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l. RESUMEN

Se exploraron las propiedades moduladoras de seis plantas nativas de Guatemala sobre
las vias clasica y alterna del sistema de complemento. Para ello se evaluaron siete extractos
etanolicos de diferentes organos de las plantas seleccionadas: la hierba de Cissampelos
tropaeolifolia, la hoja de Justicia pectoralis, la hoja de Lippia chiapasensis, la hoja de
Pimenta dioica, la hoja de Piper auritum, y la flor y hoja de Ternstroemia tepezapote;
mediante la aplicacion de una modificacion de los ensayos hemoliticos descritos por Klerx
et.al., estandarizada en el laboratorio del Departamento de Citohistologia de la Facultad de

Ciencias Quimicas y Farmacia USAC.

Los extractos etandlicos de la hoja de Ternstroemia tepezapote (Cls=3.02 pug/ml) y la
hoja de Lippia chiapasensis (Clsp=13.99 pg/ml) mostraron actividad inhibitoria de la via
clasica del sistema de complemento. El extracto etanolico de Lippia chiapasensis (Clsp=14.45
ug/ml) mostré actividad inhibitoria de la via alterna del sistema de complemento. Los
extractos etanolicos de la hoja de Pimenta dioica, la hoja de Piper auritum, la flor de
Ternstroemia tepezapote, la hoja de Justicia pectoralis y la hierba de Cissampelos
tropaeolifolia no presentaron actividad sobre ninguna de las dos vias del sistema de

complemento.

Con base en los resultados obtenidos, fue comprobada la hipdtesis de que el extracto
etanolico de al menos una de las seis plantas nativas de Guatemala evaluadas, posee accion
inmunomoduladora sobre el sistema de complemento. Se sugiere realizar investigaciones para
determinar los principios activos presentes en los extractos que proveen la actividad
moduladora, apoyando la posible aplicacion de estos en el manejo y tratamiento de

enfermedades autoinmunes e inflamatorias



Il. INTRODUCCION

Las nociones de Inmunologia se tienen desde tiempos tan remotos como el afio 400
a.C. y con el paso de los siglos fueron madurando y amplidndose sus principios hasta dar lugar
a lo que actualmente se conoce como la Inmunologia moderna. Esta, como casi todas las
ramas de la medicina humana tiene sus cimientos en el conocimiento de la fisiologia y
anatomia, que dardn lugar a todos los procesos de defensa del individuo ante cualquier
agresion fisica o bioldgica (1).

Ante las multiples patologias que alteran el estado de salud de una persona, se ha hecho
necesario el estudio a fondo de los procesos alterados con el fin de administrar el tratamiento
adecuado. Para ello, la industria farmacéutica aprovech6 los conocimientos ancestrales de
diferentes culturas con el fin de extraer los principios activos contenidos en las plantas,
purificarlos y prepararlos para que puedan ser administrados como medicamento.

A principios del siglo XIX, los boticarios, quimicos o los propietarios de herbolarios
obtenian partes secas de diversas plantas, recogidas localmente o en otros continentes,
fabricaban diversos preparados con estas sustancias, como extractos, tinturas, mezclas,
lociones, pomadas o pildoras y algunos de ellos confeccionaban mayor cantidad de preparados
de la que necesitaban para su propio uso y los vendian a granel a sus colegas.

En 1828, el quimico aleman Friedrich Wdhler calentd un compuesto inorganico, el
cianato de amonio y logro producir urea, que anteriormente sélo se habia conseguido aislar a
partir de la orina. [Esa sintesis revolucionaria hizo que se intentaran sintetizar otros
compuestos orgénicos. Para la futura industria farmacéutica tuvo gran importancia este

descubrimiento, siendo el comienzo de la era de la sintesis de medicamentos (2).

Lamentablemente se ha observado que una buena parte de estos productos quimicos
presenta efectos secundarios indeseables que no suelen ser reportados por la medicina
tradicional.

Esto constituyo el principal motivo por el que la comunidad cientifica comenzara desde
hace algunas décadas a considerar la importancia de la medicina bioldgica y la busqueda de
propiedades medicinales en las plantas y productos bioldgicos, los cuales en su estado natural,

sufren interacciones con otros factores naturales presentes, favorables a la accion curativa sin



presentar efectos secundarios.

La inmunomodulacién es la modificacion del curso espontaneo de las reacciones
inmunitarias y las sustancias inmunomoduladoras son aquellas capaces de promover o
deprimir la habilidad de montar una respuesta inmune. Dichas sustancias competen al estudio
de la inmunofarmacologia, la cual explora las alternativas quimicas y naturales que
representen una posibilidad terapéutica.

Teniendo como base lo anterior, se realizd la presente investigacion en la cual se
exploraron las propiedades moduladoras de los extractos de seis plantas nativas de Guatemala
sobre las vias clasica y alterna del sistema de complemento, como un primer paso en la
utilizacion de estos productos para controlar enfermedades relacionadas con el mecanismo de
respuesta inmune.  Dada la vasta riqueza natural y cultural de Guatemala, sigue vigente el

uso tradicional de miles de plantas para el beneficio de la comunidad.



I1l. ANTECEDENTES

A. RESPUESTA INMUNE

El sistema inmunitario consta de varias lineas de defensa: la inmunidad innata es una
linea de defensa que permite controlar la mayor parte de agentes patdgenos. La inmunidad
adquirida suministra una respuesta especifica frente a cada agente infeccioso. Esta posee
memoria inmunoldgica especifica que tiende a evitar que el agente infeccioso provoque
enfermedad en una segunda infeccion. Pero incluso antes de que actle la inmunidad
inespecifica, el organismo posee una serie de barreras naturales que lo protegen de la infeccion
por agentes patdgenos, asi como una proteccién bioldgica por medio de la microbiota natural
que posee. Estas barreras naturales incluyen barreras anatdmicas como la piel y las
membranas mucosas, el pH &cido de algunas regiones del cuerpo expuestas a agentes
bacterianos, la barrera de temperatura, sustancias antimicrobianas como lisozimas y lisinas
entre otras. Por otro lado, la microbiota normal del organismo evita la colonizacion del

hospedero por microorganismos exogenos (1,2).

B. SISTEMA INMUNE

1. Inmunidad innata, natural o inespecifica

Si el microorganismo o particula extrafio logra atravesar la piel y los epitelios, se pone
en marcha el sistema de inmunidad natural (inespecifica o innata), en el que participan células
y factores solubles por medio de sistemas de endocitosis, fagocitosis, activacion del
complemento por la via alterna o por medio de reacciones de inflamacién aguda. Las células
que actuan a este nivel son fagocitos (polimorfonucleares neutrofilos y monocitos) y células
asesinas naturales (NK); al mismo tiempo los factores solubles que se activan incluyen las

proteinas de fase aguda y el sistema de complemento.

2. Inmunidad adoptiva, adquirida o especifica

Algunos microorganismos no desencadenan activacion del complemento por la ruta



alterna y no pueden ser lisados porque no llegan a ser opsonizados por la proteina C3b.

Incluso existen microorganismos que escapan al control de los fagocitos. Para enfrentarse con

estos "invasores”, el sistema inmune ha desarrollado en los mamiferos una barrera defensiva

adicional, que son los anticuerpos (Ac).

En cada tipo de anticuerpos existen 3 regiones: una que reconoce especificamente a cada

invasor y dos con funciones bioldgicas: unién al complemento, activadndolo por la ruta clésica,

y finalmente la unidn a fagocitos.

En la inmunidad especifica se dan dos tipos de respuesta:

a)

b)

Inmunidad especifica humoral: Los anticuerpos son los mediadores de la
inmunidad especifica humoral, producidos por las células plasmaticas,
diferenciadas a partir de los linfocitos B. La inmunidad humoral, por si
misma, seria de poca utilidad frente a patdgenos intracelulares, bien sea los
estrictos (virus) o facultativos (como los Mycobacterium o muchos protozoos,
como las Leishmania). Para ello ha evolucionado un sistema de inmunidad
celular, que esta mediado por linfocitos T, parecidos citolégicamente a los B,

pero que se diferencian en el timo.

Inmunidad especifica celular: La unién entre el antigeno y el anticuerpo
especifico provoca la activacion de los efectores especificos celulares, los
linfocitos T. Estos reconocen al antigeno (Ag) extrafio siempre que esté
situado sobre la superficie de células del propio organismo hospedero, pero
no pueden reconocer al Ag por si solo, sino que éste ha de estar en
combinaciéon con una molécula marcadora de la superficie celular. Las
moléculas marcadoras de superficie pertenecen al Ilamado sistema principal
de histocompatibilidad (MHC, de "Major Histocompatibility Complex™). Los
linfocitos T, al igual que los B, se seleccionan y se activan combinandose con
el antigeno (aunque necesitan junto a él moléculas MHC), lo que provoca su

expansion clonal.



Finalmente a la activacion especifica humoral o celular se sucede una serie de

mecanismos especificos de ataque contra el agente inmunogénico:

« la activacion del complemento por la ruta clasica, que puede conducir, al igual que en la
ruta alterna, a la lisis del microorganismo invasor

e opsonizacion (recubrimiento) de los fagocitos con complejos Ag-Ac, lo cual facilita la
fagocitosis

« neutralizacién directa de ciertas toxinas y virus por la simple union Ag-Ac. Obsérvese que
los dos primeros efectos son formas que tiene el sistema especifico de "aprovechar”
elementos del sistema de inmunidad innata, mediante los cuales determinados elementos
de este sistema inespecifico son "encarrilados" mediante los anticuerpos (que son
especificos) hacia el foco de la infeccion de un determinado microorganismo, para su

eliminacién (1-3).

