréfica No. 4
Extracto de L. graveolens (hoja)
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Grafica No. 5
Extracto de N. Jobata (hoja)
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Grafica No. 6
Extracto de R. mangle (corteza)
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b) Actividad de la via alterna:
En lis graficas se observa que conforme aumenta la concentracion de la muestra,
también aumenta el porcentaje de hemolisis, demostrando una correlacion Dosis-
Efecto. El porcentaje de hemolisis es proporcional a la concentracion de
| hemogiobina producida por el extracto, es decir que cuanto mas concentracién de la
! muestra existe mas hemélisis es causada por la activacion del complemento.
1)  Extractos de plantas con resultado positivo para la activacion de la via alterna

Los| extractos que se mencionan a continuacion presentaron una Clso menor a 15

pg/ml.




Grafica No. 7
i Extracto de P. alliacea (hoja)
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Grafica No. 8
Extracto de P. alliacea (raiz)
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Grafica No. 9
Extracto de S§. americanum (hoja)
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2)  Extractos de plantas con resultado negativo para la activacion de la via alterna

Los extractos que se mefcionan a continuacion presentaron una Clso mayor a 16

ug/ml.
_ Grafica No. 10
Extracto de L. graveolens (hoja)
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Grafica No. 11
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3}  Extracto de planta con resultado negativo para la inhibicién de la via alterna

El extractos que se mencionan a continuacion presento una Clso mayor a 16 pug/ml.
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Grafica No. 12
Extracto de R. mangle (corteza)
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Actividad de la ruta terminal

En las

aumen

disminuy6, por lo que se observa relacion Dosis-Efecto en las graficas No. 13 y No.
14 y una ausencia de ésta en las graficas No. 15 a No. 18. EI porcentaje de
inhibicién es inversamente proporcional a la concentracion de hemoglobina
producida por el extracto, por lo que no fue significativa la hemolisis causada por
activacion del complemento. Ninguno de los extractos activo la ruta terminal del

complemento.

Extractos que ticnen relacion Dosis-Efecto

aficas se observa que el porcentaje de inhibicién no es mayor al 50% aunque

to la concentracion de la muestra el porcentaje se mantuvo o en algunos casos

% Inhibicio:

Grafica No. 13
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Grafica No. 14
Extracto de R. mangle (corteza)
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2)

Extractos que no tienen relacion Dosis-Efecto

9% inhibicidn

Extracto de L. graveolens (hoja)

Grafica No. 15
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Grafica No. 16
Extracto de N. lobata (hoja)
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GraficaNo. 17
Extracto de P. alliacea (hoja)
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Grafica No. 18
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B. Actividad de los extractos en estudio

De acuerdo a las graficas de la actividad inhibitoria de la muestra y al analisis de

datos se realiz

5 la siguiente tabla de resultados.

Tabla Neo. 1

Actividad inmunomoduladora de los extractos etanolicos

Nombre cientiiﬁco Via clasica Via alterna Ruta terminal
Lippia graveolens (hoja) Negativo Negativo Negativo
Neurolaena lo‘bata (hoja) Negativo Negativo Negativo
Petiveria alliacea (hoja) Positivo (I)! Positivo (E)? Negativo
Petiveria alliacea (raiz) Positivo (I} Positivo (E) Negativo
Rizophora mangle (corteza) ~ Negativo Negativo Negativo
Solanum americanum (hoja)  Positivo () Positivo (E) Negativo

(1} = ac
E)=a

tividad inhibidora

ctividad estimulante

C. Determinacion de la CIso (concentracion de ia muestra en estudio necesaria para

obtener;

A todos

un 50% de lisis eritrocitaria)

Tabla No. 2

Determinacion de la Clso

los extractos se les determind la Clso ensayando diferentes concentraciones

Nombre cientifico Via Clasica Via alterna

Lippia graveolens (hoja) 148  ug/ml 17 pg/mi
Neurolaena lobata (hoja) 40 pg/ml 42 ug/ml
Petiveria alliacea (hoja) 5 pg/ml 7 ug/ml
Petiveria alliacea (1aiz) 14 pg/ml 6 pg/ml
Rizophora mangle {corteza) 31 ug/ml 111 pg/mi
Solanum americanum (hoja) 8 pg/ml 14 pg/mi




