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1. AMBITO DE LA INVESTIGACION

Demostracion de la actividad biologica de las plantas nativas de Mesoameérica que han
sido sometidas a proceso de cultivo, ya que estudios preliminares sobre P. alliacea y S.
domingensis silvestres indican que poseen actividad inmunomoduladora. Con este estudio
se pretende determinar si las plantas sometidas a cultivo poseen la misma actividad que
las silvestres, asegurando la calidad a largo plazo de la produccion de dichas plantas en

una forma sustentable y con una actividad reproducible.

La linea de investigacion es la actividad inmunomoduladora de plantas medicinales
nativas, dicha investigacion se desarrollara en la Unidad de Bioensayos del Departamento
de Citohistologia de la Escuela de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Quimicas y

Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.



2. RESUMEN

En el presente estudio se evaluaron las propiedades inmunomoduladoras in vitro de
dos especies cultivadas nativas de Mesoamérica, (P. alliacea y S. domingensis), conocida
popularmente como apacin y zarzaparrilla respectivamente por medio de ensayos de
linfoproliferacion y ensayos hemoliticos que demostraron la regulacién del sistema de
complemento en sus dos vias, por medio de extractos etanolicos y acuosos de hoja y raiz
de P. alliacea, hojas, fruto y rizoma de S. domingensis. Dichas plantas han sido
empleadas como plantas medicinales, a las que se les atribuyen las caracteristicas de ser

antiinflamatorias, analgésicas, antipiréticas, entre otras.

En la etapa inicial se realizd la recoleccion del material cultivado, procediendo a su
percolacion y rotaevaporacion con etanol al 70 % para la obtencién de los extractos
etanolicos y para la obtencién de extractos acuosos de las diferentes partes de las plantas
fue a través de la infusidn por sonificacion y liofilizacion de los mismos, calculando su

porcentaje de rendimiento.

Dentro de este estudio, se realiz6 una metodologia colorimétrica para demostrar la
actividad moduladora de la linfoproliferacion de los extractos de las diferentes partes de las
plantas, asi como el determinar la concentracion efectiva minima (CEM). La metodologia
colorimétrica empleada, se realizO mediante una separacion inicial de los linfocitos, los
cuales se agregaron a una microplaca, la cual contenia una concentracion conocida de los
diferentes extractos, que posteriormente se incubaron por cuatro dias, para luego obtener
las actividades por medio de absorbancia tomadas con la ayuda de un lector de ELISA. Se
empleo el mitdgeno Phaseolus vulgaris (PHA), como control positivo y se determino, junto

con la CEM si la actividad que presenten los extractos es inhibitoria o estimulatoria.

Los extractos que presentaron actividad lo hicieron de manera inhibitoria sobre la
actividad linfocitica y se les determiné su CEM siendo: extracto etandlico de rizoma de S.
domingensis (CEM de 250 ug/ml) y extractos acuosos de hoja y raiz de P. alliacea (CEM
de 500 y 250 pg/ml, respectivamente) y hoja y rizoma de S. domingensis (CEM de 250 y
500 pg/ml, respectivamente). Mientras que en los extractos etandlicos de hoja de P.

alliacea, fruto y hoja de S. domingensis mostraron actividad Unicamente en la
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concentracion inicial de 1,000 pg/ml y los extractos sin actividad fueron extracto etandlico

de raiz de P. alliacea y extracto acuosos del fruto de S. domingensis

La evaluacion sobre la actividad del sistema de complemento se efectué mediante
ensayos basados en la hemolisis de eritrocitos por el Complejo de Ataque a Membrana
(CAM), el cual es generado al activarse el sistema de complemento; en este ensayo los
eritrocitos actllan como células blanco y al ser activados se produce la lisis de eritrocitos,

liberandose hemoglobina la cual es utilizada como parametro para medir la actividad.

Los resultados obtenidos en el ensayo del sistema de complemento mostraron que
tanto para la via clasica como para la via alterna, la mayoria de los extractos tanto
etandlicos como acuosos de hoja y raiz de P. alliacea, hoja y rizoma de S. domingensis
presentaron un efecto inhibitorio de ambas vias, determinado por su Clsg, por el contrario
los extractos que no mostraron ninguna actividad fueron: extractos etandlicos y acuosos de

fruto en la via clasica y alterna y extracto acuoso de hoja de S. domingensis en via clasica.

Esto se establecié con la determinacion del Clsy considerando un limite de 15 pg/ml
como punto significativo de corte para establecer la presencia o ausencia de la actividad

sobre las vias clasicas y alternas del complemento.

Puede decirse que los extractos evaluados son de gran interés por el efecto inhibidor
sobre la linfoproliferacion y sobre el sistema de complemento, ademas de representar
material vegetal cultivado que se puede aprovechar de mejor manera generando mayor
volumen para su utilizacion en la disminucién de la estimulacién del sistema inmune y

aprovechamiento de manera sostenible.



3. ANTECEDENTES

3.1 SISTEMA INMUNE

El término de inmunidad, se refiere a la respuesta de un hospedero a un agente
agresor y a las consecuencias que se derivan. El sistema inmune es el encargado de
proteger y de mantener la integridad del organismo ante una agresion de agentes
patdgenos, siendo sus funciones basicas: distincién de lo propio y lo extrafio, especificidad
y memoria. Posee una complejidad que compromete a diversos Organos y tejidos,
presentando las lineas de defensa, inmunidad innata y de la inmunidad adquirida la cual
suministra una respuesta especifica frente a cada agente infeccioso (1,2). La memoria
inmunoldgica especifica, tiende a evitar que el agente infeccioso provoque enfermedad en

una segunda infeccion (2).

3.2 RESPUESTA INMUNE

La respuesta inmunoldgica se efectla en tres etapas:

3.21 La primera comprende la llegada del antigeno y su contacto con los receptores
especificos ubicados en la membrana del linfocito. En esta etapa los macréfagos
efectdan su rol fagocitario y degradatorio, a efecto de presentar el antigeno a los

linfocitos para el reconocimiento antigénico.

3.2.2 La segunda etapa muestra los mecanismos de cooperacion celular y las
interacciones entre antigeno, linfocitos T, linfocitos B, macrofagos,
inmunoglobulinas, etc. Aqui los linfocitos se transforman frente a un antigeno

especifico para generar linfocitos con memoria y linfocitos efectores.

La tercera etapa se fundamenta por la accion destructora de células efectoras sobre

antigeno (3).



3.3 SISTEMA DE COMPLEMENTO

El sistema del complemento es un importante componente soluble del sistema
inmunitario innato. Se define como un sistema funcional de unas 30 proteinas del suero
gue interaccionan entre si, con la activaciéon de enzimas plasmaticas en forma de cascada,
amplificando la respuesta humoral, su activacién y fijacion a microorganismos, dando lugar

a la lisis celular (4).

El sistema de complemento juega un importante papel en modular la respuesta
inmune humoral especifica. Entre sus funciones estén el originar lisis de células, bacterias
y virus recubiertos, mediar en el proceso de opsonizacion y generar fragmentos peptidicos
gue regulan las caracteristicas de la respuesta inflamatoria e inmunitaria y también

interviene en la regulacion de la actividad biol6gica de las células (3).

Hasta hace muy poco se hablaba de dos rutas de activacion del complemento (la
clasica y la alternativa), recientemente se ha descubierto una tercera via, denominada via

de las lectinas.

La ruta clasica puede ser activada por complejos antigeno-anticuerpo o
inmunoglobulinas agregadas, La ruta alternativa conecta con el sistema de inmunidad
natural o inespecifica, interaccionando directamente con la superficie del microorganismo
y la ruta de las lectinas al igual quela ruta alternativa de depende de anticuerpos, y por lo

tanto pertenece al sistema de inmunidad natural (4).

Las tres rutas comparten las ultimas fases, consistentes en el ensamblaje, sobre la

superficie del microorganismo, del denominado complejo de ataque a la membrana.

Los componentes de las primeras fases de la ruta clasica y alternativa son
diferentes, pero su comparacion muestra sus semejanzas estructurales y funcionales.
También existen semejanzas entre las proteinas C1 de la ruta clasica y las proteinas
recién descubiertas de la ruta de las lectinas. Parece ser que las moléculas implicadas en

cada ruta debieron evolucionar por duplicacion génica y ulterior diversificacion (2).



3.4 LINFOCITOS

Los linfocitos son células importantes del sistema inmune, pueden distinguirse
distintos tipos de linfocitos con base en sus propiedades funcionales y las proteinas
especificas que expresan, los linfocitos T y B son los responsables de la respuesta inmune
especifica, se producen en los drganos linfoides primarios a razén de 1000 millones al dia,

y de alli migran a érganos linfoides secundarios y a espacios tisulares (5).

El linaje de células T y B se origina de un subgrupo de células progenitoras
hematopoyéticas en la medula 6sea o en el higado fetal, que se destinan a una via linfoide
de desarrollo. Son descendientes de un progenitor asignado de la médula 6sea, llamado
célula progenitora linfoide, que actia como precursor comun de las células tanto T como B,

asi como para las células NK y algunas células dendriticas (2).

Los linfocitos maduros que emergen del timo o la médula 6sea son mitGticamente
inactivos y, aunque potencialmente son capaces de realizar division celular y funciones
inmunitarias, aun no se han estimulado para realizar algunas de estas funciones, no
obstante, si tales células reciben sefiales que indican la presencia de una sustancia
extrafia o un patdégeno especifico, pueden responder mediante un fendbmeno conocido
como activacion, durante el cual pueden realizar ciclos sucesivos de division celular a lo
largo de un periodo de varios dias. Algunas de las células descendientes que se generan
regresan luego al estado de reposo para convertirse en linfocitos de memoria. Los otros
descendientes de un linfocito virgen activado se diferencian en células efectoras, que
sobreviven soélo durante unos cuantos dias, pero en dicho lapso realizan actividades

defensoras especificas contra invasores extrafios (3).

3.4.1 Linfocitos B

Los linfocitos B se definen por su capacidad de producir inmunoglobulinas que
pueden quedar unidas a la membrana donde actian como receptores especificos de
antigenos o bien ser secretadas en cuyo caso actuarian identificando y destruyendo

antigenos.



Cuando los linfocito B se activan se transforman en células memoria y en células
plasmaticas, especializadas en la sintesis y secrecion de grandes cantidades de

inmunoglobulinas (6).

3.4.2 Linfocitos T

Se caracterizan por poseer receptores especificos para los antigenos, denominados
receptores de células T o TCR (con cadenas af) los cuales reconoagptidns
antigénicos unidos a proteinas codificadas por los genes del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad o MHC. Fenotipicamente se caracterizan por expresar la molécula
CD3 asociada al TCR ademas de otros marcadores de membrana como CD2 y CD7. Los
linfocitos T son los responsables de la respuesta inmune celular jugando un papel
fundamental en controlar y desarrollar la respuesta inmune adquirida mediante la
produccion de citocinas solubles y el desarrollo de linfocitos T citotéxicos (Tc) con una

actividad litica importante de células infectadas por virus o células tumorales (7).

3.5 INMUNOMODULACION

La inmunomodulacion es un abordaje terapéutico en el que se intentd intervenir en
los procesos de autorregulacién y homeostasia del sistema de defensa. La definicion de
inmunomodulacién se refiere a la accién que ejerce la medicacién sobre los procesos de

autorregulacion que dirigen el sistema de defensa inmunitario (8).

Las sustancias inmunomoduladoras tienen la capacidad de estimular o inhibir la
respuesta inmune, esto por la necesidad de desarrollar agentes que puedan inhibir o
intensificar selectivamente poblaciones o sub-poblaciones de células para la respuesta
inmune, tales como: linfocitos, macrofagos, neutrofilos, células asesinas NK y citotoxicas
(CTL), o producir mediadores solubles como las citoquinas y el sistema de complemento
(8).

A los inmunopotenciadores se les atribuyen funciones importantes en las
inmunodeficiencias de algunos tipos de infecciones virales y bacterianas, especialmente en
el tratamiento del cancer, cuando las radiaciones y los medicamentos anticancerosos

rompen el equilibrio del sistema inmune (8).



A los usos mencionados se une la posibilidad de potenciar la inmunogenicidad de
vacunas con antigenos sintéticos, incluidas las de nueva generacidon, asi como la
inmunizacién experimental para obtener antisueros policlonales y anticuerpos
monoclonales; en este Uultimo caso, a los inmunopotenciadores se les denomina

adyuvantes inmunoldgicos (8).

En sus mecanismos de accion, los inmunomoduladores pueden actuar especifica o

inespecificamente (8).

3.5.1 Inmunomoduladores de accién especifica

Ejercen su accion sobre células del sistema inmune, atribuible a la presencia de un
antigeno o inmundégeno dado, por lo que hay especificidad selectiva en la accién de estas
células para producir una respuesta inmune. La inmunomodulacién es selectiva cuando
hay estimulacién y su resultado significa una inmunorreaccion hacia un antigeno o varios,

como es el caso de los adyuvantes inmunologicos o las vacunas terapéuticas (8).