C. SISTEMA DE COMPLEMENTO

Se llama sistema de complemento a una serie de aproximadamente 30 proteinas que
forman un sistema enzimatico que puede encontrarse tanto en plasma como en la superficie de
células. Esta caracterizado por la rapida produccion de una respuesta amplificada a algun
estimulo que desencadenard una reaccién en “cascada” en la cual el producto de una reaccion
es el catalizador de la produccidon del siguiente. Muchas proteinas del complemento existen
como precursores inactivos en el suero (zimogenos), y otros residen en la superficie de las
células. Estas proteinas constituyen el 10% de las proteinas séricas, con el componente C3 en

mayor proporcion (cerca de 1.5 mg/ml) (1,4,5).

Las funciones de este sistema incluyen la lisis de células bacterianas y virus
recubiertos, induccion de inflamacion, opsonizacion de particulas antigénicas y la produccion
de fragmentos peptidicos que regulan las caracteristicas de la respuesta inflamatoria e

inmunitaria (1,5).



Pueden distinguirse cuatro unidades en el entorno de la funcion del sistema, dos vias de
activacion, un circuito de amplificacion y una ruta terminal de activacion. Las dos vias de

activacion son conocidas como via clasica y via alterna (1,5).

1. Nomenclatura

Los componentes de la via clasica y terminal se denominan con nimeros que siguen a la
letra C, los componentes de la via alterna se identifican con letras, al igual que otras proteinas
que tienen efectos reguladores en el sistema. Los componentes activados o complejos poseen
una barra sobre ellos para indicar su estado de activacion y los componentes inactivos estan
precedidos por una letra i mindscula. Los fragmentos divididos son designados con una letra
pequefia luego del componente. Las cadenas polipeptidicas de proteinas del complemento se
designan con una letra griega luego de la indicacion del componente. Los receptores de
membrana para C3 estan abreviados CR1, CR2, CR3y CR4 (1,5).

2. Via Clasica de Activacion

Esta es activada normalmente por complejos antigeno-anticuerpo, principalmente
formados por inmunoglobulinas del tipo IgG1, IgG3 e IgM, junto con el microorganismo, pero
también puede ser activa con ciertos microorganismos, con la presencia de heparina-protamina
en iguales concentraciones, algunos polianiones y el lipido A perteneciente a los
lipopolisacéridos bacterianos (Ilamada via de las lectinas). La activacion se inicia con la union
de la subunidad Clq a su particula blanco, lo cual conllevard a un cambio total en la
conformacioén del complejo con la activacion subsecuente de los subcomponentes Clr y C1s.
La activacion del C1 es dependiente de la presencia de Ca** ya que la unién entre las
fracciones r y s es a través de un idn calcio. La activacion de la fraccién C1 induce el
fraccionamiento del componente C4 en un fragmento C4a pequefio y un C4b grande, el cual se
une al blanco. En presencia de Mg?* el componente C2 se une a la unién de membrana C4b se
fragmenta en porciones C2a y C2b. EI complejo C4b2a resultante es conocido como la C3-
convertasa de la via clasica. Este complejo enlazay activa al C3, este a su vez se fragmenta en
C3a y un C3b que queda expuesto al medio circundante, este se enlazara covalentemente al
fragmento C4b de la superficie blanco y formaran un complejo que es capaz de opsonizar y

aumentar la fagocitosis, ademas de continuar la via de activaciéon de la cascada. EIl ultimo



complejo formado, constituido por C4b, C2a y C3b activa y causa la fragmentacion del
componente C5 formando un complejo conocido como C5-convertasa, del cual Cb5a es la
fraccion pequefa y que quedara libre y C5b pasa a formar parte del complejo de cascada que
se encuentra disponible para interactuar con componentes posteriores del sistema. Este es el

activador de la ruta terminal que daré lugar al ataque de la membrana.

La via clasica estd regulada por una inhibidor de C1 (C1lINH), quien se une
estequiométricamente en proporcion 1:1 a Clr y a Cls para inactivar dichas proteinas
permanentemente. El C1INH también une estequiométricamente a la plasmina, calicreina, al
factor de activacion Hageman y al factor de coagulacion Xia. El factor J es una glicoproteina
catibnica que también inhibe la actividad del C1. La proteina de union C4 (C4BP)

desensambla el complejo C4b,2a, permitiendo al factor I desactivar al C4b (1,4-6).

3. Via Alterna de Activacion

Esta via es activada por sustancias naturales como polisacaridos, bacterias, virus,
endotoxinas, paredes de levaduras, factor nefritico, factor de veneno de cobra, eritrocitos de
conejo e IgA inespecifica de la respuesta inmune innata. La actividad de esta via se basa en la
presencia de bajos niveles de intermediarios de C3 extremadamente labiles que se forman
espontaneamente en el suero; cuando estos intermediarios se unen a alguna superficie
adecuada forman un éster covalente que posee un sitio de union al factor B el cual es
dependiente de iones Mg?*. Este factor B es similar en muchos aspectos al C2. Una tercera
proteina, el factor D (semiproteasa similar a C1), es capaz de escindir el factor B generando un
complejo restante que adquirira caracteristicas de C3-convertasa de la via alterna. Este
complejo luego se escinde para liberar proteinas C3 adicionales para producir C3 que es
reactivo o formar un complejo mayor denominado C3bBbC3b que tiene actividad de C5-
convertasa. Este puede desencadenar subsecuentemente la cascada y promover el ataque sobre
la particula extrafia a la que se une (7,8).

La C3-convertasa es muy inestable y generalmente se disocia con rapidez, no obstante
una proteina plasmatica llamada properdina se enlaza a esta y la estabiliza disminuyendo su

degradacion y permitiendo que continue la cascada.
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La via alterna es regulada por varios factores. La properdina retarda el decaimiento del
complejo C3bBb incrementando su vida media; el factor | ataca el C3b,H para degradar C3b
(1,4-6).

4. Ruta terminal

Esta se inicia con la activacion de C5 por las C5 convertasas formadas en cualquiera de
las dos vias iniciales. Durante la activacidn, C5 es fragmentado en una porcion pequefia C5a y
una C5b que luego interactuara con C6 para formar el complejo meta-estable C5b6, éste puede
unirse con C7 formando el complejo C5b67 que puede aceptar una molécula de C8 y mdltiples
moléculas de C9, formando finalmente un canal cilindrico transmembranal, C5b678(9)n
Ilamado complejo de ataque a la membrana (CAM). Este complejo creara un canal de paso en
la membrana atacada causando la muerte celular por dafio a su membrana y alteracion del

equilibrio hidroelectrolitico (1,4-6).

El complejo CAM es regulado por una proteina llamada S o vitronectina, la cual
controla la actividad de C5b-7; también es regulado por un factor homélogo de restriccién
(FHR), por SP40, y por el CD59 quien regula la actividad de C8,9 (1,4).

D. INMUNOMODULACION

La inmunomodulacion es la modificacion del curso espontaneo de las reacciones
inmunitarias. Las sustancias inmunomoduladoras son aquellas capaces de promover o
deprimir la habilidad de un individuo de establecer una respuesta inmune o defenderse contra
patdgenos y tumores. Dichas sustancias competen al estudio de la inmunofarmacologia, la
cual explora las alternativas quimicas y naturales que representen una posibilidad terapéutica
atil.  Su aplicacion y desarrollo se debe a la asociacion de desordenes como alergias,
enfermedades infecciosas, enfermedades auto inmunes y cancer con un desbalance en el

sistema inmune (1, 9-13).

1. Agentes inmunomoduladores

Los inmunomoduladores pueden dividirse en dos categorias: los especificos y los no

10
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especificos. Los inmunomoduladores especificos son administrados junto con antigenos y
bajo esta situacion son conocidos como adyuvantes. Su funcién sera la de aumentar la
inmunogenicidad especifica del antigeno. Los inmunoestimulantes inespecificos del antigeno
tienen efecto sobre todas las respuestas inducidas durante la fase de actividad del producto
empleado. Los inmunosupresores inespecificos se aplican simultaneamente a todas las
respuestas inmunitarias mientras dura la accion del producto utilizado; esto se logra mediante
la destruccidn de las células linfoides, por irradiacion o por inyeccion de productos quimicos o
bioldgicos.  Los inmunosupresores especificos de antigeno se pueden utilizar como
inyecciones pasivas de anticuerpos, simultaneamente con la administracion del antigeno poco
tiempo después (10,11,13,14).

E. PLANTAS COMO FUENTE DE INMUNOMODULADORES

La etnobotanica tiene por objeto el estudio del uso popular de la flora de una region en
particular. Esta puede diversificarse al area medicinal, estudiando las posibilidades y usos
tradicionales de la flora en una region o ecosistema especifico. El empleo de las plantas
medicinales con fines curativos es una practica que se ha utilizado desde tiempo inmemorial.
Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo las plantas medicinales, fueron el
principal e incluso el Unico recurso de que disponian los médicos. Esto hizo que se
profundizara en el conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades medicinales

y ampliar su experiencia en el empleo de los productos que de ellas se extraen (16-18).

