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RESUMEN

El presente estudio evalud la actividad moduladora i vitro de las vias cldsica y alterna del sistema de complemento de extractos ctanélicos
de diez pluntas medicinales nativas de Guatemala aplicando técnicas de ensayos hemoliticos. Los extractos utilizados fueron flor y raiz
de Dorstenia contrajerva (contrahierba), tallo de Quercus crispifolia (encino), hojas de Cornutia pyramidata (joroklé), Simarouba glauca
(aceituno). Phlebodium pseudoaurenm (calahuala), Lippia graveolens (orégano). Neurolaena lobata (tres puntas), Solanum americanum
(hierba mora), hoja y raiz de Periveria alliacea (apacin) ¥ corteza de Rhizophora mangle (mangle) las cuales demostraron en estudios
anteriores actividad antiprotozoaria. Los extractos que presentaron actividad inhibitoria de 1a via cldsica del sistema de complemento son
rafz de D. contrajerva (CI,=12.50 lg/mL). hojas de P pseudoarnrewm (Cl, =10.50 pg/mL), hojas de S. glanca (CI, =5.50 pg/mL), hojas
de P. alliacea (CI_ =35 rnm’mLJ raiz de £ alliacea (CI_ = 14 mg/mL) v hojas de S. americanum (CL, =8 my’mL} Respecto a la via
alterna del camplemenm presentaron efecto activador las th:m de P pseudoaureum (CI,=6.17 pg/mL). h(}_].}‘; de P. alliacea (CI,,=7 mg/
mL), raizde £, alliacea (CL, = 6 mg/mL), hojas de S. americanum (CL, = 14 mg/mL) y hojas de §. glauca (Cl,=10.00 !.Lg!rnLl

INTRODUCCION

El ser humano constantemente estd expueslo a una gran
diversidad de suslancias y agenies extrafios gue se encueniran en
el ambicnte con el potencial de causar enfermedad. El organismo
para lograr mantenerse sano, ha desarrollado un sistema complejo
y efectivo el cual se cncurga de combalir estas infecciones, ¢l
sistcma inmune. Este es el encargado de proteger v mantener la
integridad del organismo, mediante tres funciones bdsicas:
distineién entre lo propio y lo extrafio. especificidad y memoria
(1-4),

El cuerpo humano posee una serie de barreras naturales las
cuales brindan proteccidn contra los microorganismos patégenos
evitando las infecciones. Sialgtin agente patdgeno logra atravesar
estas barreras, sc pone en marcha la respuesta inmune, la cual
consiste cn una secucncia integrada v regulada de una seric de
mecanismos heterogéneos de defensa (1. 5).

Los componentes involucrados en la respuesta inmune
pueden ser divididos en factores humorales v celulares: uno de
ellos es cl sistema del complemento, el cual es un complejo
constituido por 30 proteinas solubles, las cuales interaccionan
entre si de modo regulado formando una cascada enzimatica, en
la cual el producte de una reaccidn cataliza al proximo producto
permiticndo la amplilicacién de la respuesta humoral. Las
consccuencias de la activacién y fijacién del complemento
incluyen: lisis del microorganismo, opsonizacion. quimiotaxis,
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amplificacién de la respuesta humoral y eliminacién de
inmunocomplejos (1.6).

El sistema del complemento estd compuesio por cuatro
unidades luncionales: 1a via cldsica (VC). la via alterna (VA), la
unidad de amplilicacion y la ruta terminal. La cldsica v la alterna
son las vias principales de activacidn, ambas funcionan a través
de la interaceion de proteinas y proceden por activacion secuencial
y ensamblaje de una seric de componentes. Esto conduce a la
formacion de complejos enzimdticos capaces de unirse y romper
el componente clave, el C3 y comparten la fase [inal que consiste
en el ensamblaje del denominado complejo de atague a la
membrana sobre la superficie del microorganismo que va a
producir 1a lisis de la célula (1, 7, 8).