3.5.2 Inmunomoduladores de accién inespecifica

Los inmunomoduladores de accion inespecifica son agentes que logran estimular o
suprimir la respuesta inmune, sin que la actividad de las células estimuladas vaya dirigida

hacia un antigeno determinado (8). Se dividen en 3 tipos, segun su accion:

- Tipo I: actGan sobre el sistema inmune normal.
- Tipo II: acttan sobre el sistema inmune inmunodeprimido.

- Tipo lll: actdan sobre el sistema inmune funcionalmente normal e inmunodeprimido.

Los inhibidores del complemento son importantes en la inmunomodulacién, como
ya se menciond, el complemento aumenta la fagocitosis y la lisis de antigenos; este es un
proceso quimioatrayente que eleva la respuesta inmune. El sistema del complemento
evoluciona para ayudar en los procesos de defensa de individuos mediante dafio directo a

los microorganismos invasores y produccién de inflamacion tisular.
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El control regulador estricto de este sistema es de importancia fundamental para

evitar la destruccion de los propios tejidos del huésped mediada por el complemento (3).

3.6 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA IN VITRO

A través de diferentes modelos experimentales se pueden evaluar compuestos
guimicamente sintetizados o compuestos extraidos de una especie vegetal. Otros ensayos
gue hacen parte de la bateria para evaluar actividad inmunomoduladora son: partes de
organos, cultivos celulares especificos (monocitos, macréfagos y leucocitos, entre otros) y

sistemas enzimaticos o de unién a receptores, que se trabajan como modelos in vitro (9).

También se realizan ensayos in vivo como el de estimulacion de la fagocitosis. Debe
tenerse en cuenta que la técnica de inhibicién del sistema de complemento, como ensayo
in vitro, tiene la limitacidon de no poder predecir los resultados que puedan obtenerse en un
ensayo in vivo, ya que no es posible reproducir completamente las condiciones de un

ensayo a otro y la extrapolacion de los resultados (9).

El ensayo de inhibicion sobre el sistema de complemento hace parte de una bateria
de ensayos que permiten reconocer si un compuesto quimicamente sintetizado o un
extracto y/o compuesto de origen vegetal, puede tener actividad sobre este elemento del
sistema inmune. Es basicamente un ensayo de tamizaje que permite aportar informacion
acerca de compuestos que posiblemente puedan tener actividad inmunomoduladora. La

técnica fue adaptada para su aplicacion al ensayo de extractos vegetales (9).

Por otra parte esta técnica solo evalla uno de los componentes del sistema inmune
gue es el sistema de complemento (5). Este ensayo in vitro esta basado en la hemdlisis de
eritrocitos por el complejo de ataque a la membrana (CAM) generado después de la
activacion del sistema de complemento por la via clasica o alterna. El ensayo envuelve
medidas espectrofotométricas a una longitud de onda de 405 nm, de la hemoglobina
liberada, que refleja el grado de accion litica por medio de una relacion entre la
absorbancia de la hemoglobina liberada y el nimero de eritrocitos lisados. Lo que se
cuantifica es el grado de inhibicidon del sistema del complemento por disminucion de la lisis

de los eritrocitos, obteniéndose una concentracion inhibitoria 50 (Clso) (9).
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3.6.1 Ensayos hemoliticos para la valoracion de la actividad sobre el sistema de

complemento.

La inhibicién de la actividad del Sistema de Complemento se determina mediante la
metodologia propuesta por Klerx et al en 1983, la cual se basa en la hemolisis de
eritrocitos de carnero, al activarse este sistema, los eritrocitos actian como activadores y
células blanco. Tras esta activacion se produce la lisis de los eritrocitos liberandose la
hemoglobina, la cual es medida y utilizada como parametro para medir la actividad del
complemento. Para la via clasica se emplea eritrocitos de carnero sensibilizados con
anticuerpos de conejo anti-eritrocitos de carnero y en la via alterna el ensayo es similar,
dependiendo de la lisis de eritrocitos de conejo, se debe inactivar la via clasica utilizando
acido etilenglicol tetraacético (EGTA) como agente quelante de calcio (necesario para su
activacion). Con los datos obtenidos se calcula el porcentaje de inhibicion y la Clsgy, de lisis
eritrocitaria (que es la concentracion de la muestra en investigacion necesaria para obtener

el 50% de lisis eritrocitaria, bajo condiciones estandarizadas) (10).

3.6.2 Ensayos para valorar lalinfoproliferacién

La valoracion de la linfoproliferacion se lleva a cabo por medio de una medicion
espectrofotométrica directa por un lector de ELISA. Este ensayo estd basado en la
utilizacion de la sal de tetrazolio (XTT) para desarrollar un ensayo colorimétrico
cuantitativo, el namero de linfocitos presentes en cada pozo se correlaciona con la
capacidad de reducir el XTT a un producto coloreado y soluble, dicha sal es reducida
principalmente por la actividad enzimatica mitocondrial presente basicamente en las
células vivas. La sefal generada depende del grado de activacién de las células. Este
ensayo puede ser utilizado para medir la linfocinas proliferativa, estimulos mitégeno y la
lisis (11).

Los mitébgenos son una clase de moléculas que pueden activar de manera
inespecifica tanto células T como B. Estas moléculas se unen a las moléculas superficiales
de las células T que intervienen en la activacion, por ejemplo, TCR y CD2. Existen distintos
tipos de mitdgenos: lectinas (substancias producidas por plantas), lipopolisacarido de la

pared bacteriana, proteina A estafilococica (12).
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Su accion es inespecifica, con efectos mitdgenos sobre linfocitos, por lo que se usan

para activar estas células en ensayos de proliferacion (13).

Los mitbgenos mas utilizados provienen de cuatro legumbres que han sido

purificados y estandarizados. Sus propiedades quimicas y bioldgicas son:

3.6.2.1 Fitohemaglutinina (PHA):

La PHA se obtiene a partir de diferentes variedades de frijol pertenecientes a la
especie Phaseolus vulgaris. Las potencialidades de la PHA como inmunomodulador se
fundamentan en la induccion de la actividad y proliferacion linfocitaria in vitro; efecto

observado in vivo solo con dosis excesivas de PHA eritroaglutinante (13)

La PHA comprende 5 glicoproteinas tetraméricas, 2 isolectinas formadas por 2
polipéptidos (L=leucocito y E=eritrocito) en combinaciones L4, L3E1, L2E2, L1E3, E4.1,2
Las subunidades tipo E mayores que las L, son responsables de la eritroaglutinacién, pero
muestran poca actividad mitogénica o ninguna. Las subunidades L confieren propiedades
leucoaglutinantes a la proteina nativa y tienen la maxima actividad estimulante de la
mitosis (13).

3.6.2.2 Concanavalina A (Con A):

La concanavalina A (Con A ) es una proteina globular de origen vegetal, se obtiene
a partir del frijol Canavalia ensiformis. La Con A es un excelente inductor de mitosis en los
linfocitos y se emplea también en la preparacion de reactivos para identificar glicoproteinas

y polisacaridos (14).

La actividad de la lectina se evalla mediante su capacidad aglutinadora de
eritrocitos humanos. La Con A esta ligada especificamente a residuos de -D-
glucopiranosas y a-D-manopiranosas y a glucopolisacaridos y glucoproteinas que tienen

tales residuos (14).
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3.6.2.3. Mitdgeno de fitolaca (PWM):

Phytolacca americana o pokeweed a demostrado tener actividad mitogénica, se
diferencia por poseer muy poca actividad eritroaglutinante, no proviene de legumbre y en
el ratén afecta ambos linfocitos T y B. El aminoacido mas frecuente es la cisteina, necesita

de calcio y manganeso para ejercer su actividad (15).

3.7 ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE LAS PLANTAS

En la actualidad el uso de plantas no solamente se basa en los conocimientos de la
medicina tradicional, ya que del punto de vista que tiene el hombre hacia la terapéutica, ha
surgido la necesidad de conocer propiedades, mecanismos de accidén y beneficios que
ofrece el uso de los extractos de plantas, por lo que se realiza una serie de investigaciones

sistematicas, experimentales y clinicas (16).

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 a las que se les atribuye propiedades antiinflamatorias, antiparasitarias,
antipiréticas, antirreumaticas y de uso en enfermedades hepéticas Estos estudios han
concluido que tienen actividad anticomplementaria, es decir que disminuyen la actividad
del sistema del complemento, esta accion se puede originar por medio de quelacion de

Ca*', Mg* ¢ interacciones con los componentes simples de alguna via del sistema del

complemento (16).

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 y
niveles de interferencia con la respuesta inmune. Los inmunomoduladores derivados de
productos naturales pueden ser clasificados como compuestos de alto y bajo peso
molecular. Una clasificacibn mas especifica revela compuestos activos que pertenecen a

cualquiera de las siguientes clases de sustancias: carbohidratos, terpenos, esteroides,
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fenoles, cumarinas, aminoacidos, peéptidos, proteinas, glicoproteinas, alcaloides y otros

compuestos organicos que contienen nitrogeno (16).

El nimero de compuestos que pueden ser aplicados terapéuticamente demuestra
gue 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.

Los farmacos herbarios son conocidos por sus propiedades inmunomoduladoras y
por estimular de forma generalizada la inmunidad especifica y no especifica. Muchas de
las plantas utilizadas en la medicina tradicional han demostrado poseer actividades
inmunomoduladoras. Algunas de estas plantas estimulan tanto la inmunidad celular como
la inmunidad humoral, mientras que otras soélo activan los componentes celulares del
sistema inmunitario, es decir, la funcion fagocitica sin afectar a la inmunidad celular o
humoral (16).

Los productos naturales y sus componentes pueden ser una fuente importante de
moléculas con propiedades inmunomoduladoras. Sobre esta actividad se han publicado
un elevado numero de trabajos (9). Algunas plantas que han demostrado tener actividad
inmunoduladora son Allium savitum, Equinacea purpurea, Equinacea angustifolia, Uncaria

tomentosa, Hydrastis canadensis, Aloe vera y Pikorriza kurroa (9).

La forma mas rapida para detectar compuestos inmunoestimulantes in vivo es a
través de experimentos con modelos de animales infectados o inmunosuprimidos, sin
embargo para el estudio masivo de compuestos, los bioensayos in vitro son los mas
adecuados, su costo es bajo y pueden orientar sobre los posibles mecanismos de accion
de las sustancias investigadas. La actividad inmunomoduladora in vitro se mide a
diferentes niveles, desde los efectos sobre partes de érganos, preparacién con células
enteras como leucocitos polimorfonucleares, monocitos, macrofagos, linfocitos; hasta los
efectos sobre sistemas enzimaticos y con técnicas de union de los receptores. Los
criterios que se usan para seleccionar los bioensayos son la relevancia e importancia de
las funciones o disfunciones efectoras inmunes, sea bajo condiciones normales o

patoldgicas; es decir que puedan estar orientados a la enfermedad (9).

Algunos de los ensayos mas utilizados para detectar la actividad

inmunomoduladora de extractos son: fagocitosis granulocitica in vitro, ensayo de
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qguimioluminiscencia, ensayo de quimiotaxis, fagocitosis in vivo, prueba de aclaracién de
carbon, ensayo de proliferacion linfocitica, ensayo de citotoxicidad inmunoinducida,
ensayo de actividad sobre el sistema de complemento in vitro, ensayo para la produccion

del factor de necrosis tumoral (TNF), y prueba de la expresion del antigeno CD69 (9).

En afos recientes los productos naturales de plantas, han sido investigados por su
potencial accion inmunomoduladora como provenientes de infecciones y neoplasias. La
terapia herbaria o fitomedicina utiliza plantas, partes de las plantas o sustancias derivadas

de la planta generalmente considerados como complementos de la medicina (17).

Desde la perspectiva de la medicina herbaria occidental, los remedios herbarios que
afectan el sistema inmunoldgico pueden ser clasificados como adaptdogenos o
inmunoestimulantes, o ambos. Los adaptogenos incluyen las sustancias que permiten

aumentar la resistencia del cuerpos agentes tanto fisicos, quimicos o biolégicos (18, 19).

La meta principal de la inmunoterapia es estimular la actividad de células
inmunologicas que son las que entran en contacto directo con agentes infecciosos. Los
agentes inmunoestimulantes tienen efectos minimos en la respuesta inmune normal, pero

pueden ayudar a rectificar moderadamente la respuesta inmune mediada por células (20).

En el 2004, un grupo taiwanés encontré que el extracto etandlico de Panax ginseng
incrementaba la expresion de IL-2, IL4 e IL-10 por células de bazo de ratones (23). Otro
ejemplo de este disefio experimental es el efectuado por un grupo chino que descubrié que
el extracto etandlico acuoso de Coriolus versicolor (Yunzhi) que indujo una alta produccion

de IFNa e IL-8 a las 24 hrs. de incubacion de linfocitos de bazo (24).