La Organizacién de las Naciones Unidas (ONU) ha estimado que el 80 por ciento de los
habitantes de los paises en vias de desarrollo dependen de las plantas medicinales para
satisfacer sus necesidades de atencion primaria de salud (15,19-21).

Desde un punto de vista practico las investigaciones se justifican por el hecho de que el
empleo tradicional de una planta para fines curativos es una demostracion de eficacia y
seguridad; es decir si dicha planta es utilizada por una poblacion para el tratamiento de una
enfermedad en particular y ha sido utilizada en la misma forma por milenios, la planta debe

contener la o las sustancias bioldgicamente activas para el tratamiento de esa enfermedad. La

11
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importancia de la adecuada seleccion de plantas a investigar, en un programa de

descubrimiento y desarrollo farmacéutico, radica en el tipo de terapia que se necesite (22-24).

Guatemala es un pais de rica tradicion en este aspecto la cual ha sido el resultado de la
acumulacion histérica de conocimientos aportados por la cultura indigena maya y la
incorporacion de aquellos traidos por los conquistadores y colonizadores espafioles en el siglo
XVI. Actualmente la fitoterapia de Guatemala es una parte muy importante de las
comunidades rurales, pues juega un papel protagonico en la salud comunitaria, especialmente
en casos de enfermedades muy comunes como las gastrointestinales y respiratorias. Las
plantas medicinales que se encuentran en uso popularmente son una mezcla de especies
nativas e introducidas, su aplicacion es muy variada y se ve enriquecida por la diversidad de

grupos étnicos existentes (23,25-27).

F. ESTUDIOS PREVIAMENTE REALIZADOS EN GUATEMALA

La flora guatemalteca constituye una importante fuente de plantas medicinales
utilizadas empiricamente desde la época de los mayas, es por ello que en los Gltimos afios
instituciones como el Laboratorio de Productos Fitofarmacéuticos Farmaya, la Facultad de
ciencias Quimicas y Farmacia y el Centro Mesoamericano sobre Tecnologia Apropiada
(CEMAT) han mostrado interés en la realizacion de trabajos de investigacion que exploran el
potencial de algunas de ellas como agentes antimicrobianos y antiparasitarios, moduladores
de la respuesta inmunoldgica y de sistemas como el complemento. De dichos trabajos se ha
reportado que los extractos etandlicos de hoja y raiz de P. alliacea, hoja de S. americanum,
hoja de P. aureum y hoja de S. glauca presentan actividad inhibidora de la via clasica al
mismo tiempo que activan la via alterna del sistema de complemento (Osorio, 2003; Castillo,
2003); el extracto de raiz de D. contrajerva y rizoma de P. decumanun poseen actividad
inhibidora de la via clasica del sistema de complemento (Castillo, 2003; Alvarez, 2006); los
extractos de frondas y rizoma de P. pseudoaureum presentan actividad inhibitoria de la
actividad linfocitica in vitro y las vias clasica y alterna del sistema de complemento; vy el
extracto de fronda de P. decumanun mostrd actividad inhibidora de las vias clasica y alterna
del mismo sistema (Alvarez, 2006) (28-30).

12
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G. METODOS DE EVALUACION DEL SISTEMA DE COMPLEMENTO

La actividad del sistema de complemento puede ser evaluada en diferentes formas:
puede evaluarse cualquiera de sus vias de activacién como tales o bien puede hacerse la
medicién especifica de sus componentes. EI principio mas utilizado en los ensayos de
evaluacion se basa en la cuantificacion de lisis total y analisis inmunoquimicos posteriores.
Sin embargo estos Gltimos no proveen indicaciones de la integridad de las moléculas
involucradas. Es por ello que ademas de éstos, actualmente puede utilizarse ensayos de tipo

hemolitico con los cuales evaltan la funcionalidad de las distintas vias del sistema.

1. Ensayos hemoliticos

Estos ensayos estan basados en la metodologia descrita por Klerx et al (1983), los cuales
son pruebas in vitro basadas en la hemdlisis de los eritrocitos por el CAM generado luego de
la activacion del sistema de complemento. Los eritrocitos actuaran simultineamente como
activadores y como células diana ya que poseen antigenos de superficie que provocan una
reaccion antigeno-anticuerpo especifica, dando lugar a una lisis y por ende liberacion de
hemoglobina la cual es cuantificable. EI pardmetro que se utiliza como medida de la actividad
del complemento es la absorbancia de la hemoglobina liberada. En base a esto puede
calcularse el porcentaje de inhibicion y la concentracion de muestra necesaria para obtener un
50% de lisis eritrocitaria o0 Clsg. El ensayo de evaluacién de la via clasica utiliza eritrocitos de
carnero sensibilizados con Amboceptor, el cual consiste en anticuerpos contra eritrocitos de
carnero; dicho complejo antigeno-anticuerpo activa los componentes de la via clasica
presentes en la mezcla de suero normal (MSH) y el buffer que se utiliza es la fuente de los
cationes divalentes Ca" y Mg* necesarios para la activacion de la via. El ensayo de
evaluacioén de la via alterna es similar al de la via clasica y dependera de la lisis de eritrocitos
de conejo o cobayo no sensibilizados. En este se inactiva previamente la via clasica mediante
la adicion de EGTA (&cido etilenglicol tetracético) para quelar calcio y magnesio, ambos
necesarios para su activacion; ademas se utiliza una mezcla de suero humano (MSH) con
eritrocitos de conejo o cobayo, los cuales poseen membranas activadas que permiten la
proteccion del complejo C3Bb del factor H permitiendo el ensamblaje al complejo de ataque a
la membrana (4,5,6,31).
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2. Ensayos de fijacion de complemento

Utilizados como una herramienta util en diagnostico, se basan en la fijacion del
complemento durante la interaccion del antigeno y el anticuerpo. En una primera etapa el
suero del paciente es calentado para desnaturalizar las enzimas del complemento, luego los
antigenos y una cantidad conocida de complemento son afiadidos para luego ser incubados,
finalmente se afiade eritrocitos de carnero y se continda la incubacion. Si el sistema de
complemento ha sido activado por la presencia de un complejo Ag-Ac presente en el suero del
paciente la actividad hemolitica del complemento serd agotada y no habra lisis de los
eritrocitos; por el contrario, si no hay complejo Ag-Ac en el suero los eritrocitos de carnero

seran hemolisados (1,4).

H. PLANTAS AUTILIZAR EN EL ESTUDIO

1. Cissampelos tropaeolifolia

Conocida como Curarian, Cuxogui, Guaco, Ixcatu-can, Oreja de raton y Tamagas. Es
una enredadera con raiz grande, retorcida, café, lefiosa ramificada, amarga; de tallo delgado y
peludo. Hojas alternas acorazonadas o arrifionadas, de 3-12 cm de ancho y sedosa de ambos
lados. Flores pequefias, masculinas amarillas, en espigas axilares delgadas ramificadas;
femeninas en grupos mas pequefios y simples. Fruta casi redonda, de 4-5 cm de largo, rojo o
naranja aterciopelada. Utilizada en casos de mordeduras de culebra, diabetes, ictericia,
reumatismo, gonorrea, ayuda al parto, previene abortos, taquicardia, problemas del tracto
gastrointestinal y tracto respiratorio, piel, fiebre, malaria, trastornos renales. Se le atribuyen
propiedades antieméticas, antiséptica, aperitivas, digestivas, diurética, expectorante, febrifuga,
emenagoga, tonica, sudorifica y vermifuga (16, 32).

2. Justicia pectoralis

Conocida como Tilo o Tila (Guatemala); Trevo-cumaru (Brasil: Amazonas); Yakayu
(Colombia: Puinaves); Patco (Per(); Yerba carpintero, Curia, Camaguari (Venezuela). Es una
hierba que puede alcanzar 1 m de altura, poco ramificada; hojas lanceoladas, acuminadas en el

apice y obtusas en la base; inflorescencia terminal erecta con numerosas flores pequefias de
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color rosado; el fruto es una cédpsula pequefia de color marrén. Justicia es un genero muy
extendido en las zonas tropicales y subtropicales; son hierbas y arbustos que generalmente
tienen aceites aromaticos, por lo que son utilizados en perfumeria o como repelentes e
insecticidas. Varias especies son empleadas como alucinégenos por los indigenas del Orinoco
y el Amazonas, y otras tienen propiedades medicinales. Entre los constituyentes mas
importantes se ha identificado la presencia de lignanos y saponinas con posibles efectos
inhibidores de la fertilidad en las mujeres. El naftaluro lignano se ha asociado con actividad
antidepresiva y antiarritmica. En algunas especies se han aislado varias aminas aromaticas,
kaempferol, esteroles, acido salicilico y alcohol alifatico. Los estudios quimicos del género
Justicia son todavia incipientes en relacion con su uso como alucindgeno; algun trabajo ha
reportado la presencia de tryptaminas (Schultes y Raffauf, 1990). Los analisis preliminares de
Justicia pectoralis demuestran la presencia de esteroles, mucilagos y un aceite esencial
(Albornoz, 1993). Accién expectorante, pectoral, béquico, cicatrizante, afrodisiaco y mas
recientemente evaluada como antioxidante. Usada para tratar gripe, tos, infecciones de las
vias respiratorias superiores, dermatitis, heridas, aftas, fiebre, curacion de heridas, Ulceras,

enfermedades nerviosas (32-36).