Uno de
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

los objetivos planteados del estudio fue el de estandarizar las técnicas de
iticos para determinar la actividad inmunomoduladora sobre el sistema de
Por la falta de centrifuga de microplacas se hizo solamente una adaptacion

ginal que consistio en trabajar en cantidades semimicro en tubos eppendor,

que si pueden centrifugarse, lo cual no afectd los resultados. Se trabajé con

concentraciones menores a las de 1 mg/ml con el objeto de eliminar la interferencia de los

pigmentos propios de los extractos y se procedid a realizar diluciones seriadas iniciandose a

concentraciones de 250 pg/ml terminando a la concentracion de 3.90 pg/ml para la via

clasica y ruta llitica. En el ensayo de la via alterna se inicié a una concentracion de 166

pg/mty sete

ind con una concentracion de 0.68 pg/ml.

Para realizar el presente estudio se utilizaron los extractos etandlicos de hoja de

Lippia graveo
Rhizophora m

Las gra

clasica del sis

estudio presen

se observa qu

los extractos

ens, hoja de Neurolaena lobata, hoja y raiz de Petiveria alliacea, corteza de
ngle v hoja de Sofanum americanum.

ficas No. 1 a No.6 muestran resultados de la actividad inhibitoria de la via

tema de complemento, se observa que todos los extractos incluidos en el

taron actividad anticomplementaria o inhibidora sobre la via clasica, también

. existe una buena relacion Dosis-Efecto. De acuerdo a la tabla No.l y No.2

con resuitados positivos son hoja y raiz de P. alliacea y hoja de S

americanum, que bloquearon la activacion de la via clasica lo cual puede deberse a muchas

causas, las pri
6 con la lgG;

la activacion

ncipales; la produccion de interferencia con los componentes C1, C2, C3, C4
la quelacién de los cationes divalentes Ca*? 6 Mg*? evitdndose de esta forma

del sistema del complemento; otra causa puede ser la estimulacion de

sustancias reguladoras o inhibidoras de la activacion de la via clasica del sistema del

complemento.

membranas de

del sistema de

Estos re

ya que la plan

También hay que tomar en cuenta que Jos lipopolisacaridos presentes en las
las bacterias Gram negativo tienden a bloquear la activacion de la via clasica
1 complemento (3, 41).

sultados demuestran un apoye al uso popular y un beneficio al ser humano,

ta de . alliaceu tiene reputacion de poseer propiedades antiinflamatorias.
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‘ El sistema del complemento tiene una gran influencia sobre la inflamacion, por lo que es
necesario corroborar con estudios in vive, teniendo presente que aunque todos los ensayos
que existen para medir la actividad de! complemento son cuantitativos, cada ensayo tiene
sus limitaciones en predecir su capacidad para las condiciones in vivo.

De las graficas No. 7 a la No. 12 muestran los resultados de la via alterna, se puede
observar que todos los extractos presentaron actividad estimulante en ésta via, a excepcion

de R. mangle que presento actividad inhibitona, tambicn se aprecia que existe una relacion

Dosis-Efectol Segun la tabla No.1 y No.2 los extractos que tienen resultado positivo son
hoja y raiz de P. alliacea, hojas de S. americanum. Se sabe que la activacion de la via
alterna es tan susceptible que a bajas concentraciones de contaminantes se puede producir
la activacion, por lo que los resultados pueden ser inespecificos. Existe una gran variedad
de contaminantes ambientales y propios del habitat de la planta que pueden haber sido

extraidos fagilmente con el disolvente utilizado (etanol), por ejemplo restos de paredes de

™

hongos, componentes presentes en las membranas celulares de bacterias, etc. Por lo
anterior es necesario realizar determinaciones de la concentracion de lipopolisacaridos y
proteinas para descartar posibles contaminaciones (41).
Segin|las graficas No. 13 a la No. 18 muestran que ninguno de los extractos de planta
incluidos en|este estudio mostrd actividad en la ruta terminal.
De acuerdo a los resultados obtenidos en los cuales muestran que de los extractos
“estudiados mas de uno presentd actividad inmunomoduladora la hipotesis plancada es
aceptada.