Entre algunas de las investigaciones mas recientes que muestran el tamizaje de
plantas por su actividad inmunomoduladoras, se encuentran el realizado en el 2005 en la
Universidad de Ciencia y Tecnologia de Hong Kong, por Chan y colaboradores,
encontrando que la férmula herbaria de CKBM compuesta de cinco hierbas medicinales
chinas (Panax ginseng, Schisandra chinensis, Fructus crataegi, Ziziphus jujube y Glycine
max) suplementadas con Saccharomyces cerevisiae procesada, fue capaz de iniciar la
secrecion in vitro de IL6, IL10,TNF e IFNa por células mononucleares de sangre periférica
(21).
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Existen numerosos estudios realizados e in vitro usando derivados de plantas que
presentan propiedades mitdgenas. Dentro de los cuales podemos destacar Silybum
marianum que induce un aumento de la proliferacion de linfocitos murinos in vitro, junto

con un incremento de interferon gamma, IL-4 e IL-10 en los timocitos (25).

Se ha evaluado el efecto inmunomodulador in vitro, sobre linfocitos de sangre
periférica y timocitos, de los extractos etandlicos de cinco plantas: S. marianum, Matricaria

chamomilla, Calendula officinalis, Cichorium intybus y Dracocephalum kotschyi (26).

Los resultados obtenidos muestran, que ninguno de los extractos presenta un efecto
mitogénico directo, excepto S. marianum (100 pg/ml) que muestra un 13% de incremento

de la proliferacion de los linfocitos a una concentracion de 50 pg/ml (26).

3.7.1 Investigaciones de algunas plantas inmunomoduladoras.

3.7.1.1 Coneflower puarpura (Echinacea purpurea): Echinacea es natural de la flora
silvestre de Norteamérica,la raiz o la parte sobre el suelo de la planta durante la fase
floreciente del crecimiento se utilizan medicinalmente para resfriado comun, funcion
inmune, infeccion, gripe, faringitis, rinitis, sinusitis y bronquitis, gingivitis secundaria
(enfermedad periodontal), otras como Ulceras de la boca, enfermedad de Crohn,

Infecciones del oido (recurrentes), vaginitis e infeccion por hongos (28).

Se piensa que su funcién esté dirigida principalmente hacia mecanismos inmunes
no especificos como la actividad fagocitica, activacion de macréfagos y la actividad de las
células NK (27). En un estudio donde se trataron ratas con extractos de E. angustifolia
demostraron una produccion aumentada de la subclase de anticuerpos especificos, e

inmunoglobulina 1gG (28).

Entre sus principios activos se encuentran esteres del acido cafeico (equinacosidos
Ay B, cinarina, acido chicorico), aceite esencial (borneol, bornilacetato, D-germacraneno,
cariofileno), antociandsidos, trazas casi insignificantes de alcaloides pirrolizidinicos
(tusilagina, isotusilagina), resina (conteniendo acidos grasos, oleico, linoléico, cerotico y

palmitico, asi como fitosteroles), isobutilamidas y polisacaridos. Se emplea como infusion,
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extracto fluido, extracto seco, tintura y jarabe. Sola o asociada a otras plantas que

refuerzan o estimulan las defensas del organismo (28).

3.7.1.2 Ginseng coreano (Panax ginseng): Algunos botanicos la consideran una materia
gue ayuda a proteger el cuerpo contra la enfermedad, como un inmunoestimulante,
aumenta la actividad antitumoral, mejora la actividad cardiovascular y tiene actividad

antioxidante, entre otras (29,30).

Las membranas de los linfocitos circulantes tienen un volumen de fosfolipidos alto
por lo cual son muy vulnerables al dafio oxidativo (31). En estudios in vitro, se observé que
activa a los macréfagos para producir intermediarios de nitrdgeno reactivo; en otro estudio
se observd que reforzé la actividad de los macrofagos en ratones infectados con C.
albicans (32).

Son usados como adaptdégenos (ayudan al cuerpo a adaptarse al estrés y como
ténico general, el ginseng coreano contiene sustancias Rgl ginsendsidos que producen un
efecto estimulante, otras sustancias que posee esta son, panaxosidos, hierro, germanio,
calcio, vitaminas A y E. El efecto estimulante del ginseng coreano se nota cuando el
organismo esta estresado. A la vez que el uso primario del ginseng es como adaptégeno y
ténico general se usa tradicionalmente para varias condiciones incluyendo: sindrome de
fatiga cronica, fatiga mental y fisica, ansiedad, depresion, pérdida de memoria en el
anciano, diabetes, colesterol alto, sindrome de abstinencia en drogas, alcoholismo,

impotencia y trastornos eyaculatorios (33).

Los ginsendsidos (Rgl) son los ingredientes activos del gingeng coreano. Se ha
visto ademas que restaura el glucogeno muscular y lleva el adenosintrifosfato (ATP) a
niveles normales. Algunas investigaciones mostrarian su accion en los sistemas nervioso

central y circulatorio, aumentando las defensas y la accién del sistema glandular (33).

3.7.1.3 Calahuala (Phlebodium pseudoaureum): Pertenece a la familia de Polyodiaceae,
con sus sindbnimos de P. calahuala, P. aureum, P. aereolatum, P. decumanum, P.
leuctomos, es un helecho epifito que posee un rizoma rastrero y sinuoso, nativa de Centro

Ameérica que se extiende hasta Sur América en alturas de 1200-2200 msnm. Crece
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silvestre en tronco de palmas, arboles de gran humedad a la sombra. Los rizomas se

obtienen por recoleccion en los bosques de crecimiento silvestre (40).

Entre sus usos medicinales, se destaca que el rizoma es utilizado para tratar
afecciones gastrointestinales (diarrea, dolor de estdmago, estrefiimiento, gastritis),
respiratorias (asma, tos, tos ferina) y cardiacas, dolor de huesos , reumatismo, diabetes,
gota, hipertension, purificar la sangre, usado en el tratamiento de parasitos, enfermedades
venéreas, sifilis y afecciones renales (calculos, hidropesia), topicamente se utiliza para el

tratamiento de contusiones, reumatismo, Ulceras, quemaduras, soriasis y eccemas (40).

El P. leucotomos, es un tipo de helecho que crece en las regiones tropicales y
subtropicales de América. Tiene un largo historial de uso por la medicina tradicional en
Honduras para curar toda una serie de problemas de salud y especialmente las
inflamaciones de la piel. Sus efectos fotoprotectores han sido demostrados en estudios con

animales y en el ser humano (34).

Estudios celulares y en el animal demostraron que tiene efectos antioxidantes,
antiinflamatorios e inmunomoduladores. Estos explican de qué forma el P. leucotomos
protege la piel de los efectos nocivos de la exposicion a los rayos ultravioletas del sol:
Elimina los radicales libres y las especies oxigenadas reactivas, en concreto el anién
superoxido, inhibe la deplecién de las células de Langerhans; reduce la cantidad de
células quemadas por el sol, protege el ADN al inhibir la formacion de dimero de pirimidina
de ciclobitano (34).

Sus rizomas se encuentran compuestos de azucar, aceites esenciales, mucilago,
almidon, nitrato de potasio, calagualina, glicorrizina (acido glicoretinico), polipodina, aceites
grasos, taninos, esteroides (ecdiserona, polipodaureina), un colorante rojo, principios
amargos, resinas. Por fraccionamiento bioguiado, se aisléo del extracto metandlico la
adenosina como uno de los principios inmunoduladores (40). Mientras que la saponina
calahualina, aislada de su rizoma tiene actividad antitumoral, la decoccion del rizoma
produce efecto diurético moderado en ratas. El extracto acuoso administrado en ratones,
prolonga la supervivencia de aloinjertos cutdneos, sugiriendo una actividad

inmunosupresora (40). En estudios de propiedades in vitro el efecto medicinal del extracto
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de calaguala como inhibidor inmunolégico, reporta la probabilidad que la adenosina es el

componente bioactivo responsable de sus propiedades terapéuticas (35).

Varios estudios demostraron que el extracto de P. leucotomos, reduce la gravedad
de la insolacion, ayuda a prevenir el envejecimiento cutaneo y disminuye el riesgo de
padecer cancer ligado a las radiaciones ultravioletas, en los sujetos afectados de
fotodermatosis idiopaticas, disminuye las reacciones cutaneas y los sintomas subjetivos;
disminuye los efectos secundarios de la PUVA, inhibe la accion de las citocinas, factores

inmunitarios que se encuentran sobre todo en las enfermedades autoinmunes (34).

3.7.1.4 Gengibre (Zingiber officinale): Es un rizoma que se usa ampliamente en el mundo
como una de las especias importantes e hierbas tradicionales. Se ha informado que
extractos de jengibre presentan algunas actividades famarcolégicas incluso
antiinflamatorias, antitumorales y antioxidativas. Un estudio realizado en china evalu6 los
efectos del aceite de jengibre sobre la respuesta inmune tanto in vivo como in vitro en
ratones, en donde los resultados sugieren que el aceite de jengibre tiene influencia sobre la
respuesta inmune mediada por células, la proliferacion de linfocitos T y puede ejercer
efectos sobre un numero de condiciones clinicas como inflamacion cronica y

enfermedades autoinmunes (36).

3.7.1.5 Ajo (Alllum sativum): Posee actividad inmunomoduladora, antioxidante,
hipolipemiante, antiaterogénica, antitrombotica, hipotensora, antimicrobiana, antifangica y
anti-carcinogénica. Todas éstas actividades se atribuyen principalmente a los compuestos
azufrados, que son los principios activos mas destacables de esta droga, aparte de estos
componentes en el bulbo de ajo también se encuentran sales minerales (selenio),
azucares, lipidos, aminoacidos esenciales, sapondsidos, terpenos, vitaminas, enzimas,
flavonoides y otros compuestos fendlicos. Estudios in vitro e in vivo han evidenciado la
capacidad del ajo tanto para estimular la proliferacion de linfocitos y la fagocitosis de
macrofagos como la liberacion del interferon-gamma. También aumenta la actividad de las
células NK y muestra actividad inhibitoria de la agregacion plaquetaria, se considera que el
agente principal es la alicina, que es activa contra bacterias Gram positivas y Gram
negativas, aunque en esta accion parece que también contribuyen los ajoenos y el
trisulfuro de dialilo. Su efecto antifungico es especialmente eficaz frente a candida y otros
hongos (37).
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3.8 ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA DE P. alliacea y S.domingensis

Petiveria alliacea (Apacin) pertenece a la familia Phytolaccaceae. Es una planta
americana aromatica, con un habitat que abarca desee la Florida, México y las Antillas
hasta gran parte de Sudamérica. Las actividades biolégicas que presenta la planta abarcan
el campo de la infectologia, inmunologia y oncologia, su aceite esencial ha demostrado
accion insecticida contra ejemplares adultos de algunas variedades de mosquitos y
actividad repelente contra la polilla de ropa (38). Su extracto acuoso demostré poseer

efecto inmunomodulador aumentando la produccién de IFNo en ratones tratados (22).

Segun los estudios previos P. alliacea en su estado silvestre ha demostrado una
actividad inmunomoduladora en sus extractos etandlicos de hoja y raiz, especificamente,
una actividad inhibitoria de la via clasica de complemento con un CIs0 de 5 pg/mly 14
pg/ml de hoja y raiz respectivamente; mientras que se mostré una actividad estimulante de

la via alterna del complemento (39).

El extracto hexanico de tallos y hojas, produjo inmunoestimulacion a una
concentracion de 0.5 mg/mL al incrementar el indice fagocitotico de granulocitos humanos
de 4.0-6.2, mientras que una fraccion obtenida con ciclohexano-metanol produjo un valor
maximo de 5.6; uno de los compuestos inmunoestimulantes del extracto es el
dibenciltrisulfuro, tanto este como el extracto causaron un incremento en el peso del timo y

de las placas de Peyer de ratones (43).

Smilax domingensis (zarzaparrilla), en medicina popular el rizoma es usado por sus
propiedades estimulantes, diuréticas, diaforéticas y depurativas de la sangre. El
cocimiento de las raices se utiliza para combatir la sifilis, herpes, lepra, tina, eccema, acné
nervioso Yy urticaria. La infusién de las hojas y de los tallos tiernos se usa para contrarrestar
las Ulceras de la boca, es un buen coadyuvante en el tratamiento de reumatismo, artritis,
gota y acumulaciones de acido urico. En dosis elevadas destruye calculos renales y evita
la diabetes (40).
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En estudio de campo se determiné que la zarzaparrilla comercialmente se obtiene
por medio de recoleccion silvestre (61.39%) y un 7.92% de cultivos y se atribuyen
propiedades medicinales para atacar problemas de circulacion, para purificar la sangre y
afecciones renales (46). En la actualidad, las plantas medicinales mas importantes de
Guatemala, por su volumen comercializado y por el valor economico que implican, son los
rizomas de zarzaparrilla (S. domingensis), las cuales son un recurso de la flora nativa de
Mesoamérica con larga tradicion de uso y de explotacibn como medicamento y materia

prima industrial (47).