3. Lippia chiapasensis

Matorral o arbol débil de 4 m de alto, ramas densamente pubescentes, peciolos de 4-14
mm de largo, hojas ovaladas o elipico-ovaladas, de 2-6 cm de largo, 1.5-4.5 cm de ancho,
usualmente agudas, algunas veces obtusas, usualmente en forma de cufia en la base, escabrosa
por encima, usualmente densa y suavemente pubescente por debajo, nervaduras prominentes,
margenes crenados aserrados, pedunculos de 2-4 in cada axil, densamente pubescentes de 1.5-
2.5 cm de largo, las espinas de flores de 8-9 mm de ancho, en frutos de 13 mm de amplio,
reniforme, de 6-9 mm de amcho, venosa puberulenta a estringilosada, ciliada; caliz de 2-3 mm
de largo, hirsuto, corola amarilla, del doble de largo que el caliz, usualmente puberulosa en el

apice y dentro el cuello (32).

4. Pimenta dioica
Conocida como Pimienta de Tabasco, pimienta gorda, pimenton, Malagueta, Patalolote,

Pimienta de Chiapas, Pens, Ixnabacuc y Pimienta de Jamaica. Es un arbol de 6 a 10 m de alto
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y de hasta 40 cm de didmetro, con el tronco recto, ligeramente acanalado, ramas ascendentes,
copa irregular, densa; perennifolio; corteza externa lisa que se desprende en escamas muy
delgadas y alargadas, pardo verdosa o amarillenta con manchas moreno rojizas; internamente
color crema amarillento o rosado, quebradiza, de sabor amargo y olor muy fragante. Grosor
total de la corteza de 4 a 6 mm; ramas jovenes, de seccion transversal cuadrada, verde
grisaceas a verde oscuras, sin lenticelas, con fina pubescencia cuando jovenes, glabras con la
edad; estipulas ausentes; hojas decusadas, simples; ldminas de 6 x 2.5 a 21 x 7 cm, elipticas u
oblongas, con el margen entero, apice agudo o redondeado, base aguda a obtusa; haz verde
oscuro y brillante, envés verde palido o amarillento, glabras en ambas superficies; la ldmina
presenta numerosos puntos glandulosos transparentes; peciolos de 10 a 25 mm, glabros; las
hojas despiden un fuerte olor fragante que perdura aun después de que se secan; flores en
paniculas axilares de 6 a 12 cm de largo, con las ramas cimosas, finamente pubescentes;
pedicelos de 1 a 5 mm o las flores sésiles; flores actinomorfas, fragantes, de 6 mm de
diametro; céliz verde, de 3 mm de largo, cupular en la parte interior con 4 Iébulos de 1 a 1.5
mm de largo, ovados a triangulares, pubescentes en ambas superficies; pétalos blancos, 4, de 2
a 2.5 mm de largo, insertos en el cuello del tubo del caliz por debajo de los pétalos, glabros;
ovario infero, bilocular, I6culos 1 a 2-ovulares; estilo grueso, de 4 mm de largo, glabro;
estigma grande y capitado; flores de marzo a mayo; bayas de ca. 10 x 5 mm, aplanadas en el
apice, verrugosas, con el caliz persistente; contienen 1 6 2 semillas pequefias; todo el fruto
despide un fuerte olor fragante; maduran de junio a octubre. EI fruto y las semillas contienen
un aceite esencial que se utiliza como agente aromatizante. Su principal producto es el fruto
aromatico que se utiliza como condimento alimenticio. Se emplea como antiséptico y
carminativo (que favorece la expulsion de gases en el tracto digestivo), antiinflamatorio,
analgésico, antipirético, antiulceroso y actividad citoprotectora. Aumenta la mucosa gastrica
en ratas. El aceite es irritante. Estudiado como analgésico, hipotensor y como tratamiento de
dolor artritico (analgésico) (32, 37-42).

5. Piper auritum
Conocido como Santa Maria, cordoncillo, hoja de jute, juniapra, xaclipur, obet, cafia de
oro, anisillo, hinojo, sabalero, hoja de la estrella, acullo cimarron (Guatemala), Hierba santa,

hoja santa, hua'a (zapoteco, Oax.), acullo cimarrén, Shd'nna (Mazateco, Oax.),. Hierba
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aspera, algo suculentas, dispersamente ramosas, o raramente lefiosa en la parte baja y aparenta
ser un arbol, cominmente cerca de 2 m de alto pero ocasionalmente hasta de 6 metros, las
ramas robustas, esparcidamente pubescentes o glabras; las hojas sobre cortos o alargados,
peciolos robustos, los peciolos ampliamente alados, mas o menos dilatados y envainando la
base; ldmina de las hojas muy largas, finas y suave, usualmente verde-amarillo brillante
cuando secas; ampliamente ovadas o oblongo-ovadas, hasta de 60 cm de largo y 35 cm de
ancho, pero usualmente mucho mas pequefias, agudas o abruptamente corto-acuminadas,
profunda y estrechamente cordadas en la base, los I6bulos basales redondeados, uno de ellos
se extiende 1.5-3 cm, méas bajo en la costa que los otros, ligeramente palido en el enves,
suavemente puberulento o cortamente-piloso en ambas superficies, con usualmente 3 pares de
nervios arriba de los basales; pedunculos simples, opuestos a las hojas, cerca de 3 cm de largo;
espigas verde palidas, 4 mm de espesor, comunmente 20-25 cm de largo, las escamas peltadas
palidas puberulentas. Las hojas son usadas como condimento y como envoltura de algunos
alimentos (tamales). Las hojas y ramas se utilizan como medicinales en el tratamiento de
heridas, infecciones vaginales, cancer, encono; en combinacion con hierba santa cimarrona y
con “tlacopetla” se utiliza para piquete de alacran, para el dolor de muela, para el dolor de
estdbmago; se aplica sobre afecciones de la piel; también se emplea para padecimientos como
inflamacidn vaginal, infeccion de la matriz, galactogeno (aumentar la leche de las mujeres que
amamantan) y para acelerar el parto, mediante las hojas remojadas en alcohol; se usa para
trastornos del aparato digestivo como dolor de estomago, falta de apetito, estrefiimiento,
diarrea e inflamacion de estdémago; se dice ademas que es un buen remedio para la bronquitis,
tos y para la fiebre, afecciones como asma, laringitis, reumatismo, desparasitante, llagas e
irritacion ocular; los tallos y las hojas se utilizan en el tratamiento del susto. Investigada

ampliamente por su accion antiespasmadica en intestino (32, 43-52).

6. Ternstroemia tepezapote:

Conocida como Tila o Tilo, baratillo, trencillo, trompillo, chucul, hualicuo, uixlilil-caax,
parfiol, chique, roble, Craboo. Matorral o &rbol, a veces de 15 m de alto, con un tronco de 15
cm o mas de diametro, hojas oblongo-ovalado, de 7-16 cm de largo y 3-4 cm de ancho, obtusa
o0 redondeada en el apice o a veces subaguda, cuneada o atenuada en la base, las nervaduras

inconspicuas en ambas superficies, algunas veces impresas por debajo, pediculos de 1.5-2.5
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cm de largo, pétalos lanceolados u ovalados, de 8 mm de largo, agudos, unidos a la mitad,
ovarios de 2 celdas, con 4-5 6vulos por celda, estilo de 6-7 mm de largo, estigma puntiforme,
fruto cénico u ovoide-conico, de 1-2 cm de largo, 1-1.5 cm desde arriba hasta la base.

Utilizado como remedio para picadura de serpiente, tranquilizante (32,53,54).
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IV. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais poseedor de una vasta flora, cuyos productos han sido usados
ancestralmente con fines medicinales, de los cuales se han reportado resultados satisfactorios.
Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo las plantas medicinales, fueron el
principal y unico recurso disponible. A raiz de esto se hizo necesaria una mayor
profundizacion en el conocimiento de las especies vegetales que poseen propiedades
terapéuticas.

El uso de productos naturales para el tratamiento de todo tipo de patologias hace
evidente una ventaja mas respecto de los productos sintéticos, ya que los principios activos se
hallan siempre biol6gicamente equilibrados por la presencia de sustancias complementarias
que van a potenciarse entre si, de tal forma que en general no se acumulan en el organismo y

sus efectos indeseables estan limitados.