Los ensayos in vitro para la valoracidn de la actividad del
sistema de complemento se fundamentan en la hemdlisis del
eritrocito por ¢l complejo de ataque a la membrana cl cual es
generado al activarse ¢l sistema. Los eritrocitos actian como
activadores ¥ como células blanco. ya que poscen antigenos de
superficie que reaccionan con anticuerpos especificos y su lisis
da lugar a la liberacién de hemoglobina la cual es cuantificable
por métodos colorimétricos. La hemédlisis ¢s medida como la
absorbancia de la hemoglobina liberada. De los datos obtenidos
sc calcula el porcentaje de inhibicion y la CI,, que es una unidad
(unidad de Mayer) definida como la cantidad del complemento
necesaria para provocar la lisis de 50% de los eritrocitos. en
condiciones estandarizadas (1, 9-11).
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Los inmunomoduladores son compuestos que modifican la
-=spuesta bioldgica y alectan la respuesta inmune, amplificdndola
inhibigéndola por lo que son clasificados como inmuno-
s=umulantes o inmunosupresores. El objetivo de reconocer estos
compuestos es el de regular quimicamente la actividad del sistema
nune (1. 12-15).

Los immunomoduladores derivados de productos naturales
<on una alternativa para regular el sistema inmunitario. Dentro
2z 1z Farmacobotdnica se lleva a cabo esta bisgqueda, estudiando
‘2 unlizacion de productos vegetales con finalidad terapéutica

ue puedan usarse en la Fitoterapia. La base de los medicamentos
iterapéuticos son las drogas vegetales y los diferentes productos
Jue de ellas se obtienen. Estos productos abarcan todos los
Drincipios activos, como complejos proleicos, enzimas, elementos
naturales como el hierro, cobre, flior v otros metabolitos
orimarios. En la bisqueda de estos principios se utilizan los
iferentes drganos de las plantas como raiz. rizoma, hojas, frutos,
Tores, semillas, tejidos como ¢l corcho v madera, gomas y resinas
obtenidas por incisiones en las plantas (16-2(1).

La condicidn geogréfica y climética de Guatemala hace de
esta region una fuente rica en diversidad vegetal. A partir de
1977 se inicid la recopilacion y documentacion sobre plantas
medicinales v con el tempo se ha logrado la estandarizacidn de
metodologias de estudios tanto in vitre como in vive para
determinar sus propiedades antimicrobianas (3, 21).

En Guatemals la principal fuente de informacion sobre el
uso de las plantas medicinales antiprotozoarias es la medicina
tradicional, ademads de diversos estudios nacionales v a nivel
mundial del uso de plantas para dichas infecciones (22-23).

Las plantas estudiadas en ¢l prescnte trabajo fueron
seleccionadas por haber mostrado actividad antiprotozoaria, yva
que ¢l mecanismo sugiere la activacidn del complemento,
conduciendo a la formacidn del complejo de ataque a la membrana
(MAC) y por lo tanto, la lisis de la célula infectada y la muerte
del pardsito (1).

El objetivo principal del estudio fue demostrar la actividad
inmunomoduladora in vitro de los extractos etandlicos de diez
plantas de Guatemala sobre el sistema del complemento.

MATERIALES Y METODOS
Extractos de plantas
Se pesaron 2 mg de los extractos etandlicos de las plantas

en estudio y se diluyeron en 4 mL de VSB* para la via cldsica
(VC) vend mL EGTA-VB para la via alterna (VA).

Suero

Se recolectd una mezela de suero humano (MSH) de
donadores voluntarios sanos como fuente de complemento.

Eritrocitos

Se realizd una dilucidn 1:2 de eritrocitos de carnero (ShE)
para la VC y de conejo (RaE) para VA en solucidn de Alsever
que sirvio como fuente de transporte, v se lavaron tres veces con
solucion salina previamente a su utilizacion.

Se prepard la suspensién de ShE en VSB=? obteniéndose
una concentracién de 4x 10 cel/ml. y estos fueron sensibilizados
con anticuerpos monoclonales anti-ShE (amboceptor) e incubados
por 1{} minutos a temperatura ambiente, a los eritrocitos
sensibilizados se llaman ShEa. la suspensidn se lavé dos veces
con VSB*? y resuspendidos en la misma solucién tampén llegando
a una concentracion final de 2x 0% cel/mL.

Los RaE son suspendidos en EGTA-VB, no se sensibilizan
v se llega a la misma concentracidn final de eritrocitos,

Ensayos hemoliticos para valorar la actividad sobre el sistema
del complemento

La metodologia empleada fue el microensayo modificado
que describié Klerx et af, (26). (Figura 1).

Figura 1 Material y equipo usado para el bioensayo
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Para la determinacidn de la actividad inmunomoduladera de la
VC seempled ShE sensibilizados con anticuerpos anti-ShE, esta
reaccién antigeno anticuerpo activa los componentes de la via
clisica presente en ella. El amortiguador utilizado contiene los
cationes divalentes de Ca™ y Mg™ necesarios para la activacién
de esta via (VSB*+).