En estudios previos realizado con material silvestre de dicha especie, se evalué6 la
actividad antiinflamatoria, analgésica e inmunomoduladora por ensayos in vivo e in Vitro,
se identificaron los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los extractos y las
fracciones, y se determind la citotoxicidad in vitro, asi como la toxicidad aguda y sub-aguda
en animales de experimentacion, obteniendo como resultados que el rizoma de S.
domingensis inhibe la via alterna (Clso de 12.15 ug/mL). Se determind que ninguno de los
extractos etandlicos de S. domingensis presenta actividad analgésica ni actividad

antiinflamatoria aguda (47).

3.9 MONOGRAFIAS DE LAS PLANTAS EN ESTUDIO

3.9.1 Petiveria alliacea L.

3.9.1.1 Familia Phytolaccaceae

3.9.1.2 Sinonimia: Petiveria alliacea

3.9.1.3 Nombre (s) comun (es): Mapurite, anamu, apacin, mucura, tipi, verbena hedionda,
zorrillo, hierva de gallinita (48, 49).

3.9.1.4 Descripcion:

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 eliptica y
granulosa hacia el peciolo, limbo oblongo u ovalado, de 5-15 cm de largo, verde brillantes.

Inflorescencias en racimos delgados, 10-35 mm de largo, poco floreadas; flores subsésiles
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0 en cortos pedicelos, sépalos blanco-verduzcos, oblongo-lineares, 3-4 mm de largo.
Frutos comprimidos en el raquis del racimo, angostamente cuneados y 8 mm de largo
(50,42).

3.9.1.5 Distribucion geografica:

Areas tropicales de Centro y Suramérica, Caribe y Africa. En Guatemala se ha descrito
en Alta y Baja Verapaz, Chiquimula, Escuintla, Guatemala, Petén, Retalhuleu, Santa Rosa,
Sacatepéquez, San Marcos, Suchitepéquez y Zacapa (51).

3.9.1.6 Fitogeografia:

Crece de forma silvestre en bosques humedos y terrenos disturbados desde Texas a
Florida meridional y hasta las regiones tropicales y templadas de México, Centroameérica,

Sudameérica y el Caribe (52).

3.9.1.7 Habitat:

Es caracteristica de suelos himedos e inundables considerando los suelos de
moderado a mal drenado (52).

3.9.1.8 Clima:

Crece en bosques tropicales humedos y muy humedos asi como en bosques secos

gue muestran una precipitacion entre 1,500 y 3,500 mm anuales (52).
3.9.1.9 Suelos:
En Panama es comin encontrarla a la orilla de rios en suelos aluviales e inundables

por cortos periodos de tiempo y en plantaciones en suelos pedregosos con alto contenido

de arcillay pH acido e incluso en curso de agua en riachuelos y quebradas.
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3.9.1.10 Requerimientos ambientales:

Crece en manchones en altas poblaciones como sotobosques y se reproducen
durante todo el afio, pero alcanza su maxima floracion de octubre a diciembre. Presenta
gran capacidad de rebrote después de cortada, debido a la eliminacion de la dominancia
apical. A pleno sol su crecimiento es reducido y presenta una clorosis amarillo-

blanquecina. Las hojas se tornan asperas y su tamafio es reducido (52).
3.9.1.11 Cultivo
= Propagacion sexual:

Un gramo de semilla contiene un promedio de 60 unidades. Pruebas de
germinacion, para la obtencién de plantones a raiz desnuda en camas aéreas y usando
como sustrato tierra aluvial, las semillas inician la germinacion a partir del tercer dia de una
forma no uniforme produciendo plantones de 15-20 cm de alto a partir de los 60 dias
después de la siembra. La preparacion y acondicionamiento del suelo se ha hecho con
azada manual y con la incorporacién de gallinaza fermentada en dosis de 3 kg/m? en semi-
sombra natural en los margenes de quebradas. En suelos aluviales utilizando 40 cm entre
lineas en bloques de 6 surcos con 30 semillas/m lineal se obtuvo buena germinacion. Con
longitud variada se acondicioné el terreno con azada solo en el surco y se incorporé

gallinaza en dosis de 3 kg/m? en semi-sombra en las margenes de las quebradas (52).
*= Propagacion asexual

Se multiplica por esqueje con gran facilidad. Se ha evaluado la parte superior, media
e inferior del tallo, lograndose un porcentaje de peque superior al 80%. La seccion que
mejor resultado ha tenido es la seccién media e inferior por la velocidad de crecimiento y
vigor de la planta (52).

La preparacion es manual. Se inicia con el corte de maleza con machete procurando
dejar sobre la superficie los residuos para controlar la penetracion de la luz solar que active
la germinacion de semillas de maleza y reactive el rebrote (52). Se aplica fertilizante

quimico 12-24-12 en dosis de 227 kg/ha al inicio del establecimiento en el campo definido y
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posteriormente a los tres meses. La aplicacion de este fertilizante estimula el desarrollo
inicial y una revitalizacion de las plantas hasta obtener buen desarrollo foliar lo cual limita la

competencia de las malezas (52).

Se siembra en bloques utilizando sombra de arboles en los margenes de rios en
suelos de aluvidn, ha sido buena ya que las hojas presentan mayor longitud, ancho y una
mejor coloracién. Limpieza y mantenimiento del cultivo es de vital importancia
especialmente en la etapa de establecimiento e inicio de crecimiento vegetativo que las
limpiezas se realicen con menor frecuencia (43). En un cultivo de 9 meses en dos parcelas
de 2 *4 m se logr6 un rendimiento promedio de 12.52 kg/m? de peso himedo de raices de
materia fresca. La altura promedio de cada individuo fue entre 0.99 a 1.18 m El rendimiento
logrado es de 3.94 kg/m? de raices secas. No se calculé el rendimiento de partes aéreas
(52).

3.9.1.12 Usos medicinales atribuidos

Aunque tradicionalmente se le adjudican muchas propiedades, sus principales
efectos son: analgésico-antipirético, antiinflamatorio, anestésico, antiespasmaodico,
antidispéptico, hipoglucemiante, inmunoestimulante (antitumoral) y antimicrobiano (hongos,
bacterias y parasitos). Los usos ethomédicos de la planta contemplan fundamentalmente
sus acciones como analgeésico, antiinflamatorio (sobre todo en la artritis y gastritis) e

hipoglucemiante y para el tratamiento del cancer (53,54).

3.9.1.13 Farmacologia

= Experimental:

Se ha demostrado la actividad antimalarica frente a cepas de Plasmodium
falciparum, infecciones dermatomucosas (foranculos y tifias) (18-19); asi mismo se ha
reportado actividad antibacteriana de los extractos etanolicos al 50% contra varios
microorganismos gram negativos, y extractos acuosos activos como antimicotico de varios
hongos patégenos de las plantas, como Epidermophyton floccosum, Mycobacterium

tuberculosis y Candida albicans (22).
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P. alliacea posee actividad inmunoestimulante, antiinflamatoria, antitumoral. Varios
estudios clinicos han demostrado su accidn su accion antileucemica y antitumoral; En 1993
un estudio demostré que estimula la produccién de linfocitos e interleucina 2 en ratones.
Varios estudios clinicos han demostrado su accion antileucémica y antitumoral,
probablemente debido a sus propiedades inmunostimulantes. En un estudio realizado en
1993, un extracto acuoso de esta planta demostré que estimula la produccion de linfocitos

e interleukina 2 en ratones.

Otro estudio del mismo afio en ratones demostré que el extracto de P. alliacea
aumenta la actividad de los linfocitos NK en un 100% y estimula la produccion de

Interferdn, Interleukina 2 e Interleukina 4 (60).

En un estudio realizado para determinar si existe actividad antiinflamatoria por via
oral en extracto acuoso liofilizado de la planta en dosis de 100 mg / kg de peso por via oral
en ratas, en los modelos experimentales de pleuresia por carragenina, granuloma por
algodon e involucion del timo por adrenalectomia no se encontraron diferencias
significativas entre los controles y los grupos tratados, lo que hace pensar que la accion
antiinflamatoria estd dada en extractos hidroalcélicos de la raiz y no de las hojas en esta

especie (43).
= Clinica:

El extracto metandlico de la raiz ha demostrado actividad profilactica en casos de
enfermedad hepatica; mientras que el extracto de hoja tiene la actividad hipoglicemiante;
este efecto se debe a que contiene un fosfoglicano endégeno que ejerce un efecto similar

a la insulina, mejorando el control de la glicemia (45).
3.9.1.14 Sustancias activas:

La planta entera contiene numerosas sustancias activas, entre las que figuran:
alcaloides (alantoina, N-metil-4-transmetoxiprolina), esteroides (beta-sitosterol), triterpenos
(isoarborinol, acetato de isoarborinol, cinamato de isoarborinol y alfa-friedelinol), derivados
sulfurados ( bencil-2-hidroxi-5- etil-trisulfuro, dibencil trisulfuro), flavonoides (astilbina,
engeletina, leridal, leridol, leridol-5-metil éter, miricitrina), compuestos inorganicos (nitrato
de potasio), lipidos (acido lignocérico, lignocerato de lignocerilo, acido linoleico, acido
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nonadecanoico, acido oleico, acido palmitico y acido estearico), derivados bencénicos
(benzaldehido, acido benzoico), alcanos (alcohol lignocerilico), carbohidratos (pinitol),
taninos, polifenoles y bencil-2-hidroxi-5-etil-trisulfuro, todos los cuales se encuentran
presentes en las hojas y tallos jévenes de la planta (46-48).

3.9.1.15 Toxicologia:

En relacién con los estudios toxicologicos puede plantearse primeramente lo citado
en la Farmacopea caribefa, bibliografia considerada como oficial por el CECMED en el

caso de los medicamentos herbarios (48).

La administracion de los extractos etanodlico y acuoso de partes aéreas de la planta
por vias intraperitoneal, intramuscular e intratecal (intrarraquidea) en ratones albinos,
produjo signos de toxicidad en cuanto a la supervivencia; pero el suministro oral del
extracto de raiz fue muy poco téxico en ratas. El extracto hidroetanolico de raiz (1 mg del
cual equivaldria a 7,7 mg de raiz seca en contacto local con la piel de roedores) no origina

reaccion de irritabilidad durante los 15 dias sucesivos a su aplicacion (49).

La DLsg por via intraperitoneal en el roedor es de 1 673,11 mg/kg y la decoccién no
produce genotoxicidad sobre las células germinales del raton macho (45). Las infusiones
de la hoja y raiz no son aparentemente toxicas en dicho animal, administradas en dosis
de 5000 mg/kg. Por otra parte, se analizd la gastrotoxicidad de la planta con el extracto
hidroalcohdlico de la raiz y se obtuvo una toxicidad baja, sin efecto ulcerégeno en la

membrana de la mucosa gastrica.

3.9.2 Smilax domingensis Willd.

3.9.2.1 Familia: Smilacaceae

3.9.2.2 Sinonimia: Smilax parvifolia Sessé et Moc.
Smilax microscola (B. L. Rob.) Killip et Morton
Smilax domingensis Willd. var. microscola B. L. Rob.
Smilax caudata Lundellii Killip & Morton
Smilax grandifolia Regel

Smilax lanceolata
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3.9.2.3 Nombre(s) comun(es): Cocolmeca, cuculmeca, bejuco de la vida, palo de la vida,
diente de chucho (38).

3.9.2.4  Descripcion:

El género Smilax son bejucos lefiosos o herbaceos, dioicos, trepando por zarcillos
pareados; es un género complejo y poco estudiado. En Mesoamérica existen unas 26
especies y en Guatemala al menos 12 especies, de las cuales Smilax domingensis es

nativa de México y Centro América y se usa indistintamente con fines medicinales (38).

Tiene ramas inferiores firmes, robustas, cilindricas, estriadas, espinas fuertes,
glabras o pilosas; ramas superiores sin espinas, peciolos de 1-2.5 cm de largo, articulados;
rizoma lefioso, intenso color rojo, raicillas alrededor. Hojas oblongo-lanceoladas, verde-
café; inferiores 27 cm de largo; superiores mas pequefas, agudas, obrusas a la base,
pedunculo estaminado, prianto segmentado, anteras cortas. Peddnculo de 7-10 mm de
largo; bayas globosas, 4-6 mm de didmetro, negro-azuladas (38).

3.9.2.5 Distribucion geografica:

Es nativa de bosques humedos hasta 1,300 msnm. En Guatemala se ha descrito en

Alta Verapaz, I1zabal, Petén, San Marcos y Santa Rosa (38).

3.9.2.6 Fitogeografia:

Se distribuye de México a Panama y las Antillas. En Guatemala se encuentran

poblaciones dispersas en regiones montafiosas (52).

3.9.2.7 Habitat:

En Guatemala crece en bosques o matorrales hiumedos, desde cerca del nivel del
mar hasta los 1,200 m. En Centro América se distribuye en bosques himedos, montanos y
premontanos a una elevacion de 0-1800 msnm. En Costa Rica no sobrepasa los 800

msnm (52).
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3.9.2.8 Altitud:

En Guatemala de 0-1,200 msnm, en altitudes de 1,300-1,600 msnm se encuentra

una especie muy similar S. kuntii (52).