Una de las posibilidades con mayor potencial terapéutico que se estudian en la
actualidad es la inmunomodulacién; ésta contempla la evaluacion de la actividad
amplificadora o inhibitoria de los principios activos de algunas plantas sobre los mecanismos
de inmunidad propios del organismo tales como el sistema de complemento. El presente
estudio exploré esta posibilidad, debido a la constante necesidad de alternativas terapéuticas
para patologias en las cuales el sistema de complemento juega un papel decisivo en la

fisiopatologia.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad inmunomoduladora sobre el sistema del complemento de seis

plantas nativas de Guatemala.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar la capacidad moduladora de los extractos de Cissampelos
tropaeolifolia, Justicia pectoralis, Lippia chiapasensis, Pimenta dioica, Piper
auritum y Ternstroemia tepezapote sobre la via clasica del complemento.

e Determinar la capacidad moduladora de los extractos de Cissampelos
tropaeolifolia, Justicia pectoralis, Lippia chiapasensis, Pimenta dioica, Piper
auritum y Ternstroemia tepezapote sobre la via alterna del complemento.

e Determinar la concentracion necesaria de extracto evaluado para provocar la
lisis de 50% de los eritrocitos (Clsp).
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VI. HIPOTESIS

El extracto etandlico de al menos una de las seis plantas nativas de Guatemala evaluadas

en el presente estudio, posee accion inmunomoduladora sobre el sistema de complemento.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. UNIVERSO DE TRABAJO
Seis plantas medicinales nativas de Guatemala.
1. Muestra
Extractos etandlicos obtenidos de la hierba de Cissampelos tropaeolifolia, la hoja de
Justicia pectoralis, la hoja de Lippia chiapasensis, la hoja de Pimenta dioica, la hoja
de Piper auritum y de la flor y la hoja deTernstroemia tepezapote preparados por la

investigadora.

B. RECURSOS
1. Recursos Humanos
a) Asesora: Licenciada Ana Margarita Paz de Ramirez

b) Investigadora: Luisa Fernanda Lemus

2. Recursos Institucionales
a) Departamento de Citohistologia Humana, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.
b) Laboratorio de Productos Fitofarmacéuticos FARMAYA.

3. Recursos Materiales
a) Equipo
e Cabina de bioseguridad niver 2
e Refrigerador a temperatura de 4-8 °C
e Congelador a temperatura -80°C
e Balanza analitica
e Centrifuga (2500 rpm)

e Incubadoraa 37°C
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Autoclave
Lector ELISA (lectura a 405 nm)

b) Materiales

Tubos de ensayo de vidrio de 10 ml

Tubos de ensayo de plastico de 100 ml

Tubos eppendorf de 0.5 ml

Pipetas Pasteur

Camara de Neubauer

Pipetas de 1000 pl, 500 wul, 200 ul, 100 pl y 50 pl.
Puntas de pipeta de 100-1000 ul y de 0-200 pl.

Placas de poliestireno de 95 pozos, estériles de fondo plano

c) Reactivos

Eritrocitos de carnero

Eritrocitos de conejo

Solucién stock VVSB® (solucién tampén de veronal concentrado)
Solucién stock de Ca**/Mg*?

Solucion stock EGTA

Solucién tampdn de barbital sodico (VSB™)

Solucion tampdn de VSB vy etilenglicol-bis[b-Aminoetileter-N,N,N’,N’-
Acido tetracético] (EGTA-VB)

Solucién Alsever

Solucién salina al 0.85%

Pool de suero humano normal activo

Pool de suero humano normal inactivado

Amboceptor (anticuerpos anti-eritrocitos de carnero)

Agua destilada y desmineralizada

C. METODOLOGIA
Se aplicd una modificacion de los ensayos hemoliticos descritos por Klerx et.al.,
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estandarizada en el laboratorio del Departamento de Citohistologia de la USAC (31).

1. Protocolo de ensayo hemolitico de actividad sobre la via clasica del

complemento

a) Preparacion de suspension de eritrocitos

Se mezcld previamente los eritrocitos de carnero con solucion Alsever
en proporcion 1:1

Se mezclaron 2 ml de los eritrocitos en Alsever con 8 ml de solucién
salina

Se centrifugd a 2500 rpm durante 5 min

Se elimind el sobrenadante y repitio el lavado 2 veces mas

Tras el altimo lavado se midieron 200 ul y se mezclaron con 10 ml de
VSB**

Se mezcld 100pl de la suspension anterior con 4.9 ml de VSB™

Se llevé a una concentracion de 4x108 células/ml.

b) Sensibilizacién de los eritrocitos de carnero

Se mezcl6 1 ml de anticuerpos anti-eritrocitos de carnero (diluido
1:100) con 7 ml de VSB™ y se afadieron 8 ml de suspension de
eritrocitos, esto se incubo a temperatura ambiente por 10 min.

Se lavaron los eritrocitos ya sensibilizados tres veces con VSB™" y se
resuspendio el pellet de células en 16 ml VSB™ (en adelante se referira
a dicha suspension de eritrocitos de carnero sensibilizados como ShEA).
Se mantuvo la suspension de eritrocitos en refrigeracion hasta su

utilizacion

c) Disposicion de la muestra en placa

Se afiadi6 100ul de muestra en los pozos A1-A9 (la muestra se
constituye de una dilucién con VSB™ del extracto evaluado a una
concentracion inicial de 500ug/ml)

Se hicieron diluciones sucesivas 1:2 de la muestra en los pozos B a F

(50ul + 50pl VSB™), quedando un volumen final de 50ul en cada pozo
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d) Preparacion de los controles de actividad hemolitica
e  Control de la actividad del suero: se afiadié 50ul de VSB™ a los pozos
H1-H3
e Blanco de suero inactivo: se afiadié 50ul de VSB™" a los pozos H4-H6
e 0% de hemolisis: se afiadio 100ul de VSB™™ a los pozos H7-H9
e 100% de hemdlisis: se afiadié 100ul de agua destilada a los pozos H10-
H12
e) Preparacion del suero y preincubacion
e  Suero inactivo: se inactivo el suero a 56°C durante 30 min, se realizo la
dilucion con 63ul del suero inactivo en 5 ml de VSB™. Se afiadieron
50ul de dicha dilucidn a los pozos blanco de muestra 'y H4-H6.
e Suero activo: se realiz6 una dilucién con 125ul de suero activo en 10
ml VSB*™". Se afiadieron 50ul de dicha dilucion a los pozos control y
problema .
e Luego de tapar se preincubd la placa a 37°C por 30 min.
f)  Incubacion
e Seafadio 50ul de ShEA a todos los pozos
e Seincub6 a 37°C por una hora
g) Medicidn de la hemdlisis
e  Se centrifugd a 2500 rpm durante 2 min
e Se afadié 200ul de agua desionizada a cada pozo a utilizar en una placa
de fondo plano
e Se transfirieron 50ul de sobrenadante a los pozos de la placa de fondo
plano
e Se midi6 la densidad 6ptica (DO) a 405 nm en un lector ELISA

Protocolo de ensayo hemolitico de actividad sobre la via alterna del
complemento

a) Preparacién de suspension de eritrocitos
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e Se lavaron 3 veces los eritrocitos de conejo con solucién salina

e Tras el ultimo lavado se resuspendieron 500 ul del pellet en 10 ml de
EGTA-VB

e  Se mezclaron 100yl de la suspension anterior con 4.9 ml de EGTA-VB

e Sellevé a una concentracion de 4x10° células/ml.

e Se mantuvo la suspensidén de eritrocitos en refrigeracién hasta ser
utilizada

b) Disposicion de la muestra en placa

e Seafadi6 100ul de muestra en los pozos A1-A9

e Se hicieron diluciones sucesivas 1:2 de la muestra en los pozos B a F
(50ul + 50ul EGTA-VB), quedando un volumen final de 50ul en cada
pozo

c) Preparacion de los controles de actividad hemolitica

e Se afiadi6 50ul de EGTA-VB a los pozos H1-H6 (H1-H3 fue el control
de la actividad del suero y H4-H6 fue el blanco de suero inactivo)

e Seafadid 75ul de EGTA-VB a los pozos H7-H9 (0% de hemolisis)

e Se afadié 75ul de agua destilada a los pozos H10-H12 (100% de
hemolisis)

d) Preparacion del suero y preincubacion

e  Suero inactivo: se inactivo el suero a 56°C durante 30 min, se realizo la
dilucion con 500ul del suero inactivo en 500 ul de EGTA-VB. Se
afiadieron 25ul de la dilucion a los pozos blanco de muestra y H4-H®6.

e  Suero activo: se realizd una dilucion con 1 ml de suero activo con 1 ml
EGTA-VB. Se afadieron 25ul de dicha dilucion a los pozos control y
problema.

e Luego de tapar se preincubd la placa a 37°C por 30 min.

e) Incubacion
e Seafadio 25ul de la suspension de eritrocitos de conejo a cada pozo

e Seincub6 a 37°C por 30 min.
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f)  Medicién de la hemdlisis

Se centrifug6 a 2500 rpm durante 2 min

Se afiadié 200ul de agua desionizada a cada pozo de una placa de fondo
plano

Se transfirieron 50ul de sobrenadante a los pozos de la placa de fondo
plano

Se midio la densidad dptica (DO) a 405 nm en un lector ELISA

3. Calculos necesarios

a) Determinacion de la actividad sérica expresada como porcentaje de lisis

% de lisis = DOggs_promedio (H1,H2,H3) - DOgyps promedio (H4,H5,H6) x 100

DO4os (H10,H11,H12) - DOgps promedio (H7,H8,H9)

b) Actividad inhibitoria de la muestra vrs. Control

Como ejemplo: para la mayor concentracion de la muestra (Al, A2 y A3)

% de inhibicion = DOyos promedio (A1,A2) - DOyos (A3) x 100

DOyo5 (H1,H2,H3) - DOgps promedio (H4,H5,H6)

c) Determinacion de Clsg

Se realiz6 una gréfica de % de inhibicidn vrs. el Log de concentracién, con la

recta de regresion obtenida (al menos 4-5 valores significativos) se extrapold

el valor del 50% de inhibicion para obtener el Cls.