En la determinacién de la actividad de la VA es necesario
que la via cldsica, que es dependiente de calcio, se inactive, lo
cual se logrd con la adicidn del amortiguador del cual posee dcido
etilenglicol tetracético (EGTA). que es utilizado como agente
quelante de calcio ¥ magnesio que es indispensable para la
activacion de esta via. Se ulilizé la mezcla de suero hamano y
RaE los cuales poseen membranas activadas. que permiten la
proteccion del complejo C3Bb del factor H permitiendo el
ensamblaje al complejo de ataque a la membrana.

Los ensayos se realizaron en tubos Eppendorf (simulando
una microplaca); se adiciond 100 UL de los extractos de planta
en las filas respectivas (A). Sc agregd 50 pl. de la dilucién de
MSH (concentracion 1:80) diluido en VSB' para la VC 0 25 uL.
de MSH a una concentracidn de 1:3 diluido en EGTA-VB parala
VA, La microplaca se preincubd a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente se afiadié 50 UL de ShEa para la VC o 25 uL de
Ral: para 1a VA; v la microplaca fue incubada por 60 minutos
para la VC o por 30 minutos para la VA. Después de la incubacidon
los tubos se centrifugaron a 2500 rpm por 2 minutos para
sedimentar las células intactas y danadas. Para la determinacion
del grado de hemdlisis, 50 pL de los sobrenadantes se mezclaron
con 200 UL de agua destilada en una microplaca de fondo plano
y se midid 1a absorbancia utilizando un lector de ELISA a una
longitud de onda de 405 nm.

Se emplearon controles en los cuales se midid la actividad
sérica o inhibicién del complemento utilizando suero diluido en
VSB** v ShEa pars la VC o suero diluido en EGTA-VB y RaE
para la VA, Ta hemdlisis al 0% sdlo utilizé la solucién
amortiguadora y los eritrocitos (ShEa o RaE) y con la hemdlisis
al 100% se usé agua destilada y los eritrocitos.

RESULTADOS

La Tabla 1 resume los principales resultados obtenidos
durante ¢l estudio. Destaca que P alliacea (hoja v raiz), P.
pseudoaurenm (hoja), S. americanum (hoja) v S. glauca (hoja)
(Fig. 2) presentan actividad inhibidora de la via cldsica y actividad
estimuladora de la via alterna; la raiz de D. contrajerva posce
actividad inhibidora sobre la via clisica, pero es inactiva en la
via alterna. Finalmente C. pyramidata (hoja), L. graveolens
(hoja), N. lobata (hoja), Q. crispifolia (tallo) ¥ R. mangle (corleza)
no dermostraron ningtin tipo de actividad en ambas vias.
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Los resultados fueron obtenidos a partir del célculo de CI,,
(concentracidn de la muestra en estudio necesaria para obtener
un 50% de lisis eritrocitaria) de los extractos de las plantas a
distintas concentraciones.

Tabla 1. Actividad Moduladora del Sistema
de Complemento

Via Alterna
No activa
No activa
No activa
No acliva
No activa

Planta Via Cldsica
C. pyramidata (hoja) No activa
D. contrajerva (flor) No activa
D. contrajerva (taiz) Inhibidora
L. graveolens (hoja) No activa
N. lobata(hoja) No activa

E alliacea (hoja) Inhibidora Estimuladora
P. alliacea (raiz) Inhibidora Estimuladora
E. pseudoaureum (hoja) Inhibidora Estimuladora
Q. crispifolia (tallo) No activa No activa

R. mangle (corteza) No activa No activa

S. americanum (hoja) Inhibidora Estimuladora
S. glauca (hoja) Inhibidora ECstimuladora

En la Tabla 2 se presentan los valores de CI_ obtenidos. A
simple vista eslos sugieren que todas las plantas estudiadas
presentan algtin tipo de actividad. Sin embargo cada valor, al ser
comparado con ¢l de punto de corte establecido (15 pg/mL)
permite la clasilicacion de cada planta como acliva o Inactiva.
Se considera activo un extracto con un valor por debajo del punto
de corte.

En la via alterna la [lor de D. contrajerva, las hojas de C.
pyramidata, L. graveolens, N. lobaia, el tallo de Q. crispifolia y
la corleza de R. mangle se reportan como negativas, lo que indica
que los extractos no fueron capaces de causar lisis eritrocitaria
del 50%.

