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 RESUMEN 

El objetivo del presente trabajo está orientado a evaluar Actividad 

inmunomoduladora in vitro e in vivo del extracto metanólico de Paranephelius 

uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en Cavia porcellus .Se realizó la marcha 

fitoquimica preliminar del extracto metanolico de Paranephelius uniflorus , donde 

se observó que dio reacción positiva Liebermann- Burchard con una coloración 

verde azulada, si mismo da positivo a Felhing (Azucares reductores) a Shinoda 

(Flavonoides) a Tricloruro Ferrico (fenoles). . Los resultados obtenidos en los 

linfocitos presentes en sangre de Cavia porcellus tratada in vitro con diferentes 

dosis del extracto metanolico de Paranephelius uniflorus, observando que a dosis 

mayores el efecto es significativo,así mismo se realizó una evaluación in vitro con 

las muestras de sangre de los especímenes observando una disminución 

estadísticamente significativa (p<0.05) 

 

Palabras claves: Paranephelius uniflorus , Inmunosupresor. 
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ABSTRACT 

 

The aim of this study is aimed at evaluating immunomodulatory activity in vitro and in 

vivo of the methanol extract of paranephelius uniflorus on lymphocyte response Cavys .It 

made the preliminary phytochemical march of methanol extract of paranephelius uniflorus, 

where it was observed that gave positive reaction Liebermann Burchard with a bluish green 

color, if it is positive to Felhing (reducing sugars) to Shinoda (flavonoids) Ferric trichloride 

(phenols). . Results obtained in lymphocytes present in blood Cavys treated in vitro with 

different doses of methanol extract paranephelius uniflorus, noting that at higher doses the 

effect is significant, likewise in vitro evaluation was conducted with blood samples of 

specimens observed a statistically significant (p <0.05) 

 

Keywords: Paranephelius uniflorus, immunosuppressive. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

El sistema inmune es el resultado de un complejo proceso evolutivo que le ha 

permitido a la especie humana sobrevivir a la infinidad de microorganismos y sustancias 

agresivas del ambiente. Éste se distingue por dos niveles de respuesta: la innata y la 

adaptativa. La innata constituye la línea de defensa inmediata frente a la entrada de los 

microorganismos para su eliminación, es poco específica, no genera memoria y está 

constituida por barreras anatómicas y fisiológicas, diversos tipos celulares como 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas, mastocitos, basófilos, eosinófilos y las células 

naturales Killer. El sistema adaptativo es evolutivamente posterior a la innata, respuesta es 

de gran especificidad y con la característica distintiva de generar memoria inmunológica. 

Sus componentes celulares principales son los linfocitos B y T. La respuesta inmune 

efectora involucra a las células de ambos tipos de inmunidad así como a los mediadores 

moleculares por ellas producidos como anticuerpos, citocinas, ERO, ERN histamina, 

moléculas de adhesión, enzimas, factores de transcripción, entre otros. (1,2,3,5) 

 Los linfocitos son importantes células sanguíneas del sistema inmune que se 

originan en la médula ósea. Existen distintos tipos de estas células que difieren en sus 

funciones y productos proteicos: linfocitos B, T y células asesinas naturales. Los linfocitos 

B son las únicas células del organismo capaces de producir anticuerpos. La interacción de 

los antígenos con sus receptores de membrana y otras señales coestimulatorias inician la 

secuencia de activación, proliferación y diferenciación que culmina en el desarrollo de 

células plasmáticas que secretan activamente anticuerpos y de células memorias capaces de 
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perdurar largos períodos de tiempo para enfrentar exposiciones sucesivas al mismo 

antígeno. (11) 

 Los linfocitos T terminan de madurar en el timo y se subdividen además en 

poblaciones funcionalmente distintas; las más estudiadas son las células T cooperadoras y 

las T citotóxicas. Las principales funciones de las células T cooperadoras son la producción 

de citocinas y la cooperación celular, mientras que las células T citotóxicas inducen la lisis 

de células infectadas y también producen citocinas. (1,2,4,5,6) 

 La tercera clase importante de linfocitos no expresa marcadores de células T ni B. 