4. Interpretacion de resultados

a) Positivo (activo): si el extracto aumentd (actividad estimuladora) o

disminuyd (actividad inhibidora) en un 50% la concentracion de

hemoglobina, comparandolo con el resultado de la actividad sérica; y si la

concentracion de la muestra en estudio necesaria para obtener un 50% de
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hemdlisis Clso fue menor a 15 pg/ml.
b) Negativo (no activo): si la concentracion de hemoglobina no se ve alterada
por accion del extracto al compararlo con el resultado de la actividad serica y

control negativo; o si la Clso fue mayor a 16 pg/ml.

D. DISENO ESTADISTICO

1. Tipo de estudio
Estudio de tipo experimental. Disefio no probabilistico, por conveniencia. Se
determind la concentracion de los extractos etanolicos a la cual se demostrd
actividad inmunomoduladora sobre el sistema del complemento mediante la
evaluacion de rangos de concentracion, comenzando con 500 pg/ml, realizando
diluciones seriadas de 1:3, 1:9, 1:27, 1:81, 1:243 y 1:729. El ensayo se realiz6 por

triplicado.

2. Variables de intereés
a) Variable Independiente: Seis plantas medicinales de Guatemala a evaluar.
b) Variable Dependiente:  Actividad inmunomoduladora de los extractos
etanolicos de las seis plantas seleccionadas, sobre las vias clasica y alterna del

sistema de complemento.

3. Validacion del método
El ensayo se validd mediante la realizacion de una curva que muestra la actividad
sérica de la mezcla de suero humano normal utilizado. Se eligi6é una concentracién
que demostré una actividad comprendida entre el 30 y el 70%, lo que sirvi6 de
control de la adecuada funcionalidad de todos los componentes del sistema del
complemento, presentes en el suero. Se utiliz6 agua desmineralizada como control
positivo (100% de hemolisis), y solucién tampon como control negativo (0% de
hemdlisis). El método se acepto si se obtenian resultados con un rango de error <

10% en la repetibilidad. Cada ensayo se realiz6 por triplicado.
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4. Anélisis de resultados

Un resultado se consider6 como positivo si el extracto aumentd (actividad
estimuladora) o disminuy6 (actividad inhibidora) en un 50% la concentraciéon de
hemoglobina, comparandolo con el resultado de la actividad sérica; y si la
concentracion de la muestra en estudio necesaria para obtener un 50% de hemdlisis
Clso fue menor a 15 pg/ml.

Un resultado se consider6 como negativo si la concentracion de hemoglobina no fue
alterada por accion del extracto al compararlo con el resultado de la actividad sérica
y control negativo; o si la Clsp fue mayor a 16 pug/ml. Posteriormente se utilizo

estadistica descriptiva en el anélisis correspondiente.
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VIll. RESULTADOS

A. Actividad inmunomoduladora sobre el sistema de complemento obtenida de los

siete extractos etandlicos evaluados

Los resultados obtenidos se resumen en el cuadro No. 1. La hoja de Ternstroemia
tepezapote present6 actividad inhibidora de la via clasica del sistema de complemento y la
hoja de Lippia chiapasensis presento actividad inhibidora en ambas vias. Por otra parte, los
extractos de Pimenta dioica, Piper auritum, Ternstroemia tepezapote, Justicia pectoralis y
Cissampelos tropaeolifolia no presentaron ninguna actividad sobre el sistema de

complemento.

Cuadro No. 1
Actividad moduladora de los extractos evaluados.
Planta evaluada Via Clasica Via Alterna
Pimenta dioica (hoja) No activa No activa
Piper auritum (hoja) No activa No activa
Ternstroemia tepezapote (flor) No activa No activa
Ternstroemia tepezapote (hoja) Actividad inhibidora No activa
Justicia pectoralis (hoja) No activa No activa
Cissampelos tropaeolifolia (hierba) No activa No activa
Lippia chiapasensis (hoja) Actividad inhibidora  Actividad inhibidora

El criterio para considerar la actividad del extracto fue el aumento o disminucion en
50% de la concentracion de hemoglobina liberada comparado con el resultado obtenido de la
actividad del suero y con una concentracion del extracto en estudio necesaria para obtener un

50% de hemdlisis Clso menor de 15 ug/ml.
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1. Actividad sobre la Via Clasica
Las graficas No. 1y 2 ilustran la actividad inhibitoria sobre el complemento causada
por los extractos de la hoja de Ternstroemia tepezapote y la hoja de Lippia
chiapasensis. En ambas puede observarse que existe una correlacion positiva entre
la concentracion y el porcentaje de inhibicion (conforme aumenta la concentracion

también aumenta el porcentaje de inhibicion).

GRAFICA No. 1
Actividad del extracto de Ternstroemia tepezapote (hoja)
sobre la Via Clasica del Complemento

120
100 A
80 A
60 -
40 -
20 A

% de inhibicion

0.69 2.06 6.17 18.52 55.56 166.67

Concentraciéon  ( png/ml)
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% de inhibicion

100

GRAFICA No. 2
Actividad del extracto de Lippia chiapasensis (hoja)
sobre la Via Clasica del Complemento

6.17 18.52 55.56 166.67

Concentracion ( pg/ml)

2. Actividad sobre la Via Alterna

32

La gréafica No. 3 ilustra la actividad inhibitoria sobre el complemento causada por el

extracto de la hoja de Lippia chiapasensis, pudiéndose observar la misma

correlacion positiva entre la concentracion del extracto y el porcentaje de inhibicion

de la hemolisis.

% de inhibicion

100

GRAFICA No. 3

Actividad del extracto de Lippia chiapasensis (hoja)
sobre la Via Alterna del Complemento

6.17 18.52 55.56 166.67

Concentracion ( pg/ml)

32



33
B. Determinacion de Clsg

El cuadro No. 2 muestra los resultados de Clsp de los siete extractos investigados, con
los que se determind su actividad o inactividad. Cissampelos tropaeolifolia no produjo lisis

eritrocitaria del 50% (grafica No. 4).

Cuadro No. 2

Valores de Cls obtenidos en las dos vias del Sistema de Complemento
Planta evaluada Via Clésica Via Alterna
Pimenta dioica (hoja) 78.13 pg/ml 114.54 pg/ml
Piper auritum (hoja) 69.18 pg/ml 60.26 pg/ml
Ternstroemia tepezapote (flor) 67.60 ng/ml 40.74 ug/ml
Ternstroemia tepezapote (hoja) 3.02 pg/ml 131.85 pg/ml
Justicia pectoralis (hoja) 131.83 pg/ml 79.43 ug/ml

Cissampelos tropaeolifolia (hierba) 398.11 pg/ml Negativo
Lippia chiapasensis (hoja) 13.99 ug/ml 14.45 pg/ml
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GRAFICA No. 4
Actividad del extracto de Cissampelos tropaeolifolia (hierba)
sobre la Via Alterna del Complemento

100

% de inhibicion

0.69 2.06 6.17 18.52 55.56 166.67

Concentracion ( pg/ml)

IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal del presente estudio fue determinar si los siete extractos de las
seis plantas seleccionadas poseen actividad inmunomoduladora sobre las vias clasica y alterna
del sistema de complemento. Los resultados obtenidos muestran que el extracto de hoja de
Ternstroemia tepezapote presentd actividad inhibitoria de la via clésica (grafica No. 1), y de

hoja de Lippia chiapasensis mostré actividad inhibitoria de ambas vias (graficas No. 2 'y 3).
Los extractos de hoja de Pimenta dioica, hoja de Piper auritum, flor de Ternstroemia
tepezapote, hoja de Justicia pectoralis y hierba de Cissampelos tropaeolifolia no presentaron

actividad sobre la via clasica ni via alterna del sistema de complemento.

La determinacion de la actividad se basé en la concentracién de extracto que produjo

50% de inhibicion de la hemdlisis, considerando una concentracién inicial de 15 ug/ml. Esta
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se considero adecuada tomando en cuenta que concentraciones mayores a esta podrian incluir
los efectos de sustancias interferentes como bacterias, hongos, polisacaridos, alcaloides y otros
(55), asi como poco interés en el potencial para desarrollar un fitofarmaco. Se asume que los
resultados de concentraciones menores 0 iguales a esta concentracion limite, son
representativos de la actividad de la planta evaluada. Este criterio es particularmente Gtil en la
evaluacion de la via alterna, pues ésta es susceptible de activacion por bajas concentraciones

de productos microbianos que podrian producir resultados inespecificos no deseados.

La actividad anti-complemento observada podria deberse a varias causas, entre las
cuales se pueden incluir efectos de interferencia con los componentes C;, C,, Cs, C4 € 19G; a
la presencia de agentes quelantes de los cationes divalentes Ca™ y Mg*, a la presencia de
lipopolisacéridos de membrana de bacterias Gram negativo o a la estimulacion de reguladores
y/o inhibidores de la activacion de la via clasica, entre otros.