Tabla 2. Determinacién de CL,,

Planta Via Clisica  Via Alterna
D. contrajerva ([or) 38 pg/fmL Negativo
D, contrajerva (raiz) 1250 pg/ml.  18.51 pg/mL
E pseudoaurewm (hoja) 1050 ug/ml.  6.17 ug/mlL
Q. crispifolia (tallo) 40.530 ug/mlL Negativo
C. pyramidata (hoja) 110.0 pg/mL Negativo
S. glauca (hoja) 5.50 pg/mL 10.00 pg/mL
P, alliacea (hoja) 5.00 pg/mL 7.00 pgfmL

P alligeea (raiz) 14.00 pg/mL.  5.00 ug/mL
S. americanun (hoja) 8.00 pg/ml 14.00 pg/mL
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Figura 2. Fotograffas de las plantas con bipactividad

DISCUSION

De las dicz plantas estudiadas, cinco presentaron actividad
inhibitoria de la via cldsica del sistema del complemento, la raiz
de D. contrajerva, 1a hoja y raiz de P. alliacea, las hojas de P
pseudoaureum, S. americanum v §. glawca. Respecto a la via
alterna las hojas de P aurewm, la hoja v raiz de £ alliacea y la
hoja de 8. glauca presentun efecto activador.

Lahojade C. pyramidata, florde D. contrajerva, hoja de L.
graveolens, hoja de N. lobata, tallo de Q. crispifolia v corteza de
R. mangle no presentaron ninguna actividad sobre la via cldsica
y la via alterna, a esto se suma la raiz de D. contrajerva que
tampoco presentd actividad sobre la via alterna,

La actividad inhibitoria que algunos extractos evidencian
puede deberse a muchas causas. entre las cuales se mencionan la
interferencia de los componentes C1, C2, C3, C4 ¢ 1gG, Ia
quelacidn de los cationes divalentes (Ca* o Mg*), los
lipopolisacdridos presentes en las membranas de las bacterias
Gram negativo o bien mediante la estimulacién de reguladores
v/o inhibidores de la activacion de 1a via cldsica del sistema de
complemento entre otros.

La determinacidn de Cl,, se establecid considerando un
limite de 15 lg/mL como punto significativo de corte. Este punto
es especialmente 1til en la via alterna dada su alia susceptibilidad
de ser activada a bajas concentraciones de sustancias
contaminantes que podrian producir resultados inespecificos. Por
lo tanto se considera este valor para discriminar la actividad
inespecifica del extracto o efectos de sustancias interferentes tales
como bacterias, hongos, polisacaridos, alcaloides entre otros
presentes al momento del ensayo (24, 25).

Los resultados obtenidos confirman lo reportado en la
literatura con respecto a £ pseudoaureim donde se describe como
planta inmunomoduladora (21).

El método fue modificado en la concentracion inicial a la
que se trabajd, la que fue de 500 Lg/mL seguida de diluciones
seriadas desde 1:3 hasta llegar a 1:729 (0.69 pg/mL). Se tomd
esta decision en virtud gque actualmente la industria farmacéutica
utiliza las cantidades de principio aclivo en sus productos en el
orden de [Llg. Ademds al utilizar concentraciones menores de |
mg/mL se evitaron posibles interferencias causadas por los
pigmentos propios de cada extracto.

Los datos obtenidos conllevan a considerar que los extractos
etandlicos de las plantas evaluadas que dieron resultados positivos
son de interés y promisorios. Estos ameritan investigaciones mas
profundas que tomen como base los presentes resultados y de
ellos se parta para procesos de fraccionamiento v determinacién
de las [racciones que posean el principio activo ftil, el que
posteriormente debera ser aislado y utilizado en pruchas in vive
v ensayos clinicos. Estos finalmente deberin ser evaluados
respecto a su seguridad v aplicacion como inmunomoduladores.
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Las plantas evaluadas tradicionalmente han sido un recurso
utilizado gracias a sus propicdades medicinales como actividad
antiprotozoaria, antinflamatoria, antiséptica y en afeccioncs
gastrointestinales, entre otras.

Los datos obtenidos apoyan su uso ¥ justifica una
investigacién mds profunda de estas plantas, asi como de muchas
otras posibilidades que ofrece la biodiversidad de Guatemala.
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