Estos son linfocitos grandes con numerosos gránulos citoplasmáticos capaces de lisar 

células tumorales e infectadas por virus, conocidas como células asesinas naturales (N.K). 

(1) 

 A pesar de la importancia del sistema inmune para el organismo, existe un amplio 

grupo de enfermedades caracterizadas por alteraciones en sus funciones, bien por exceso o 

defecto en la producción de algunos mediadores, por sobreactivación de diferentes 

mecanismos efectores, por pérdida de la tolerancia inmunológica, fallos en los mecanismos 

de regulación, o por inmunodeficiencias congénitas y adquiridas. (7,8,10) 

 Las enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide y el lupus eritematoso 

sistémico, son ejemplos clásicos de alteraciones en las capacidades discriminatorias del 

sistema inmune; que conducen a la pérdida de la tolerancia y la producción de 

autoanticuerpos y células T autorreactivas. Las patologías mencionadas anteriormente y 

otras como la esclerosis múltiple, la enfermedad de Crohn, el cáncer y el Alzheimer, han 
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sido atribuidas entre otros factores, al desbalance en las funciones de las células T 

cooperadoras y al descontrol en la producción de citocinas por diferentes tipos celulares 

incluidos los macrófagos. (11,13) 

 El desbalance en el control de las funciones de los macrófagos ha sido relacionado 

con la fisiopatología de diferentes enfermedades como la artritis reumatoide, la 

osteoartritis, la enfermedad de Crohn, la esclerosis múltiple y otras. (9,11) 

 Las enfermedades alérgicas como la rinitis, la dermatitis atópica o el asma bronquial 

constituyen otro importante grupo de patologías donde se manifiestan alteraciones de la 

respuesta inmune explicadas en el acápite anterior. (1,211) 

• Enfermedades alérgicas: rinitis, asma bronquial, dermatitis atópica, otras. : 

Activación mastocitaria con liberación de mediadores preformados y sintetizados de novo, 

promoción de eosinofilia y de citocinas Th2 como IL- 4, IL-5, IL-10 y IL-13, incremento 

de la producción de IgE e IgG1. (1,2,11) 

• Artritis reumatoide : Incremento de las concentraciones de TNFα como mediador 

proinflamatorio fundamental, así como IL-1, IL-6, GM-CSF y quimiocinas como IL-8, 

RANTES, MIP-1 y MCP-1, producción de autoanticuerpos. (1,2,11) 

• Esclerosis múltiple : Incremento de las concentraciones de TNFα en suero y fluido 

cerebroespinal y de la expresión de ICAM-1 en endotelio cerebral y astrocitos, elevadas 

concentraciones de varias moléculas de adhesión y quimiocinas MCP-1, MCP-2, MCP-3, 

RANTES, y MIP-1α y β y sus receptores. (1,2,11) 
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• Enfermedad de Crohn: Incremento en la expresión de TNFα, IFNγ, IL-2, IL-12, IL-

6, elevada actividad de las células Th1. (1,2,11) 

Los productos naturales constituyen una gran fuente de compuestos capaces de 

modular algunos de los mediadores o de los mecanismos de la respuesta inmune. Entre los 

compuestos de origen natural con propiedades inmunomoduladoras podemos citar a los 

polifenoles, alcaloides, quinonas, terpenoides, esteroles, polisacáridos, glicoproteínas, entre 

otros. (1,3,11) 

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la 

característica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones 

hidroxílicas. Dentro de los polifenoles se incluyen las xantonas, los diferentes tipos de 

flavonoides, las cumarinas, los taninos y otras moléculas, las cuales son importantes 

constituyentes de un gran número de extractos obtenidos de fuentes naturales y poseen una 

gran variedad de actividades biológicas relacionadas con las funciones del sistema inmune. 

Las catequinas son flavonoides presentes en el té capaces de disminuir la producción de IL-

1β e incrementar los niveles de IL-10, la quercetina y la rutina inhiben la presentación de 

péptidos por las CPA] y tienen efectos antioxidantes y anti-inflamatorios, las xantonas 

antagonizan los receptores del factor activador de plaquetas, las coumarinas inhiben la 

actividad de la enzimas COX-1 y COX-2, la producción de PGE2 y la liberación de NO. 