Se considera de importancia el hallazgo del efecto inhibidor observado en los extractos
de hoja de Ternstroemia tepezapote y hoja de Lippia chiapasensis porque ninguna de las dos
habia sido reportada como poseedora de dicha actividad u otra similar en la literatura previa
revisada.  Tradicionalmente T. tepezapote es conocida como tranquilizante y de L.
chiapasensis no se encontrd registro escrito sobre usos terapéuticos tradicionales. Estos
resultados dan la pauta para estudios mas profundos y especializados para determinar los
principios activos presentes en los extractos de estas plantas y proveen vistas prometedoras a
su aplicacion en el campo de la inmunofarmacologia. Estas aplicaciones incluyen el uso como
inmunosupresores sobre el sistema de complemento y todo lo que este conlleva, proveer
accion anti-inflamatoria y disminuir los efectos de amplificacion de la respuesta inmune.
Todo esto beneficiaria especificamente a pacientes que padecen enfermedades autoinmunes o
de tipo inflamatorio (1, 9-13, 32, 53, 54).

En la actualidad los estudios de etnomedicina cobran importancia y amplian su campo,
el conocimiento de las multiples ventajas del uso de agentes puramente naturales y sin efectos
secundarios, en el tratamiento de enfermedades que tradicionalmente han sido tratadas con

agentes quimicos farmacologicos (los cuales pueden tener efectos indeseados) despierta el
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interés en la investigacion y abre las posibilidades para el entendimiento y beneficio de los
conocimientos tradicionales que se ha transmitido de generacion en generacién, en
comunidades como las del interior de Guatemala, donde lamentablemente han sido

menospreciadas por la medicina moderna.

X. CONCLUSIONES

1. Se comprobd la hipotesis que el extracto etandlico de al menos una de las seis plantas
nativas de Guatemala evaluadas en el presente estudio posee accion inmunomoduladora

sobre el sistema de complemento.

2. Los extractos etandlicos de la hoja de Ternstroemia tepezapote y la hoja de Lippia

chiapasensis poseen actividad inhibitoria de la via clasica del sistema de complemento.

3. El extracto etandlico de Lippia chiapasensis posee actividad inhibitoria de la via alterna

del sistema de complemento.

4. El extracto etanolico de la hoja de Lippia chiapasensis present6 valores de Clsg sobre las
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vias clésica y alterna del sistema de complemento de 13.99 ug/ml y 14.45 pg/ml

respectivamente.

5. El extracto etandlico de la hoja de Ternstroemia tepezapote presenté un valor de Cls de

3.02 pg/ml sobre la via clasica del sistema de complemento.

6. El resto de extractos etanolicos evaluados presentaron un valor de Clsp mayor a 15 pg/ml

sobre las vias clésica y alterna del sistema de complemento.

Xl. RECOMENDACIONES

1. Realizar investigaciones para determinar los principios activos presentes en los extractos
de hoja de Ternstroemia tepezapote y hoja de Lippia chiapasensis, que les proveen de la

actividad moduladora sobre el sistema de complemento.

2. Continuar con la investigacion de otras aplicaciones medicinales de las plantas evaluadas
en el presente estudio, pues tradicionalmente se sabe que la mayoria de plantas poseen mas

de un solo uso terapéutico.
3. Realizar estudios in vivo que comprueben y amplien los resultados obtenidos en el

presente estudio, apoyando la posible aplicacion de estos extractos en el manejo y

tratamiento de enfermedades autoinmunes e inflamatorias.
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4. Promover la importancia de la investigacion de los usos y aplicabilidad de la medicina

natural tradicional de Guatemala.

5. Impulsar programas de educacion y aprovechamiento sostenible de la flora de Guatemala
como fuente de agentes terapéuticos naturales y apoyo a la salud preventiva y curativa de

las comunidades.
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X1, ANEXOS

ANEXO 1:
REACTIVOS

e Solucién Stock VSB®: disolver 41.5 g (0.71 M) de NaCl y 5.1 g (24.76 mmol) de
barbital sddico (Veronal) en 800 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7.35 y enrasar
hasta 1 litro.

e Solucién Stock de Ca/Mg: disolver 10.17 g (50 mmol) de MgCl,.6H,0O y 2.21 g (15
mmol) CaCl,.2H,0 en 100 ml de agua destilada.

e  Solucidn Stock de etilenglicol-bis[b-aminoetileter-N,N,N",N"-4cido tetracético] (EGTA):
disolver 7.6 g (20 mmol) EGTA en 200 ml de agua destilada en presencia de NaOH,
ajustar el pH a 7.35 y afiadir 3.075 g (12.4 mmol) de MgSQ,.7H,0, enrasar a 1 litro.

e Solucion tampon de barbital sodico (VSB™): mezclar 200 ml de solucién stock de VSB
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con 1 ml de solucion stock de Ca/Mg, enrasar hasta 1 litro con agua destilada. El pH
debe ser de 7.35.

Solucién tampon EGTA-VB: mezclar 200 ml de solucién stock de VSB con 40 ml de la
solucion stock de EGTA, enrasar hasta 1 litro con agua destilada. El pH debe se de 7.35.
Solucién Alsever: disolver 20.5 g (114 mM) de glucosa, 7.9 g (27 mM) de citrato de
sodio dihidratado y 4.2 g (71mM) de NaCl en 50 ml de agua destilada, enrasar a 1 litro y
ajustar el pH a 6.1 usando acido citri 1M. Filtrar con filtro de poro 0.22um. Almacenar
indefinidamente a 4°C.