3.9.29 Clima:

De acuerdo con el sistema de clasificacion de zonas de vida de Holdridge en
Guatemala crece en bosque humedo subtropical templado, bosque himedo subtropical
calido y bosque muy humedo subtropical célido. Temperatura promedio de 20-30°C y
precipitacion de 1,000-2,500 mm anuales distribuidos de mayo a octubre, aunque en Peten
el régimen de lluvias es de abril a diciembre, con humedad relativa de 75-85% (52).

3.9.2.10 Suelos:

Suelos arcillos pedregosos con presencia de materia organica (52).

3.9.2.11 Requerimientos ambientales:

En cultivo de O a 1000 msnm en climas calido humedos. Del analisis fisico-quimico
de cinco suelos, efectuado en areas donde crece la zarzaparrilla, se encontré que tienen
una textura franco arenosa a franco arcillosa, algunas veces con problemas de
pedregosidad principalmente aquellos de la boca costa; contienen en promedio 12% de
materia organica; pH de 5.8-6.6; fosforo bastante bajo de 0.01-4.55 mg/kg; potasio de 28-
150 mg/kg; con relacion calcio/magnesio disponible adecuada (6.4:1 en promedio);
capacidad de intercambio catiénico de 27.2-36.09 y porcentaje de saturacion de bases de
45.9 en promedio (52).

3.9.2.12 Cultivo

= Propagacion sexual:

La forma mas adecuada de reproducirla es a partir de semilla. Para esto es

importante conocer la fenologia de la especie. Los frutos deben recolectarse en la época
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en que las plantulas los botan al suelo, lo que ocurre de acuerdo con la localidad entre los

meses de noviembre a febrero (52).

Se deben identificar las plantas hembra en produccién en areas silvestres y de
preferencia colocar una manta en el area donde caera la semilla y recolectarla lo mas
fresca posible. El tiempo de viabilidad de la semilla ain no se conoce con certeza, para la
siembra debe seleccionarse procurando que esté libre de manchas de hongos provocadas
por el exceso de humedad (52).

La semilla se cubre con 1-2 cm de suelo de la misma cama germinadora
desmenuzada. Después se cubre con paja para evitar dafio con riego o las gotas de lluvia,
y para mantener un microambiente adecuado para la germinacién. Para el establecimiento
de la siembra es recomendable aplicar materia organica debidamente descompuesta en el
fondo del hoyo a razon de 0.9 kg por cada uno. Para establecer un plan de fertilizacion

deben considerarse los resultados del andlisis del suelo (52).

En condiciones de manejo se puede obtener un rizoma a partir de los 4-5 afos,
mientras que su crecimiento en bosque sin manejo puede alargarse hasta los 15-20 afos.
Los ultimos trabajos indican que la concentracidon de ingredientes activos es mejor a partir
de los siete afos. El manejo de la zarzaparrilla de esta manera puede convertirse en un
subproducto mas del sistema agroforestal, con lo cual se estd dando mayor valoracién a

los productos del agrosistema (52).

La cosecha se lleva a cabo cuando las plantas tienen 6 0 més afios bajo manejo, en
condiciones silvestres las plantas se llevan mas tiempo en desarrollar un rizoma
suficientemente grande como para que valga la pena cosechar la planta. Por lo tanto, el
manejo es importante para tener plantas comerciales en menor tiempo, una vez extraido el
rizoma se procede a eliminarle las raices. Posteriormente se lava el rizoma con un cepillo

para eliminar la tierra (52).

3.9.2.13 Usos medicinales atribuidos:

El cocimiento del rizoma es de uso medicinal en Centro América. Por via oral se

usa para tratar anemia, afecciones gastrointestinales (diarrea, dolor de estémago,
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inapetencia), hinchazon, malaria, dolor de rifiones, enfermedades de la sangre y venéreas,
hepatitis, reumatismo y tumores. La decoccion se aplica topicamente para tratar diversas
afecciones dermatomucosas (alergia, eczema, tinea, psoriasis). Se atribuye propiedad
antiinflamatoria, antifungica, antipruritica, antirreumética, antiséptica, cicatrizante,

desinflamante, estimulante, diurética, diaforética, depurativa, sudorifica y tonica (40)

3.9.2.14 Farmacologia:

= Experimental:

Estudios antibacterianos demuestran que la tintura de la raiz de S. domingensis es
activa contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Shigella
dysenteriae, Shigella flexneri y Streptococcus pyogenes, pero inactiva contra Vibrio
cholerae. Estudios del espectro de inhibicidbn bacteriana en 20 cepas provenientes de
pacientes demuestran que inhibe el 85% de cepas de P. aeruginosa, 80% de S. typhiy 70

% de S. aureus.

Estudios antifungicos demuestran que la decoccion y extracto metabodlico de S.
domingensis son activos contra Candida albicans, Candida krusei, Candida parpsilosis y
Candida stellatoidea (CIM= 1-2 mg/ml). La decoccion es activa contra Epidermophyton

floccosum y Trichophyton mentagrophytes (40).

Estudios farmacoldgicos en ratas demuestran que la decoccion de raiz y rizoma de
S. domingensis, S. regelii y S. spinosa tienen actividad diurética en ratas comparable con
el farmaco de referencia (hidroclorotiazida). La decoccion del rizoma de S. domingensis
tiene cierta actividad inmunomoduladora en ratones medida por un aumento en la

poblacion de linfocitos y en los titulos de anticuerpos séricos (40).

=  Clinica:

Estudios clinicos con 50 pacientes con vaginitis por C. albicans demuestran que los
ovulos vaginales de tintura del rizoma de S. domingensis se comporta en forma similar al
farmaco de referencia (Nystatina). En otro ensayo se prob6 una crema a base de tintura de

S. domingensis en 76 trabajadores de dos industrias de alimentos que presentaban pie de
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atleta, en todos se confirmé una infeccion dermatofitica por KOH y cultivo y se demostro
una mejoria clinica similar al farmaco de referencia (Tolnaftato) después de 15 dias de

tratamiento, aunque no se demostré negativizacién al examen con KOH o cultivo (40).

Estudios en Alemania demuestran que una preparacion de zarzaparrilla aumenta la
excrecion urinaria de acido urico, resultando en una disminucién del 30% de los niveles
sanguineos. Otros estudios demuestran que el extracto acuoso es beneficioso en el
tratamiento de eczema y psoriasis. En Marruecos se han tratado exitosamente pacientes
con lepra usando una combinacién de extracto de Smilax ornata y una terapia con dapsona
(40).

3.9.2.15 Sustancias activas:

El tamizaje fitoquimico de S. domingensis indica la presencia de alcaloides, aceite
esencial, esteroles insaturados, glicésidos esferoidales (saponinas, cardendlidos,
bufadiendlicos), flavonoides, leucoantocianinas, taninos, polifenoles, resinas, azucares y
grasas. Se han aislado agliconas esferoidales (parillina, sarsasapogenina, smilagenina), -
sitosterol, tigmasterol, acido sarsapico; otros constituyentes son polinastanina, acido
paroaparico resinas aceites, acidos grasos (palmitico, estearico, behénico, oléico,
linoléico); contiene sales minerales que incluye Oxido silicico (1.2%), aluminio (0.4%),
calcio (0.4%), magnesio (0.3%), potasio (1.2%) y cloro (0.4%) (62).

3.9.2.16 Farmacognosia:

La materia médica son raices y rizoma secos. MicroscoOpicamente son manojos de
60-70 cm de largo, arrugas longitudinales, color rojo-café, fractura de corteza corta con un
centro fibroso; corteza blanco-café, xilema amarillo lignificado, zona parenquimatosa
central célida; sin olor, sabor amargo. Microscépicamente es un polvo rojo-café, inodoro,
consistente de células parenquimatosas rectangulares con granulos esferoidales de
almidon, hasta 30 um de diametro, granulos poliédricos; exodermis de dos capas
engrosadas, paredes amarillentas; células de hipodermis lignificadas; xilema de vasos y
fibras lignificados con engrosamientos espirales. La materia médica no debe contener mas
de 10% de ceniza, 4% de ceniza insoluble en acido y no menos de 10% de extraibles

solubles en acido (40).
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3.9.2.17 Indicaciones terapéuticas:

Por su actividad antirreumatica, antiinflamatoria y diurética esta indicado su uso oral
para el tratamiento de artritis reumatoide, reumatismo crénico, lepra y disuria. Se
recomienda administrar tres veces al dia un dosis de 1-4 g en decoccion, 8-15 ml de
extracto liquido en alcohol al 20% con glicerol al 10% o 2-5 ml de tintura 1:10 en alcohol
35% (62). Por su actividad antifingica, antipruritica, cicatrizante y desinflamante se
recomienda su uso topico en el tratamiento de psoriasis, eczema, tinea y otras afecciones
de la piel, en forma de tintura, ungiiento o pomada. Por su actividad antiinflamatoria,
antifangica y antiséptica puede combinarse con encino, guayaba, hierba del céancer,

llantén, nance y quilete (40).

3.9.2.18 Toxicologia:

La decoccion de raices de S. domingensis tiene una DLsy por via oral en ratones
mayor de 30 g/kg. La administracion aguda (0.5-3.0 g/kg) del extracto de S. regelii no
produce efectos toxicos en ratones; la administracion crénica (100 mg/kg durante 90 dias)
tampoco produjo sintomas de toxicidad ni cambios sanguineos sugestivos de toxicidad. En
dosis inusualmente grandes puede causar dafio, aunque esta aprobado su uso como
alimento por el FDA. La DLsy de la parillina cristalizada en ratones es de 10 mg/kg

administrada por via intraperitoneal y 30 mg/kg por via oral (40).
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4. JUSTIFICACION

Unas de las principales especies vegetales originarias de Centroamérica que han
demostrado tener actividad inmunomoduladora y que no han demostrado toxicidad son:
Petiveria alliacea y Smilax domingensis, aunque la informacién disponible proviene de

material vegetal silvestre.

Segun estudios previos P. alliacea, en su estado silvestre ha mostrado una
actividad inmunomoduladora en sus extractos etandlicos de hoja y raiz, especificamente,
una actividad inhibitoria de la via clasica de complemento con un CIs0 de 5 pg/mly 14
pg/ml de hoja y raiz, respectivamente; mientras que se mostré una actividad estimulante de
la via alterna del complemento (36). De igual manera estudios previos realizados con
material silvestre de S. domingensis, se evalud la actividad antiinflamatoria, analgésica e
inmunomoduladora por ensayos in vivo e in vitro, se identificaron los metabolitos
secundarios mayoritarios presentes en los extractos y las fracciones, y se determind la
citotoxicidad in vitro, asi como la toxicidad aguda y sub-aguda en animales de
experimentacion. Obteniendo como resultados que el rizoma de S. domingensis inhibe la
via alterna (Clso de 12.15 ug/mL). Se determin6 que ninguno de los extractos etandlicos de

S. domingensis presenta actividad analgésica ni actividad antiinflamatoria aguda (38).

A partir de los hallazgos presentados en los estudios anteriores que demuestran la
actividad inmunomoduladora de P. alliacea y S. domingesis en su estado silvestre, se
pretende con este estudio determinar si los extractos de dichas plantas en estado cultivado
mantienen su actividad inmunomoduladora pues no se ha realizado estudios que indiquen
que al someterlas a un proceso en donde se lleva control de sus requerimientos
ambientales, siembra, conservacion, fertilizacion y cosecha, pierdan, mantengan o
aumente su actividad inmunomoduladora; para lo cual se evaluara la actividad
inmunomoduladora a través de ensayos hemoliticos y de linfoproliferacion, haciendo uso

de extractos etandlicos y acuosos de diferentes 6rganos de dichas plantas.
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL:

Demostrar la actividad inmunomoduladora sobre el sistema de complemento y la

linfoproliferacion por extractos de dos especies de plantas cultivadas de uso

medicinal en Guatemala.

5.2 ESPECIFICOS:

5.2.1 Obtener a partir de material cultivado de P. alliacea y de S. domingensis,

5.2.2

5.2.3

5.24

5.2.5

extractos etandlicos y acuosos de diversos organos de dichas plantas, para

evaluar su actividad.

Confirmar la accion inhibitoria de la linfoproliferacion de los extractos etandlicos

de rizoma y hoja de S. domingensis en material cultivado.

Evaluar la actividad de los extractos etandlico y acuoso de hoja y raiz de P.

alliacea sobre poblaciones de linfocitos.

Confirmar la accion inhibitoria sobre la via clasica del sistema de complemento
de los extractos etandlicos del rizoma de S. domingensis y de las hoja y raiz de

P. alliacea.

Confirmar la accion estimulante sobre la via alterna del sistema de complemento

de los extractos etanolicos de hoja y raiz de P. alliacea.
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6. HIPOTESIS

Por lo menos uno de los extractos de los diferentes 6rganos de P. alliacea y S.

domingensis, poseen actividad inmunomoduladora in vitro.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 UNIVERSO DE TRABAJO

Material vegetal de dos especies de plantas de uso medicinal cultivadas en

Guatemala, que han mostrado actividad inmunomoduladora.