(1,5,11) 

Los terpenoides constituyen otro importante grupo de compuestos capaces de modular 

funciones del sistema inmune. La literatura reporta que poseen actividad inhibitoria sobre la 
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producción de TNFα, IL-6, IL-8, IFNγ, IL-1β, IL-2 e IL-4, en la degradación de IkB y 

consecuentemente en la activación de NFκB, en la producción de ERO y en las 

concentraciones de NOS-2, COX-2 y PGE2. (1,5,11) 

La literatura científica reconoce varios extractos naturales con propiedades 

inmunomoduladoras, lo que promueve la utilización de estos para el tratamiento 

complementario de enfermedades relacionadas con alteraciones inmunopatológicas. El 

Pycnogenol® es un extracto de la corteza de Pinus pinaster que reduce la expresión de 

ICAM- 1 y la activación de NFκB , las preparaciones de Tripterygium wilfordii inhiben la 

producción de importantes citocinas proinflamatorias como TNFα, IL-6, IL-8, IFNγ, IL-1β 

e IL-2, la proliferación de linfocitos T y B y la formación de anticuerpos, extractos de 

Withania somnifera estimulan funciones inmunes como la producción de anticuerpos y la 

actividad fagocítica y el extracto metanólico de Cyperus rotundus inhibe la producción 

ERO y NO en macrófagos . (1) 

Igualmente, la comunidad científica reconoce varios productos naturales que actúan 

sobre mecanismos relacionados con la respuesta alérgica, como extractos acuosos y 

alcohólicos de Striga orobanchioides que inhiben las contracciones inducidas por histamina 

en íleo de cobayos y la desgranulación de los mastocitos y preparaciones obtenidas de los 

frutos de Rubus coreanus inhiben el choque anafiláctico sistémico inducido por el 

compuesto 48/80. (1,2,3) 

La especie de  Paranephelius uniflorus es conocida con diversos nombres como “pacha 

rosa”, “puña puña”, “jarac de coche”, “carapa de chancho” entre otros; se halla repartida, 
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además de Bolivia, en los departamentos de Cuzco, Junín, Huancavelica, Pasco y 

Cajamarca; y es usada tradicionalmente en el norte del Perú para problemas reproductivos y 

de salud femenina reportándose además propiedades para combatir la bronquitis; 

empleándose para dichos fines la planta en su totalidad ya sea fresca o seca. En el centro 

del Perú en pedregales a 4000-5000 msnm. P. asperifolius se encuentra muy relacionada 

con esta especie; llegándose a considerar similares. La especie de  Paranephelius uniflorus 

posee Hojas oblanceoladas, 3-12cm de longitud algo irregular; incisa y dentadas, de textura 

áspera por encima y por lo general escasamente pilosas, el envés blanco pubescente. (14,15,16) 

Así mismo en el reciente estudio “Características farmacognosticas, y cuantificación de 

flavonoides totales de las hojas de Paranephelius uniflorus “carapa de chancho” 

proveniente de la ciudad de Cutervo” se identificó la presencia de metabolitos como 

esteroides, aminoácidos, flavonoides, antocianidinas, saponinas y alcaloides tanto en la hoja 

como en el extracto fluido a excepción de los alcaloides que solo dieron positivo en el 

extracto fluido. (15) 

Por ello en el presente trabajo se pretende evaluar la actividad inmunomoduladora in 

vitro e in vivo del extracto metanólico de Paranephelius uniflorus sobre la respuesta 

linfocitaria en Cavia porcellus. 
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Se planteó la siguiente interrogante: 

¿Cuál es la actividad inmunomoduldora in vitro e in vivo del extracto metanólico de 

Paranephelius uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en Cavia porcellus? 

 

HIPÓTESIS 

 

El extracto metanólico de Paranephelius uniflorus presenta posible actividad 

inmunosupresora de la respuesta linfocitaria de Cavia porcellus 

 

OBJETIVOS: 

Objetivo general: 

 Evaluar la actividad inmunomoduladora in vitro e in vivo del extracto 

metanólico de Paranephelius uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en 

Cavia porcellus 

Objetivos específicos: 

 Determinar la actividad inmunomoduladora in vitro del extracto metanólico 

de Paranephelius uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en Cavia 

porcellus. 