Solucion salina: disolver 9 g de NaCl en un litro de agua destilada.
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	Estos ensayos están basados en la metodología descrita por Klerx et al (1983), los cuales son pruebas in vitro basadas en la hemólisis de los eritrocitos por el CAM generado luego de la activación del sistema de complemento.  Los eritrocitos actuarán simultáneamente como activadores y como células diana ya que poseen antígenos de superficie que provocan una reacción antígeno-anticuerpo específica, dando lugar a una lisis y por ende liberación de hemoglobina la cual es cuantificable.  El parámetro que se utiliza como medida de la actividad del complemento es la absorbancia de la hemoglobina liberada.  En base a esto puede calcularse el porcentaje de inhibición y la concentración de muestra necesaria para obtener un 50% de lisis eritrocitaria o CI50.  El ensayo de evaluación de la vía clásica utiliza eritrocitos de carnero sensibilizados con Amboceptor, el cual consiste en anticuerpos contra eritrocitos de carnero; dicho complejo antígeno-anticuerpo activa los componentes de la vía clásica presentes en la mezcla de suero normal (MSH) y el buffer que se utiliza es la fuente de los cationes divalentes Ca+2 y Mg+2 necesarios para la activación de la vía.  El ensayo de evaluación de la vía alterna es similar al de la vía clásica y dependerá de la lisis de eritrocitos de conejo o cobayo no sensibilizados.  En este se inactiva previamente la vía clásica mediante  la adición de EGTA (ácido etilenglicol tetracético) para quelar calcio y magnesio, ambos necesarios para su activación; además se utiliza una mezcla de suero humano (MSH) con  eritrocitos de conejo o cobayo, los cuales poseen membranas activadas que permiten la protección del complejo C3Bb del factor H permitiendo el ensamblaje al complejo de ataque a la membrana (4,5,6,31).
	2. Ensayos de fijación de complemento
	Utilizados como una herramienta útil en diagnóstico, se basan en la fijación del complemento durante la interacción del antígeno y el anticuerpo.  En una primera etapa el suero del paciente es calentado para desnaturalizar las enzimas del complemento, luego los antígenos y una cantidad conocida de complemento son añadidos para luego ser incubados, finalmente se añade eritrocitos de carnero y se continúa la incubación.  Si el sistema de complemento ha sido activado por la presencia de un complejo Ag-Ac presente en el suero del paciente la actividad hemolítica del complemento será agotada y no habrá lisis de los eritrocitos; por el contrario, si no hay complejo Ag-Ac en el suero los eritrocitos de carnero serán hemolisados (1,4).
	H. PLANTAS A UTILIZAR EN EL ESTUDIO
	1. Cissampelos tropaeolifolia
	Conocida como Curarían, Cuxogui, Guaco, Ixcatú-can, Oreja de ratón y Tamagás.  Es una enredadera con raíz grande, retorcida, café, leñosa ramificada, amarga; de tallo delgado y peludo.  Hojas alternas acorazonadas o arriñonadas, de 3-12 cm de ancho y sedosa de ambos lados.  Flores pequeñas, masculinas amarillas, en espigas axilares delgadas ramificadas; femeninas en grupos más pequeños y simples.  Fruta casi redonda, de 4-5 cm de largo, rojo o naranja aterciopelada.  Utilizada en casos de mordeduras de culebra, diabetes, ictericia, reumatismo, gonorrea, ayuda al parto, previene abortos, taquicardia, problemas del tracto gastrointestinal y tracto respiratorio, piel, fiebre, malaria, trastornos renales.  Se le atribuyen propiedades antieméticas, antiséptica, aperitivas, digestivas, diurética, expectorante, febrífuga, emenagoga, tónica, sudorífica y vermífuga (16, 32). 
	2. Justicia pectoralis 
	Conocida como Tilo o Tila (Guatemala); Trevo-cumaru (Brasil: Amazonas); Yakayú (Colombia: Puinaves); Patco (Perú); Yerba carpintero, Curia, Camaguari (Venezuela).  Es una hierba que puede alcanzar 1 m de altura, poco ramificada; hojas lanceoladas, acuminadas en el ápice y obtusas en la base; inflorescencia terminal erecta con numerosas flores pequeñas de color rosado; el fruto es una cápsula pequeña de color marrón. Justicia es un género muy extendido en las zonas tropicales y subtropicales; son hierbas y arbustos que generalmente tienen aceites aromáticos, por lo que son utilizados en perfumería o como repelentes e insecticidas. Varias especies son empleadas como alucinógenos por los indígenas del Orinoco y el Amazonas, y otras tienen propiedades medicinales.  Entre los constituyentes más importantes se ha identificado la presencia de lignanos y saponinas con posibles efectos inhibidores de la fertilidad en las mujeres. El naftaluro lignano se ha asociado con actividad antidepresiva y antiarrítmica. En algunas especies se han aislado varias aminas aromáticas, kaempferol, esteroles, ácido salicílico y alcohol alifático. Los estudios químicos del género Justicia son todavía incipientes en relación con su uso como alucinógeno; algún trabajo ha reportado la presencia de tryptaminas (Schultes y Raffauf, 1990). Los análisis preliminares de Justicia pectoralis demuestran la presencia de esteroles, mucílagos y un aceite esencial (Albornoz, 1993).  Acción expectorante, pectoral, béquico, cicatrizante, afrodisíaco y más recientemente evaluada como antioxidante.  Usada para tratar gripe, tos, infecciones de las vías respiratorias superiores, dermatitis, heridas, aftas, fiebre, curación de heridas, úlceras, enfermedades nerviosas (32-36).
	3. Lippia chiapasensis
	Matorral o árbol débil de 4 m de alto, ramas densamente pubescentes, pecíolos de 4-14 mm de largo, hojas ovaladas o elípico-ovaladas, de 2-6 cm de largo, 1.5-4.5 cm de ancho, usualmente agudas, algunas veces obtusas, usualmente en forma de cuña en la base, escabrosa por encima, usualmente densa y suavemente pubescente por debajo, nervaduras prominentes, márgenes crenados aserrados, pedúnculos de 2-4 in cada axil, densamente pubescentes de 1.5-2.5 cm de largo, las espinas de flores de 8-9 mm de ancho, en frutos de 13 mm de amplio, reniforme, de 6-9 mm de amcho, venosa puberulenta a estringilosada, ciliada; cáliz de 2-3 mm de largo, hirsuto, corola amarilla, del doble de largo que el cáliz, usualmente puberulosa en el ápice y dentro el cuello (32).
	4. Pimenta dioica
	Conocida como Pimienta de Tabasco, pimienta gorda, pimentón, Malagueta, Patalolote, Pimienta de Chiapas, Pens, Ixnabacuc y Pimienta de Jamaica.  Es un árbol de 6 a 10 m de alto y de hasta 40 cm de diámetro, con el tronco recto, ligeramente acanalado, ramas ascendentes, copa irregular, densa; perennifolio; corteza externa lisa que se desprende en escamas muy delgadas y alargadas, pardo  verdosa o amarillenta con manchas moreno rojizas; internamente color crema amarillento o rosado, quebradiza, de sabor amargo y olor muy fragante. Grosor total de la corteza de 4 a 6 mm; ramas jóvenes, de sección transversal cuadrada, verde grisáceas a verde oscuras, sin lenticelas, con fina pubescencia cuando jóvenes, glabras con la edad; estípulas ausentes; hojas decusadas, simples; láminas de 6 x 2.5 a 21 x 7 cm, elípticas u oblongas, con el margen entero, ápice agudo o redondeado, base aguda a obtusa; haz verde oscuro y brillante, envés verde pálido o amarillento, glabras en ambas superficies; la lámina presenta numerosos puntos glandulosos transparentes; pecíolos de 10 a 25 mm, glabros; las hojas despiden un fuerte olor fragante que perdura aun después de que se secan; flores en panículas axilares de 6 a 12 cm de largo, con las ramas  cimosas, finamente pubescentes; pedicelos de 1 a 5 mm o  las flores sésiles; flores actinomorfas, fragantes, de 6 mm de diámetro; cáliz verde, de 3 mm de largo, cupular en la parte interior con 4 lóbulos de 1 a 1.5 mm de largo, ovados a triangulares, pubescentes en ambas superficies; pétalos blancos, 4, de 2 a 2.5 mm de largo, insertos en el cuello del tubo del cáliz por debajo de los pétalos, glabros; ovario ínfero, bilocular, lóculos 1 a 2-ovulares; estilo grueso, de 4 mm de largo, glabro; estigma grande y capitado; flores de marzo a mayo; bayas de ca. 10 x 5 mm, aplanadas en el ápice, verrugosas, con el cáliz persistente; contienen 1 ó 2 semillas pequeñas; todo el fruto despide un fuerte olor fragante; maduran de junio a octubre.   El fruto y las semillas contienen un aceite esencial que se utiliza como agente aromatizante.  Su principal producto es el fruto aromático que se utiliza como condimento alimenticio.  Se emplea como antiséptico y carminativo (que favorece la expulsión de gases en el tracto digestivo), antiinflamatorio, analgésico, antipirético, antiulceroso y actividad citoprotectora.  Aumenta la mucosa gástrica en ratas.  El aceite es irritante.  Estudiado como analgésico, hipotensor y como tratamiento de dolor artrítico (analgésico) (32, 37-42).
	5. Piper auritum  
	Conocido como  Santa María,  cordoncillo, hoja de jute, juniapra, xaclipur, obet, caña de oro, anisillo, hinojo, sabalero, hoja de la estrella, acullo cimarrón (Guatemala), Hierba santa, hoja santa, hua´a (zapoteco, Oax.), acullo cimarrón, Shó´nná (Mazateco, Oax.),.   Hierba áspera, algo suculentas, dispersamente ramosas, o raramente leñosa en la parte baja y aparenta ser un árbol, comúnmente cerca de 2 m de alto pero ocasionalmente hasta de 6 metros, las ramas robustas, esparcidamente pubescentes o glabras; las hojas sobre cortos o alargados, pecíolos robustos, los pecíolos ampliamente alados, más o menos dilatados y envainando la base; lámina de las hojas muy largas, finas y suave, usualmente verde-amarillo brillante cuando secas; ampliamente ovadas o oblongo-ovadas, hasta de 60 cm de largo y 35 cm de ancho, pero usualmente mucho más pequeñas, agudas o abruptamente corto-acuminadas, profunda y estrechamente cordadas en la base, los lóbulos basales redondeados, uno de ellos se extiende 1.5-3 cm, más bajo en la costa que los otros, ligeramente pálido en el envés, suavemente puberulento o cortamente-piloso en ambas superficies, con usualmente 3 pares de nervios arriba de los basales; pedúnculos simples, opuestos a las hojas, cerca de 3 cm de largo; espigas verde pálidas, 4 mm de espesor, comúnmente 20-25 cm de largo, las escamas peltadas pálidas  puberulentas.  Las hojas son usadas como condimento y como envoltura de algunos alimentos (tamales).  Las hojas y ramas se utilizan como medicinales en el tratamiento de heridas, infecciones vaginales, cáncer, encono; en combinación con hierba santa cimarrona y con “tlacopetla” se utiliza para piquete de alacrán, para el dolor de muela, para el dolor de estómago; se aplica sobre afecciones de la piel; también se emplea para padecimientos como inflamación vaginal, infección de la matriz, galactógeno (aumentar la leche de las mujeres que amamantan) y para acelerar el parto, mediante las hojas remojadas en alcohol; se usa para trastornos del aparato digestivo como dolor de estómago, falta de apetito, estreñimiento, diarrea e inflamación de estómago; se dice además que es un buen remedio para la bronquitis, tos y para la fiebre, afecciones como asma, laringitis, reumatismo, desparasitante, llagas e irritación ocular; los tallos y las hojas se utilizan en el tratamiento del susto.  Investigada ampliamente por su acción antiespasmódica en intestino (32, 43-52).
	6. Ternstroemia tepezapote:  
	Conocida como Tila o Tilo, baratillo, trencillo, trompillo, chucul, hualicuo, uixlilil-caax, pañol, chique, roble, Craboo.  Matorral o árbol, a veces de 15 m de alto, con un tronco de 15 cm o más de diámetro, hojas oblongo-ovalado, de 7-16 cm de largo y 3-4 cm de ancho, obtusa o redondeada en el ápice o a veces subaguda,  cuneada o atenuada en la base, las nervaduras inconspicuas en ambas superficies, algunas veces impresas por debajo, pedículos de 1.5-2.5 cm de largo, pétalos lanceolados u ovalados, de 8 mm de largo, agudos, unidos a la mitad, ovarios de 2 celdas, con 4-5 óvulos por celda, estilo de 6-7 mm de largo, estigma puntiforme, fruto cónico u ovoide-cónico, de 1-2 cm de largo, 1-1.5 cm desde arriba hasta la base.  Utilizado como remedio para picadura de serpiente, tranquilizante (32,53,54).
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	Evaluar la actividad inmunomoduladora sobre el sistema del complemento de seis plantas nativas de Guatemala.
	J. OBJETIVOS ESPECÍFICOS
	 Determinar la capacidad moduladora de los extractos de Cissampelos tropaeolifolia, Justicia pectoralis, Lippia chiapasensis, Pimenta dioica, Piper auritum y Ternstroemia tepezapote sobre la vía clásica del complemento.
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	1. Protocolo de ensayo hemolítico de actividad sobre la vía clásica del complemento
	a) Preparación de suspensión de eritrocitos
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