7.2 MUESTRA

Extractos etandlicos y acuosos de hoja y raiz de P. alliacea y de hoja, rizomay
fruto de S. domingensis.

7.3 RECURSOS
7.3.1 Recursos Humanos
7.3.1.1 Asesor: Licenciado Armando Caceres

7.3.1.2 Investigadores: Anita Yolanda Teo Ochaeta
Nancy Ivonne Pichardo Gonzalez

7.3.2 Recursos Institucionales

7.3.2.1 Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, Departamento de Citohistologia, de
la Universidad de San Carlos de Guatemala.

7.3.2.2 Laboratorio de Productos Naturales, Farmaya, S.A

7.3.2.3 Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT).

7.3.3 Recursos Materiales

7.3.3.1  Equipo

37



Autoclave

Balanza Analitica

Campana de flujo laminar
Congelador

Centrifuga

Hemocitdmetro de Neubauer
Incubadora

Lector de ELISA
Refrigeradora
Espectrofotbmetro

7.3.3.2 Materiales

Placas estériles de 96 pozos, fondo plano con tapadera
Placas estériles de 96 pozos, fondo en U con tapadera
Pipetas de 10 pL, 50 pL, 100 pL, 200 pL, 1000 uL
Pipetas Pasteur

Tubos de ensayo

Tubos Eppendorf de 0.5y 2.0 mi

Tubos de 50 ml.

7.3.3.3 Reactivos

Extractos etandlicos de cada planta

Mezcla de suero humano normal (MSH)

Mezcla de suero humano inactivado

Solucion salina

Agua destilada

Agua desmineralizada

Solucion Alsever

Eritrocitos de conejo y de carnero

Anticuerpo contra eritrocitos de carnero (Amboceptor)

Amortiguador salino de veronal concentrado 5 veces (VSB), como solucion
madre

VSB” (no aditivos)

VSB+2 (0.5mM de Mg+2 y 0.15 mM de Ca+2)

EGTA-VG (2.5 mM de Mg+2 y 8mM de etilenglicol-bis(beta-aminoetileter)-N,N,N’,N’-
acido tetraacético (EGTA)).
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7.4 PROCEDIMIENTO

Se realizaron las diferentes determinaciones de acuerdo a los procedimientos de
operacion estandar (POE) que han sido establecidos en la unidad de bioensayos y
gue a continuacién se describen:

7.4.1 Ensayo hemolitico para la valoracion de la actividad del sistema de

complemento

7.4.1.1 Determinacion hemolitica para la actividad de la via clasica del complemento

= Sensibilizacion y preparacion de la suspension de eritrocitos:

= Mezclar 2 ml de eritrocitos de carnero en Alsever con aproximadamente 8 ml de
solucion salina.

= Centrifugar a 2500 rpm (1250xg) por 5 minutos.

= Remover el sobrenadante, resuspender el pellet en 10 mL de solucion salina y
centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos. Repetir este paso una vez, después
mantener el pellet de células empacadas sobre hielo.

=  Suspender 200 ul de células empacadas en 9.8 ml de VSB++

= Mezclar 100 yl de esta suspension con 4.9 ml de solucién salina.

= Medir la densidad 6ptica (DO) a 410 nm. Una DO 410 nm. de 0.522 corresponde a
una suspensién de eritrocitos de carnero de 4x10° células/ml. Mantener la
suspension eritrocitica en hielo.

= Sensibilizar la suspension eritrocitica con amboceptor, utilizando una mezcla de 1 mi
de amboceptos (1:100) y 7 ml de VSB++, agregar 8 ml de la suspensioén eritrocitica,
incubar a temperatura ambiente por 10 minutos, centrifugar; después lavar con
VSB++ tres veces.

= Preparar una suspension de eritrocitos a una concentracién de 1.15x10% células/ml
y mantenerlas en hielo hasta su utilizacion.

= Agregar 100 pl de muestra en los pozos respectivos y realizar diluciones seriadas,
partiendo de una concentracion de 500 pg/ml.

7.4.1.1.1 Preparacion de controles para la mediacion de actividad sérica:

= Agregar 50 pyl de VSB++ a los pozos H1-H6 (actividad del suero)
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= Agregar 100 ul de VSB++ a los pozos H7-H9 (0% de hemalisis)
= Agregar 100 ul de agua desmineralizada a H10-H12 (100% de hemodlisis)

7.4.1.1.2 Preparacion de la dilucion del suero y preincubacion:

= Agregar 50 ul de suero inactivo (63 pl de suero inactivo mezclado con 5 ml de
VSB++) a los pozos H4-H6 y blancos de muestra.

= Mezclar 125 pl de la mezcla de suero humano (activo) con 10 mL de VSB++, y
agregar de ésta 50 yl a los pozos control y muestra problema.

= Cubrir la placa y preincuba a 37°C por 60 minutos, cubrir la placa.

= Centrifugar la placa a 2500 rpm por dos minutos

= Después de la preincubacién agregar 50 ul de la suspension de ShEA a cada pozo.

= Incubar a 37°C por 60 minutos, cubrir la placa.

= Centrifugar la placa a 2500 rpm por dos minutos.
7.4.1.1.3 Medicién de hemdlisis:

= Agregar 200 uyl de agua desmineralizada a los pozos de una placa de fondo plano.

= Transferir 50 pl de los sobrenadantes a la placa correspondiente.

= Medir la DO a 405 nm en un espectrofotometro de placa para ELISA.
7.4.1.2 Determinacion hemolitica para la actividad de la via alterna del complemento
7.4.1.2.1 Preparacion de la suspension de eritrocitos

= Lavar tres veces los eritrocitos de conejo con solucién salina.

= Preparar con los eritrocitos una suspensién a una concentracion de 1.15x10°

células/ml. Mantenerla en hielo hasta su utilizacion.
= Agregar 100 pl de muestra en los respectivos pozos y realizar diluciones seriadas

iniciando con una concentracion de 500 ug/ml

7.4.1.2.2 Preparacion de controles para la mediacion de actividad sérica
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= Agregar 50 ul de solucion tampén (EGTA-VB) a los pozos H1-H6 (actividad del suero)
= Agregar 125 yl de EGTA-VB a las filas H7-H9 (0% de hemolisis)

= Agregar 125 yl de agua desmineralizada a H10-H12 (100% de hemoalisis)

7.4.1.2.3 Preparacion de la dilucion del suero y preincubacion

= Agregar 25 pl de suero inactivo (mezclar 500 pl de suero inactivo con 500 pl de
EGTA-VB) a los pozos H4-H6 y blancos de muestra.

= Mezclar 1 ml de suero activo EGTA-VB, y afadir 25 ul de ésta a los pozos control y
muestra problema.

= Cubrir la placa y preincubar a 37°C por 30 minutos.

= Después de la preincubacion agregar 25 ul de la suspension de eritrocitos de conejo
a cada pozo.

= Incubar a 37°C por 30 minutos, cubrir la placa.

= Centrifugar la placa a 2500 rpm por dos minutos.

7.4.1.2.4 Medicién de hemdlisis

= Agregar 200 uyl de agua desmineralizada a los pozos de una placa de fondo plano.
= Transferir 50 pl de los sobrenadantes a la placa correspondiente.
= Medir la DO a 405 nm en un espectrofotometro de placa para ELISA.

7.4.2 Ensayo Linfoproliferativo

7.4.2.1 Aislamiento y preparacion de linfocitos

= Agregar sobre 5 mL de Histopaque un volumen de 5 mL de sangre periférica con
anticoagulante EDTA, con una pipeta estéril.

= Centrifugar en frio a 2400 rpm por 20 minutos.

= Aspirar con cuidado la capa de linfocitos

= Luego proceder a transferir la capa de linfocitos a un tubo de centrifuga, agregando
10 mL de PBS y mezclar cuidadosamente.

= Centrifugar a 1400 rpm por 5 minutos

= Aspirar el sobrenadante y descartarlo.

= Resuspender las células en 2 ml de RPMI, y aforar hasta 15 mL.
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= Centrifugar la suspension a 1400 rpm por 5 minutos
= Aspirar el sobrenadante y descartarlo.
= Resuspender las células en 2 ml de RPMI-FBS, y aforar a 10 mL.

7.4.2.2 Conteo celular

= Para calcular la concentracion celular se mezclaron 10 uL de la suspension celular
con 90 uL de la solucion de Turk (factor de dilucién 1:10)

= Sumergir la pipeta dentro de la mezcla, permitiendo la formacién de una pequefa
gota en la punta de la pipeta, colocarla cuidadosamente en la superficie periférica de la
cubierta de la camara de Neubauer.

= Contar microscOpicamente 4 cuadrantes de la cAmara y calcular la concentracion
celular de la siguiente manera:

= Numero total de células/ml =nimero total de células en 4 cuadrantes x 10 (factor de
dilucién) x 1x10%.

= Ajustar la concentracion de linfocitos a 5 x 10° células/ml con RPMI-FBS
7.4.2.3 Reto linfoproliferativo
Debe realizarse en condiciones estériles
7.4.2.3.1 Dilucién de las muestras en una placa de microtitulacion

= Agregar 50 uL de RPMI-FBS a lo pozos de las filasBala H

= Para una dilucion 1:2 se agregan 100 uL de las muestras por triplicado en todos los
pozos de lafila A. (Ej. Al, A2, A3 una muestra, A4, A5, A6 otra, etc.)

= Transferir 50 uL de la fila A, a la B, mezclar y pasar 50 uL de la B, a la fila C y asi
sucesivamente hasta la fila G, al final descartar 50 uL de la mezcla de la fila G.

= Para lograr una dilucion 1:3 se usan 75 uL de muestra en la fila A y se transfieren 25
uL a las siguientes filas

= Agregar 50 uL de RPMI-FBS a las columnas A3 — G3, A6 — G6, A9 — G9, A12 — G12
y alafilaH7 — H12

= Agregar 50 puL de solucion de Phaseolus vulgaris (PHA) a todos los pozos.
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= Pipetear 50 uL de la suspension de linfocitos dentro de los pozos Al a G1, A2 a G2,
A4 a G4, A5 a G5, A7 a G7, A8 a G8, A10 a G10, A11 a G11 y H1 a H6 (control).
= Cubrir la placa e incubarla por 4 dias en camara humeda con 5 % de CO;, a 37
grados C.
7.4.2.3.2 Cuantificacion del crecimiento celular

Después de 4 dias de incubacion, agregar 25 uL de solucién de XTT a cada pozo
= Incubar a 37°C por 4 horas
= Agregar 50 uL de SDS e incubar a 60 min a 37°C.

= Medir la densidad Optica a 550 nm en un lector de ELISA.

7.5 CALCULOS

Determinacion de actividad sérica expresada como porcentaje de lisis.

% Lisis = DO405 promedio(H1,H2,H3) - DO405 promedio(H4,H5,H6) x 100
DO405 (H10,H11,H12) - DO405 promedio(H7,H8,H9)

Actividad inhibitoria de la muestra vrs. Control

% Lisis = DO405 promedio(Al1,A2) - DO405 promedio(A3) x 100
DO405 (H1,H2,H3) - DO405 promedio(H4,H5,H6)

Calculo de Clsg
Se realiza la gréafica del porcentaje de inhibicién vrs.log de concentracion, con la

recta de regresion lineal obtenida (al menos 4-5 valores significativos) y se extrapola el
valor del 50% de inhibicion para obtener la Concentracion Inhibitoria Media (Clsp).
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7.6 DISENO ESTADISTICO

7.6.1 Tipo de estudio:

Tipo de estudio cuasi-experimental.

7.6.2 Variables:

7.6.2.1 Dependientes:

Extractos etandlicos y acuosos de P.alliacea y de S. domingensis, como plantas

cultivadas nativas de Mesoamérica.

7.6.2.2 Independientes:

Actividad inmunomoduladora in vitro de los extractos etandlicos y acuosos de las

plantas estudiadas.

7.6.3 Validaci6on de los Métodos:

7.6.3.1 Ensayo linfoproliferativo:

La evaluacion de la estimulacion o inhibicion de la linfoproliferacion se efectia con
las unidades experimentales que son los linfocitos y la respuesta a medir, el recuento
linfocitario. Realizando cinco replicas como numero para obtener un nivel de o = 0.05

(segun tabla de la distribucién binomial).

Se determind la Concentracién Efectiva Minima (CEM) a los extractos, realizando
diluciones 1:3, partiendo de las concentraciones de 1,000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 y
15.7 pg/ml.

Grupo A: Lectina de PHA, como control positivo.