 Determinar la actividad inmunomoduladora in vivo del extracto metanólico 

de Paranephelius uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en Cavia 

porcellus. 
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II. MATERIAL Y MÉTODO 

1. MATERIALES Y EQUIPOS: 

A. Material Biológico: 

 5 Kg de hojas frescas de Paranephelius uniflorus “carapa de 

chancho” provenientes de la ciudad de Cutervo 

 12 Cavia porcellus de 4 meses de edad con peso aproximado de 

350 – 400 g, adquiridos en el valle de Chicama – Trujillo; criados 

y mantenidos en el Bioterio de la Facultad de Farmacia y 

Bioquímica. 

 

B. Material de Laboratorio: 

 De uso común de  laboratorio. 

C. Reactivos: 

 Alcohol metílico Merck. 

 Acetato cúprico Sigma. 

 Ácido acético glacial 99.8% de pureza, calidad sigma.  

 Ácido clorhídrico 37% de pureza, calidad sigma. 

 Ácido nítrico 85% de pureza, calidad sigma.  

 Ácido sulfúrico 98% de pureza, 𝞺: 1.8g/ml calidad sigma.  

 Ácido pícrico q.p. 

 Anhídrido acético 98% de pureza, calidad sigma. 

 Cloruro de sodio 99.5% de pureza, calidad sigma. 
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 Cloruro de mercurio (II) 99.5% de pureza, calidad sigma. 

 Cloruro férrico hexahidratado 97% de pureza, calidad sigma  

 Gelatina from porcin skin, calidad sigma. 

 Hidróxido de sodio 98% de pureza, calidad sigma. 

 Magnesio metálico. 

 Nitrato de bismuto 98% de pureza, calidad sigma. 

 N- propanol Merck 

 Tricloruro de Antimonio 30%. 

 Vainillina  

 Anticoagulante EDTA al 10%. 

 Tampón de fosfatos (PBS) 

 Histopaque 

 Suero fetal bovino  (SFB) 

 Colorante Wright 

 Antígeno Derivado Proteico Purificado (PPD) 

 Gentamicina inyectable sol. 160 mg/2ml - Farmindustria. 

 Vacuna BCG. 

 Cultivo de Waymonth. 

D. Equipos: 

 Balanza triple brazo 700/800 series OHAUS US PAT. N° 2, 

729,439. 

 Balanza analítica OHAUS GA 200 ( precisión 0.0001 gr) 

 Estufa THELCO H.W. Kessel Model 17 

 Microscopio Karl Zeiss Primo Star 176 065 

 Centrifuga  HW. Kessel S.A- UNICO 

E. Otros: 

 Papel kraff. 
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 Cámara fotográfica. 

 Laptop lenovo G580. 

2. METODOLOGIA: 

2.1. De la droga vegetal: (17,18,19) 

2.1.1. Recolección : 

La especie de estudio Paranephelius uniflorus “carapa de 

chancho”  fue recolectada en la ciudad de Cutervo (6.38° latitud 

sur, 78.82° longitud oeste y 2649 msnm), provincia del mismo 

nombre, Departamento de Cajamarca. 

2.1.2. Selección: 

Se seleccionó la especie Paranephelius uniflorus  (“carapa de 

chancho”)  la cual fue recolectada en la ciudad de Cutervo (6.38° 

latitud sur, 78.82° longitud oeste y 2649 msnm), provincia del 

mismo nombre, Departamento de Cajamarca. 

2.1.3. Identificación taxonómica : 

Un ejemplar de esta planta, con todas sus partes completas, se 

llevó al Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de 

Trujillo para su identificación Taxonómica. 

2.1.4. Selección de la Droga: 

Posteriormente a la selección e identificación de la especie 

vegetal, se procedió a separar las hojas del resto de la planta. 

2.1.5. Desecación: 

Se deseco a  temperatura ambiente por 2 días y en estufa a 40 ºC, 

hasta que tenga peso constante.  