Se sabe que existen extractos de plantas que producen hemolisis de eritrocitos a

diferentes concentraciones y diferente tiempo de contacto por 1o que es necesario investigar
sobre la cinética de hemélisis de los extractos estudiados y de esta forma determinar otros

mecanismos de accion que éstas poseen {66).
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X. CONCLUSIONES

Los extractos etanolicos de hojas de . afliucea (Clso=5 pyg/ml), raiz de P’. alliuceu
(Clso+ 14 pg/ml) y hojas de S. americanum (Clso= 8 pg/ml), presentaron actividad

supresora en la via clasica del sistema de complemento.
Los extractos etandlicos de hojas de P. alliacea (Clso=7 pg/ml}), raiz de P. alliacea
(Clso |= 6 pg/ml), y hojas de S. americanum (Clso = 14 pg/ml) presentaron

activacion en la via alterna del sistema de complemento.

Ninguno de los extractos presentd actividad inmunomoduladora en la ruta terminal

del sistema de complemento.

AT
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XI. RECOMENDACIONES
Determinar la presencia de lipopolisacaridos y proteinas a los extractos estudiados

Seguir las estandarizaciones del método con respecto a la via alterna y eliminar los

posibles contaminantes desde la recoleccion hasta la extraccion de las muestras.

Determinar las fracciones que contienen el componente activo de los extractos de
plantas que presentaron actividad inmunomoduladora, caracterizar la estructura

molecular y determinar el mecanismo de accion.

Corroborar los resultados que se obtuvieron en esta investigacion con estudios in

vivo y con bioensayos que determinen fracciones del complemento.

Realizar estudios in vitro que determinen la cinética de hemolisis en eritrocitos

humanos de los extractos de plantas estudiados

Ampliar los estudios con otras plantas inmunomoduladoras utilizadas en la

medicina popular como por ¢jemplo las plantas antiinflamatorias.




[
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X. ANEXOS

ANEXO 1

L.a respuesta inmune

Ingresa dentro del hospedero un
agente “extrafio”

Respuesta inmune N -
inespecifica espuesta' inmune
. Especifica

. Factores inmunes|involucrados: i )
_ Factores inmunes involucrados:

1. Via Alterna del sistema del

Complemento ; I}fj:lfj(;cmaS
2. Células fagociticas e 3 Lint;g;i;psos
- Neutrdfilos (PMN) . - _
. Mor‘mcitos Interaccionan . (C;::E{Z: ; (Cd4 y Cd8)
- Macrofagos 4+ e B
- N{z OeRe 4. Via Clasica del sistema del
3. Monocinas complemento

4. Mediadores inflamatorios
(PAF, AMINAS |, PG LT)

5. Especies readtivas de Oxigeno
(ROS)

- Tomado de: Van den Berg AJJ. Final Report on Sri Lankan Medical Plants.
Netherlands: Elinkwijk B.V. 1992. 103p.(p.14)




ANEXO 2
EL SISTEMA DEL COMPLEMENTO
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CELT I 00
A4

CshCa72pok?
Complejo de Ataque a la Membrana

omado de: Horsten AT Cyelic Peptides in the genus Jatropa (euphorbiaceae)

Jetherlans: elirdewijle BV, 1995 23%. (p.37)
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SLNEXO 3
LA VIA CLASICA DEL COMPLEMENTO

Antigeno

Anticuerpo (IaG) —— | Primera proteina del

Complemento

Cascada del
~ Complemento

Complejo cilindrico
insertado.en la pared
celar

La célula se
hincha y estalla

Tomads de: Understanding the system complement. disporsble en www.ccforg
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Tamizaje de la actividad inmunomoduladora del sistema del complemento por extractos de
cinco plantas medicinales usadas en el tratamiento de infecciones por protozoos
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| . ,
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