Grupo B: Blanco o control negativo.
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Grupo C: Extracto etandlico de hoja de P.alliacea

Grupo D: Extracto etandlico de raiz de P.alliacea

Grupo E: Extracto etanolico de fruto de S. domingensis
Grupo F: Extracto etandlico de hoja de S. domingensis
Grupo G: Extracto etandlico de rizoma de S. domingensis
Grupo H: Extracto acuoso de hoja de P.alliacea

Grupo I: Extracto acuoso de raiz de P.alliacea

Grupo J: Extracto acuoso de fruto de S. domingensis
Grupo K: Extracto acuoso de hoja de S. domingensis
Grupo L: Extracto acuoso de rizoma de S. domingensis

7.6.3.2 Ensayo de Evaluacion de la actividad del sistema de complemento
La respuesta a medir es la concentracion de hemoglobina liberada por la lisis
eritrocitaria. Se utiliz6 un nimero de replicas de cinco, para obtener un nivel de
confianza de a = 0.05 (segun tabla de la distribucién binomial).
Se determind la Clso a los extractos que muestren efecto inmunododulador,

utilizando diferentes diluciones partiendo de 1,000 pg/ml. (1:3, 1:9, 1:27, 1:81 y 1:243,
1:729).

7.7 ANALISIS DE DATOS
Los datos fueron analizados a través de prueba estadistica de analisis de varianza

(ANOVA), prueba multiple de medias (Prueba de Tukey) y una comparacion entre los

diferentes 6rganos de las plantas realizadas; las respuestas a medir fueron:
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7.7.1 Ensayo linfoproliferativo:

Los resultados se evaluaron de acuerdo a la siguiente escala:

Porcentaje de estimulacion o inhibicion < 25% = Inalterado

Porcentaje de estimulacion de 25-30% = E +/-
Porcentaje de estimulacién de 30 — 100% = E +
Porcentaje de estimulacién 100 — 200% = E ++
Porcentaje de estimulacion > 201% = E +++
Porcentaje de inhibicion de 25-30% = | +/-
Porcentaje de inhibicién de 31 — 50% = |+
Porcentaje de inhibicion 51 — 75% = | ++
Porcentaje de inhibicién de 76 -100% = | +++

La respuesta a medir es positiva si el extracto estimuld o inhibié la proliferacion de
los linfocitos y fue negativa si la proliferacion no se vio alterada por el extracto.

7.7.2 Determinacion de relacion dosis- efecto sobre el ensayo linfoproliferativo.

La determinacion de la relacién existente entre la dosis (concentracién en pg/ml de
cada extracto) vy el efecto (% de inhibicion media) de cada extracto etandlico y acuoso
de los diferentes 6rganos de las plantas en estudio se obtuvo a traves de la realizacion

de dicha grafica.

7.7.3 Ensayo hemolitico para la evaluacion de la Actividad del Sistema de Complemento

La respuesta a medir es positiva si el extracto estimuld o inhibio la concentracion de
hemoglobina liberada comparada frente al resultado de la actividad sérica
determinando dicho valor a través de la curva entre el porcentaje de inhibicion vrs el
logaritmo de la concentracion, extrapolando el valor del 50% de inhibicion. La respuesta
fue negativa, si la concentracion de hemoglobina liberada cuando al compararla con la

actividad sérica y el control negativo se mantuvo inalterado.
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8. RESULTADOS

8.1 Seleccion de las plantas y obtencidén de extractos etandlicos y acuosos

Las plantas evaluadas en este estudio poseen atribuciones medicinales de uso
popular como antiinflamatorias, analgésicas, antipiréticas, antiséptica y desinflamante,
entre otras. En la etapa inicial se realiz6 la recoleccion del material cultivado, procediendo
a su percolacion y rotaevaporacion con etanol al 70 % para la obtencién de los extractos
etandlicos. Se calculé el porcentaje de rendimiento en base a la droga seca percolada

obteniéndose los siguientes resultados (Tabla 1):

Tabla 1. Porcentaje de rendimiento de extractos etandlicos al 70% de
P. alliacea y S. domingensis

Planta Extracto obtenido Rendimiento (%)*
9)
P. alliacea (hoja) 76.42 30.57
P. alliacea (raiz) 91.29 36.52
S. domingensis (fruto) 154.9 61.96
S. domingensis (hoja) 119.36 47.74
S. domingensis (rizoma) 97.8 39.12

*Fuente: Datos experimentales. Porcentaje calculado en base a droga seca.

En la Tabla 2 se observan los resultados de la obtencién de extractos acuosos de
las diferentes partes de P. alliacea y S. domingensis realizados a través de la infusién por

sonificacion y liofilizacion de los mismos, calculando su porcentaje de rendimiento.

Tabla 2. Porcentaje de rendimiento de extractos acuosos de P. alliacea y
S. domingensis

Planta Extracto obtenido Rendimiento (%)*
9)
P. alliacea (hoja) 0.90 4.5
P. alliacea (raiz) 0.97 4.85
S. domingensis (fruto) 3.83 19.15
S. domingensis (hoja) 1.14 3.80
S. domingensis (rizoma) 5.5 27.5

*Fuente: Datos experimentales.
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8.2 Evaluacién de la actividad linforpoliferativa

Para determinar la presencia o ausencia de la actividad inmunomoduladora de

extractos etandlicos y acuosos de las plantas en estudio, se realizaron dos bioensayos,

para medir la actividad linfoproliferativa y actividad del sistema de complemento en sus dos
vias (via clasica y via alterna).

En el primer ensayo se determind la actividad linfoproliferativa haciendo uso del

PHA como control positivo y a los extractos que mostraron algun tipo de actividad se les

determiné la CEM utilizando diferentes concentraciones de los extractos, mostrando estos

resultados en las Tablas 3y 4.

Todos los resultados obtenidos fueron evaluados estadisticamente a través del

analisis de varianza (ANOVA) para determinar si la actividad inmunomoduladora sobre los

linfocitos fue significativa, segun los valores de Fy p (Tabla en Anexo 1).

Tabla 3.

Determinacion de actividad inmunomoduladora sobre la linfoproliferacion y

determinacion de la Concentracion Efectiva Minima (CEM) en extractos etandlicos.

LINFOPROLIFERACION POR EXTRACTOS ETANOLICOS
P. alliacea P. alliacea S. domingensis S. domingensis S. domingensis
(hoja) (raiz) (fruto) (hoja) (rizoma)
Concentracion | %lInhibicion % Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion % Inhibicion
(ug/mL) Media + DS *Actividad | Media £ DS *Actividad | Media + DS *Actividad | Media + DS *Actividad | Media £+ DS *Actividad

1000 202.34 +3 e 51.35+10 73.65+11 4 95.07 £ 22 4 286.36£29 |l +++

500 171.54 £ 16 - 46.79 £ 6 64.94+8 68.95 + 21 174.32 £ 16 b I ++

250 147.17 £ 18 - 33.03+13 49.94 +5 60.28 £ 11 124.05 + 11 b I ++

125 155.05+ 14 - 34.80 £ 12 46.29 + 16 60.45 £ 10 90.72 £ 10

62.5 141.96 *20 - 34.95+19 52.99 +£11 5241 +2 76.62+7

31.2 139.47 £ 20 - 36.69+6 45.67 £ 4 71.0 +16 79.55+8

15.7 157.23+19 - 35.76 £ 12 52.58 + 12 58.07+3 80.76 + 6

*DS: Desviacién estandar; Actividad de tipo Inhibitoria seguin escala y % de inhibicion.
Fuente: Datos experimentales.

? Porcentaje de inhibicion de 31 —50% = | +
® Porcentaje de inhibicién de 51 — 75% = | ++
°Porcentaje de inhibicion de 76 -100% = | +++
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Tabla 4. Determinacion de actividad inmunomoduladora sobre la linfoproliferacion y
determinacién de la Concentracion Efectiva Minima (CEM) en extractos acuosos.

LINFOPROLIFERACION POR EXTRACTOS ACUOSOS
P. alliacea P. alliacea S. domingensis S. domingensis S. domingensis
(hoja) (raiz) (fruto) (hoja) (rizoma)
Concentracion | %Inhibicion % Inhibicién % Inhibicién % Inhibicién % Inhibicién
(ug/mL) Media + DS Actividad | Media + DS Actividad | Media + DS Actividad | Media + DS Actividad | Media £ DS Actividad
1000 184.85+5 Z I ++ 84.29+ 4 1+ 81.57 +28 286.36 +29 | +++ | 22473412 °b| +H+
500 177.01+8 I ++ 71.02 +17 1+ 64.91+5 174.33+ 16 °b| +++ | 146.16 + 23 I ++
250 161.21+5 - 63.92 + 19 1+ 733619 124.0+11 1++ | 86.39+14 -
125 14917+ 4 - 58.53+3 - 7272 +11 90.72 + 10 73629 -
62.5 14657+ 7 - 4450+ 6 78.99 +9 79.55+8 62.94 + 17 -
31.2 14355+ 4 - 4472 + 14 72.80+6 80.76 + 6 76.87+8 -
15.7 148.75 + 2 - 30.03+6 65.08 + 16 76.62+7 76.64+7 -

*DS: Desviacién estandar; Actividad de tipo Inhibitoria seguin escala y % de inhibicion.

Fuente: Datos experimentales.

 Porcentaje de inhibicion de 31 —50% = | +
® Porcentaje de inhibicién de 51 — 75% = | ++
¢ Porcentaje de inhibicion de 76 -100% = | +++

En las Gréficas 1 y 2, se observa la relacion dosis-efecto que existe entre los

diferentes extractos de cada planta, evidenciandose una relacion directa entre la

concentracion del extracto y su porcentaje de inhibicion.

Gréafica l. Relacion dosis-efecto sobre el ensayo linfoproliferativo por extractos etandlicos

Relacion dosis-efecto ensayo linfoproliferativo
extractos etandlicos
350
300
& 250 / %Inhibiciéon Media P.
=2 / alliacea hoja
=
= 200 2% Inhibicion Media P.
‘@ /—’/' alliacea raiz
=1
== 150 — % Inhibicion Media S.
‘é" / domingensis fruto
E 100 v i 245 INhibiciéon Media S.
= _/ domingensis hoja
50 - —— e 0% INhibician Media S.
dOI’T"III"IgeI"ISIS rizoma
o
o 200 400 600 800 1000 1200
Dosis (concentracidén pg/ml)
*Fuente: Datos experimentales.
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Gréafica 2. Relacion dosis-efecto sobre el ensayo linfoproliferativo por extractos acuosos

Relacion dosis-efecto ensayo linfoproliferativo
extractos acuosos
350
:5 300
% 2%Inhibicion Media P.
= 250 / alliacea hoja
=
‘'S 200 ~ % Inhibicion Media P.
= —-'#_ alliacea raiz
=
22 150 . .
o / % Inhibicion Media S.
= )
1] domingensis fruto
@D 100
bew] e e i
b e 2% Inhibicion Media S.
50 domingensis hoja
o 26 Inhikiciéon Media S.
domingensis rizoma
o] 500 1000 1500
Dosis (concentracion pug/mil)

*Fuente: Datos experimentales.

8.3 Evaluacién de la actividad sobre el sistema de complemento via clasica

Los extractos etandlicos y acuosos de hoja y raiz de P. alliacea, mostraron actividad
inhibitoria al igual que los extractos etandlicos y acuosos de rizoma de S. domingensis en
la via clasica del sistema de complemento. El extracto de hoja de S. domingensis fue
activo solamente en su fase etandlica sobre la via clasica. A cada extracto se le determind
el Clsp que es la cantidad de extracto necesaria para producir el 50% de hemolisis
partiendo de una concentracion inicial de 1,000 pg/ml realizando diluciones hasta una

concentracion de 1.37 ug/ml (Tabla 5 y Graficas en Anexo 13.5).
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Tabla 5. Determinacion del Clsg para el sistema de complemento via clasica

VIA CLASICA
Extracto Tipo de Extracto Tipo de
etandlico actividad acuoso actividad
Planta Clso pg/ml Clso pg/ml

P. alliacea (hoja) 6.92 Inhibidora 5.19 Inhibidora
P. alliacea (raiz) 5.32 Inhibidora 7.91 Inhibidora
S. domingensis (fruto) 133.34 No activa 174.43 No activa
S. domingensis (hoja) 13.48 Inhibidora 48.66 No activa
S. domingensis (rizoma) 2.82 Inhibidora 5.11 Inhibidora

*Fuente: Datos experimentales.

8.4 Evaluacion de la actividad sobre el sistema de complemento via alterna

Los resultados obtenidos en la via alterna muestran que tanto los extractos etandlicos
como los acuosos de hoja y raiz de P. alliacea y la hoja y rizoma de S. domingensis

poseen actividad de tipo inhibitoria (Tabla 6 y Graficas en Anexo 13.4).

Los extractos etandlicos y acuosos del fruto de S. domingensis no muestra actividad

de ningun tipo en ninguna de las vias del sistema del complemento (Tablas 5y 6y

Graficas en Anexo 13.4y 13.5).

Tabla 6. Determinacion del Clsy para el sistema de complemento via alterna.