2.1.6. Molienda : 

Una vez desecado el material vegetal, se procedió a su molienda 

en un molino mecánico hasta tamaño de partícula adecuado, y se 

almaceno adecuadamente en frascos color ámbar, en un lugar 

desprovisto de humedad y luz directa hasta su utilización. 
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2.2. Preparación del extracto metanólico : (17,20,21,22) 

Se pesó 100 g de droga vegetal y se colocó en un recipiente de vidrio 

color ámbar con capacidad suficiente para agregar 1000 mL de metanol y 

dejarlo macerar por 7 días. 

Luego se llevó a evaporar el solvente utilizando Rotavapor, y dejando 

secar en estufa a 40 ° C hasta obtener extracto seco, que se guardó en 

refrigeración hasta su posterior utilización. 

 

2.3. Marcha  Fitoquímica preliminar : “Prueba de la Gota” : (17,20,21,22,23) 

 

A. Extracto metanólico:  

Se identificó compuestos de polaridad muy variada, como: 

Esteroles, Flavonoides, Polifenoles, Taninos y alcaloides. 

 Ensayo de Liebermann-Burchard: (ESTEROIDES -

TRITERPENOS) 

Medimos X gotas del extracto en una capsula, llevamos a 

sequedad y posteriormente extraer con 1 ml de 

diclorometano, evaporar el solvente y  luego agregar X gotas 

de Anhídrido acético, XX gotas de Ácido Acético y I gota de 

ácido sulfúrico concentrado. 

Reacción Positiva: La reacción será positiva si aparece 

coloración azul, verde o naranja. 

 Ensayo de Catequinas: (CATEQUINAS) 

Se tomó I gota del extracto alcohólico y se colocó sobe papel 

de filtro, finalmente se agregara III gotas de una solución de 

carbonato de sodio. 
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Reacción Positiva: La aparición de una macha verde 

carmelita a luz UV, indica un ensayo positivo.  

 Ensayo de Baljet:  (LACTONAS)Se vertió una alícuota del 

extracto y se agregó 1 ml del reactivo. 

Reacción Positiva: Las sustancias con agrupamiento 

lactonico se colorearan de rojo.  

 

 Ensayo de resinas: (RESINAS) 

Se tomó 2 ml de extracto etanólico y se añadirá 5 ml de agua 

destilada.  

Reacción Positiva: La aparición de un precipitado indica un 

ensayo positivo.  

 Ensayo de Felhing: (AZUCARES REDUCTORES) 

Se mezcló en un tubo de ensayo fracciones iguales de los 

reactivos felhing A y felhing B, se calentara en baño de agua 

por 5 minutos y se añadirán II gotas del extracto etanólico 

llevado a sequedad y redisuelto en agua destilada.  

Reacción Positiva: La aparición de un color rojo ladrillo 

indica un ensayo positivo.  

 

 Ensayo de Shinoda: (FLAVONOIDES) 

Se medió  X gotas del extracto llevamos a sequedad, 

redisolver en 1 ml de metanol y trasvasar a un tubo de ensayo 

agregar limadura de magnesio  más II gotas de HClcc. 

Reacción Positiva: La reacción será considerada postiva con 

las coloraciones roja (flavonas), roja a crimson (flavonoles), 

crimson a magenta (flavanonas) y algunas veces azules o 

verdosas. 
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 Ensayo de Tricloruro férrico: (FENOLES) 

Se medió  X gotas del extracto en una capsula, llevamos a 

sequedad, posteriormente redisolver en metanol y trasvasar a 

un tubo de ensayo, añadir II gotas de Cloruro Férrico. 

Reacción Positiva: La reacción será considerada positiva con 

la aparición de un color azul-negrusco, la cual nos indica la 

presencia de polifenoles. 

 

 Ensayo de Gelatina: (TANINOS) 

Se medió  XX gotas del extracto, en una capsula,  llevamos a 

sequedad y redisolver en XX gotas de agua, trasvasar a un 

tubo de ensayo y luego añadir I gota de solución reactiva de 

gelatina al 1%.  

Reacción Positiva: El ensayo se considera positivo al 

observar un precipitado blanco, el cual nos indica la presencia 

de Taninos. 

 Ensayo de Dragendorff: (ALCALOIDES) 

Se medió  XX gotas del extracto en una capsula, llevamos a 

sequedad y redisolver con XX gotas de solución de ácido 

clorhídrico al 1%. Luego agregar II – III gotas de reactivo. 

Reacción Positiva: La reacción será considerada positiva con 

la formación de precipitados de color rojo o anaranjado. 

 Ensayo de Mayer: (ALCAOLIDES) 

Se medió  XX gotas del extracto en una capsula, llevamos a 

sequedad y redisolver con XX gotas de solución de ácido 

clorhídrico al 1%. Luego agregar III – IV gotas de reactivo.  

Reacción positiva: La reacción será considerada positiva con 

la formación de precipitados de color blanco, blanco 

amarillento o amarillo limón claro. 
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2.4. Evaluación in vitro del extracto metanólico de Paranephelius 

uniflorus sobre linfocitos de Cavia porcellus : (1,26) 

 

2.4.1. Aislamiento y purificación de linfocitos de Cavia porcellus: 

Se utilizó a 2 especímenes Cavia porcellus a los que se extraemos  

muestras de sangre por punción cardiaca, obteniendo 5 mL de sangre 

de cada espécimen, se utilizó como anticoagulante EDTA al 10%. 

La sangre se diluyó  1:2 en tampón de fosfatos (PBS) y se colocó en 

un tubo de ensayo que contiene 3 ml de Histopaque. Luego se 

centrifugo a 1.800 rpm por 30 minutos, se eliminó el sobrenadante y 

se extraerá la interfase, donde se encuentra los linfocitos, que presenta 

un color blanco opaco, colocándola en pellets para ser utilizadas en 

los ensayos biológicos. 

2.4.2. Tratamiento de linfocitos con el extracto metanólico de: 

 Los linfocitos se suspendieron en Medio Cultivo de Waymonth 

, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y con 

gentamicina, luego se añadió el extracto metanólico diluido en 

Solución Salina Fisiológica  a dosis de 1, 5, 10, 25, 50, 100 µg/ml. Se 

dejó incubar por 72 h a 37°C. 

2.4.3. Evaluación de la actividad inmunomoduladora in vitro: 

Transformación linfoblástica 

Los conteos de linfocitos con transformación blástica se realizarón a 

las 72 horas, preparando frotis y coloreando con Wright y luego se 

evaluó la transformación linfoblastica realizando la lectura en 

microscopio con lente de inmersión 100x. A la vez se prepara un 

grupo control a fines de comparación. 

 

2.5. Evaluación in vivo del extracto metanólico de Paranephelius uniflorus 

sobre la respuesta linfocitaria en Cavia porcellus. (1,26) 

Biblioteca Digital - Dirección de Sistemas de Informática y Comunicación

Esta obra ha sido publicada bajo la licencia Creative Commons Reconocimiento-No Comercial-Compartir bajola misma licencia 2.5 Perú. 
Para ver una copia de dicha licencia, visite http://creativecommons.org/licences/by-nc-sa/2.5/pe/



BIB
LIO

TECA D
E FARMACIA

 Y
 B

IO
QUÍM

IC
A

25 

 

 

2.5.1. Distribución de grupos experimentales y administración 

de tratamientos 

Grupo Control: Conformado por 5 especímenes Cavia porcellus , 

recibieron la vacuna BCG. 

Grupo Problema I : Conformado por 5 especímenes Cavia porcellus 

que recibieron la vacuna BCG y a la vez el extracto metanólico a 

Paranephelius uniflorus a dosis de 250 mg/Kg v.o por 7 días. 

Grupo Problema II : Conformado por 5 especímenes Cavia 

porcellus que recibieron la vacuna BCG, antígeno PPD 0.1 ml  y a la 

vez el extracto metanólico a Paranephelius uniflorus a dosis de 250 

mg/Kg v.o por 7 

2.5.2. Evaluación del tratamiento sobre la respuesta linfocitaria: 

Se extrajo 5 mL de sangre de Cavia porcellus de cada grupo 

experimental utilizando EDTA sódico al 10% como anticoagulante, 

se centrifugó a 1200 rpm por 30 minutos, se extrajo la fracción 

superior con la jeringa de tuberculina se retiró la fracción opalescente, 

que es la que contiene los linfocitos y se distribuyó en cámaras de 

cultivo de células. Luego agregamos 1 ml de cultivo Waymonth y se 

llevó a incubar a 37 ° C, durante 72 horas, para hacer la evaluación de 

transformación blástica de los linfocitos. 