VIA ALTERNA
Extracto Tipo de Extracto Tipo de
etandlico actividad acuoso actividad
Planta Clso pg/ml Clso pg/ml

P. alliacea (hoja) 3.38 Inhibidora 5.08 Inhibidora
P. alliacea (raiz) 7.96 Inhibidora 1.13 Inhibidora
S. domingensis (fruto) 193.85 No activa 44.06 No activa
S. domingensis (hoja) 3.88 Inhibidora 4.05 Inhibidora
S. domingensis 1.53 Inhibidora 4.62 Inhibidora
(rizoma)

* Fuente: Datos experimentales.




8.5 Comparacion entre estudios utilizando material vegetal silvestre con material

vegetal cultivado.

Se analizaron las diferencias encontradas entre el material vegetal silvestre y
material vegetal cultivado. Los resultados de material silvestre fueron reportados para S.
domingensis por Meza (69), en donde solo se llevo a cabo el ensayo linfoproliferativo
utilizando el extracto etandlico de rizoma el cual no mostré actividad, se encontré diferencia
con los resultados obtenidos en este estudio, ya que se encontré actividad de tipo
inhibitorio. Los resultados de material silvestre reportados por Osorio (39), utilizando
extractos etanolicos de hoja y raiz de P. alliacea en donde solo se llevo el andlisis de la
actividad sobre el sistema de complemento, mostraron actividad de tipo inhibitorio tanto en
material silvestre como en material cultivado para la via clasica; sin embargo para la via
alterna el material silvestre mostro actividad estimulante y en material cultivado mostro

actividad inhibitoria (tabla 7), discrepando con los resultados obtenidos en este trabajo.

Tabla 7. Comparacion de resultados obtenidos utilizando material vegetal silvestre

vrs. Material vegetal cultivado.

Material Silvestre Material Cultivado
) Tipo de
Planta Organo extracto Actividad Actividad
v.C VA v.C VLA
L (Clso | (Clso L (Clso | (Clso
Hg/ml) | pg/ml) Hg/ml) | pg/ml)
Actividad
S. Rizom | Etandlico ®No Inhibitoria
domingensis a activa +++
P. alliacea Hoja | Etandlico °5.0 ®7.0 6.92 3.38
P. alliacea Raiz | Etandlico 140 | 6.0 5.32 7.96
'L = Ensayo linfoproliferativo ®Resultado segin Meza, 2001.
2\/.C = Via Cléasica del complemento °Resultado segln Osorio, 2003.

3V.Al = Via Alterna del complemento
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9. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente estudio fue evaluada la actividad inmunomoduladora in vitro de
extractos etandlicos y acuosos de las plantas P. alliacea y S. domingensis cultivadas a
través de la linfoproliferacion y de la actividad del sistema de complemento; ya que al
material de dichas plantas en su estado silvestre se le ha demostrado uso y actividad en la

medicina popular.

Los extractos etanodlicos se obtuvieron empleando etanol al 70% como disolvente,
porgue se ha demostrado que es posible recuperar hasta un 80% de los componentes
activos de P. alliacea y de S. domingensis, algunos de los cuales son solubles tanto en
etanol como en agua y otros componentes que son Unicamente solubles en etanol. Los
extractos acuosos se obtuvieron a través de infusion y sonificacion para su posterior
liofilizacién, extrayendo compuestos como los taninos los cuales son solubles solo en

agua.

El primer ensayo fue el ensayo linfoproliferativo cuya metodologia consistio en un
meétodo colorimétrico en donde se empleo una sal de tetrazolio (XTT) para la determinacion
de la linfoproliferacion, el cual ha sido utilizada en estudios previos. Dicho compuesto
disminuye el sesgo de incluir el debris celular, incluyendo Unicamente a las células vivas,
ya que es reducido a un producto coloreado y soluble como resultado de la actividad
enzimatica mitocondrial presente en las células vivas por lo que provee de especificidad a
la metodologia. Ademas se utilizé la PHA que es una lectina, la cual activa la
linfoproliferacion de las células T especificamente (66).

Los extractos estudiados que presentaron alguna actividad linfocitica fueron el
extracto etandlico de rizoma de S. domingensis, extractos acuosos de raiz y hoja de P.
alliacea y rizoma de S. domingensis, determinandose posteriormente su CEM siendo de:
250 pg/ml para el extracto etandlico de rizoma de S. domingensis, 500 ug/ml para el
extracto acuoso de hoja, 250 ug/ml para el extracto acuoso de raiz y hoja de P. alliacea y

500 pug/ml para el extracto acuoso de rizoma de S. domingensis.
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Los extractos etandlicos de hoja de P. alliacea, fruto y hoja de S. domingensis
mostraron actividad unicamente en la concentracion inicial de 1,000 pug/ml y los extractos
sin actividad fueron extracto etandlico de raiz de P. alliacea y extracto acuosos del fruto de

S. domingensis (Tablas 3y 4).

La relacion dosis-efecto de los extractos etandlicos y acuosos sobre el ensayo de
linfoproliferacion mostré una relacion directamente proporcional entre el efecto (% de
inhibiciéon) y la dosis (concentracion del extracto), ya que se muestra que a mayor
concentracion del extracto hay un mayor porcentaje de inhibicion, mientras que la

disminucién de la concentracion disminuye su actividad inhibitoria.

Los extractos acuosos de hoja y raiz de P. alliacea y hoja y rizoma de S.
domingensis fueron los que presentaron mejor actividad, debido a que en el extracto
acuoso se logra extraer compuestos como los taninos presentes en hojas y tallos jovenes
de P. alliacea y de S. domingensis a los cuales se les atribuyen actividades

inmunomoduladoras (67).

Dichas plantas a su vez contienen en comun minerales entre sus componentes
activos tales como zinc, cobre y hierro los cuales actdan sobre el sistema inmunoldgico

ayudando a mantenerlo en éptimas condiciones.

El segundo ensayo fue la valoracion del sistema de complemento, utilizando para
ello el ensayo descrito por Klerx y colaboradores, basado en la hemdlisis de los eritrocitos
por el Complejo de Atague a la Membrana (CAM) generado al activarse el sistema de
complemento. En este ensayo los eritrocitos actlan como activadores y células blanco,
activandose y produciendo la lisis de los eritrocitos, liberando asi la hemoglobina que es

medida para estimar la actividad (10).

Los resultados obtenidos en el ensayo del sistema de complemento mostraron que
tanto para la via clasica como para la via alterna, la mayoria de los extractos tanto
etandlicos como acuosos de hoja y raiz de P. alliacea, hoja y rizoma de S. domingensis
presentaron un efecto inhibitorio de ambas vias, determinado por su Clsg (Tabla 5 y 6), por

el contrario los extractos que no mostraron ninguna actividad fueron: extractos etanélicos y
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acuosos de fruto en la via clasica y alterna y extracto acuoso de hoja de S. domingensis en

via clasica.

Esto se establecié con la determinacion del Clso considerando un limite de 15 pg/ml
como punto significativo de corte para establecer la presencia o ausencia de la actividad
sobre las vias clasicas y alternas del complemento; este punto es especialmente util en la
via alterna dada su alta susceptibilidad de activacion frente a bajas concentraciones de
sustancias contaminantes produciendo resultados inespecificos, por lo tanto se considero
para ambas vias un resultado activo (positivo) a una concentracion menor de 15 ug/ml e
inactivo (negativo) a una concentracion mayor a 16 ug/ml. Se tomo este punto de corte ya
que se consider6 menores a 15 pg/ml representan la actividad propia de la planta; por el
contrario una concentracion mayor a 16 ug/ml no es representativa, porque podria incluir
sustancias interferentes tales como bacterias, hongos, polisacaridos, entre otros al

momento de ser evaluados.

Como se sabe el complemento es el principal mecanismo efector de la inmunidad
humoral, cuando este se activa puede causar inflamacion. Cuando el complemento
interacta con extractos de plantas que tienen propiedades antiinflamatorias se tiene
como resultado un efecto inhibidor, respaldando la actividad que se mostr6 en este estudio
(68).

Los extractos etandlicos y acuoso de fruto de S. domingensis mostraron un valor de

Clso por arriba del valor de importancia farmacoldgica.

En base a la tabla 7 se puede inferir que respecto al ensayo de linfoproliferacion hay
una diferencia significativa entre los resultados obtenidos por Meza en 2001, utilizando
rizoma de S. domingensis en estado silvestre con lo obtenido en este estudio, ya que el
material vegetal utilizado fue cultivado observandose que mostro una actividad inhibitoria
alta sobre los linfocitos (69); en cuanto a lo observado sobre el sistema de complemento en
la via clasica no hay diferencia entre los resultados obtenidos por Osorio en 2003 con
material silvestre de P. alliacea y lo obtenido en este estudio utilizando material cultivado
ya que ambas muestran actividad inhibitoria con un valor de Clsp menor a 15 ug/ml, por el

contrario para la via alterna la actividad reportada por Osorio fue de tipo estimulante;
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mientras que este estudio se observd una actividad de tipo inhibitoria (39), esto pudo
deberse a que el estudio realizado por Osorio fue una adaptacion del microensayo descrito
por Klerx y colaboradores, aumentando el riesgo de incluir sustancias interferentes que

pueden activar la via laterna.

La importancia de realizar esta comparacion radica en determinar si existe una
diferencia significativa de la actividad presentada por los extractos provenientes de material
silvestre en comparacién con extractos de material cultivado, por lo que se puede afirmar
gue la actividad presente 0 no en un extracto no se ve relacionada directamente con el
hecho de ser cultivado o no, si no bien de la forma en que se obtuvo el extracto como el
tipo de disolvente utilizado ya que de este dependera la clase y la cantidad de compuestos

activos presentes de material vegetal.

El mayor beneficio de utilizar material vegetal cultivado es el poder obtener mayor

volumen para aprovechamiento en forma sostenible.
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10. CONCLUSIONES

10.1 Los extractos etandlicos de rizoma de S. domingensis y extractos acuosos de hojay
raiz de P. alliacea y hoja y rizoma de S. domingensis presentaron actividad de tipo

inhibitoria sobre la linfoproliferacion.

10.2 Los extractos tanto etanolicos y acuosos de hoja y raiz de P. alliacea, hoja y rizoma
de S. domingensis presentaron un efecto inhibitorio en la via clasica y la via alterna del

sistema de complemento.

10.3 Los extractos etandlicos y acuosos de fruto y extracto acuoso de hoja de S.

domingensis no mostraron actividad importante.

10.4 Se comprobd la hipotesis propuesta de que al menos uno de los extractos de los
diferentes d6rganos de P. alliacea y S. domingensis posee actividad

inmunomoduladora in vitro, en este caso de tipo inhibitoria.

10.5 Los extractos procedentes de material cultivado de P. alliacea y S. domingensis
representan una gran ventaja en su obtencion especificamente en su fuente y en el

uso de sus principios activos.

10.6 Los extractos de P. alliacea y S. domingensis procedentes de Organos cultivados
gue presentaron resultados positivos con efecto inmunoinhibidor son promisorios para

su uso futuro como fuente de farmacos con fines terapéuticos.

S7



11. RECOMENDACIONES

11.1 Realizar estudios in vivo que 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 esto es indispensable para el desarrollo

de farmacos.

11.2 Determinar los componentes activos de los extractos que presentaron actividad

inmunomoduladora, asi como su mecanismo de accion.

11.3 Evaluar la actividad in vitro en extractos de diferentes polaridades de P. alliacea y S.

domingensis.

11.4 Realizar investigaciones para determinar otras aplicaciones medicinales de las
plantas evaluadas en este estudio, puesto que la mayoria de plantas poseen mas de

un solo uso terapéutico.
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13. ANEXOS

13.1 VALORES DE F Y P OBTENIDOS A TRAVES DE ANALISIS DE VARIANZA EN
EL ENSAYO DE LINFOPROLIFERACION

Extractos Etandlicos Extractos Acuosos

Planta Valor F Valor P Valor F Valor P

P. alliacea (hoja) 5.02 0.0025 28.91 4.13 e

P. alliacea (raiz) 1.04 0.43 7.53 0.00021
S. domingensis (fruto) 3.00 0.028 0.51 0.80

S. domingensis (hoja) 2.98 0.029 83.46 1.49 ™

S. domingensis(rizoma) 83.46 1.49 13 53.35 1.24 et

*Fuente: Datos experimentales.

13.2 GRAFICAS DE INTERVALOS DE CONFIANZA VIA CLASICA DEL

COMPLEMENTO
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13.3 GRAFICAS DE INTERVALOS DE CONFIANZA VIA ALTERNA DEL

COMPLEMENTO
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S. domingensis fruto extracto
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13.4 GRAFICAS DE DISPERSION LA ACTIVIDAD DE LOS EXTACTOS DE P. alliacea Y
S. domingensis SOBRE LA VIA ALTERNA DEL SISTEMA DE COMPLEMENTO.
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13.5 GRAFICAS DE DISPERSION LA ACTIVIDAD DE LOS EXTACTOS DE P. alliacea
Y S. domingensis SOBRE LA VIiA CLASICA DEL SISTEMA DE COMPLEMENTO.
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