Los conteos de linfocitos con transformación blástica se realizó a las 

72 horas, preparando frotis y coloreando con Wright para realizar la 

lectura en microscopio con lente de inmersión.  

2.5.3. Análisis estadístico: 

Se utilizó el programa Microsoft Office Excel 2013, para analizar los 

datos obtenidos mediante un tratamiento estadístico con los estimadores 

de promedio, desviación estándar y límites de confianza.  
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III. RESULTADOS 

TABLA 1: Marcha fitoquimica preliminar del extracto Paranephelius uniflorus . 

 

 

 

 

 

 

 

EXTRACTO 

METANÓLICO 

METABOLITO ENSAYO RESULTADO 

TRITERPENOS / 

ESTEROLES 

LIEBERMANN- 

BURCHARD 

+ 

CATEQUINAS CATEQUINAS  

LACTONAS BALJET - 

RESINAS RESINAS - 

AZUCARES 

REDUCTORES 

FELHING + 

FLAVONOIDES SHINODA + 

FENOLES 
TRICLORURO 

FERRICO 

+ 

TANINOS GELATINA - 

ALCALOIDES DRAGENDORFF - 

ALCALOIDES MAYER - 
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FIGURA 1: Respuesta linfocitaria en la evaluación in vitro con diferentes dosis de extracto 

metanólico de Paranephelius uniflorus in vitro. 

 

 

 
 
 
 
 

TABLA 2: Análisis de varianza de la respuesta linfocitaria del efecto in vitro de diferentes 

dosis de extracto metanólico de Paranephelius uniflorus . 

 

 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados 

F Probabilidad Valor crítico 

para F 

Entre grupos 79174285,7 6 13195714,3 8,3366426 0,00656722 3,86596885 

Dentro de los 

grupos 

11080000 7 1582857,14    

Total 90254285,7 13         
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FIGURA 2: Respuesta linfocitaria presentes en la evaluación in vivo del extracto 

metanólico de Paranephelius uniflorus in vivo en Cavia porcellus a dosis de 250 mg /Kg 

 

 

 
 

 

 

 

TABLA 3: Análisis de varianza de la respuesta linfocitaria del efecto in vivo de extracto 

metanólico de Paranephelius uniflorus . 

 

Origen de las 

variaciones 

Suma de 

cuadrados 

Grados de 

libertad 

Promedio 

de los 

cuadrados 

F Probabilidad Valor 

crítico para 

F 

Entre grupos 255700 2 127850 0.42852355 0.68596107 9.5520945 

Dentro de los 

grupos 

895050 3 298350    

Total 1150750 5         
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TABLA 4: Evaluación linfocitos de la actividad in vitro del extracto metanólico de 

Paranephelius uniflorus. 
 

  CONTROL VACUNA + 

PLANTA 

Media 8750 1475 

Varianza 125000 211250 

Observaciones 2 2 

P(T<=t) una cola 0,00158079  

 

IV. DISCUSIÓN 

El presente trabajo  tiene por objetivo  evaluar  la actividad inmunomoduladora in vitro 

e in vivo del extracto metanólico de Paranephelius uniflorus sobre la respuesta linfocitaria 

en Cavia porcellus. 

En la Tabla 1 se muestra los metabolitos secundarios del extracto metanolico de 

Paranephelius uniflorus donde al realizar los ensayos dio como reacción positiva en 

Liebermann- Burchard con una coloración verde azulada que esto significa q hay presencia 

de núcleo esteroideo , si mismo da positivo a Felhing (Azucares reductores) a Shinoda 

(Flavonoides) a Tricloruro Ferrico (fenoles). Los esteroles se derivan biogenéticamente de 

la AcetilCoA (Ruta del Acetato) vía mevalonato y escualeno. Los esteroles vegetales tienen 

como precursor inmediato al cicloartenol, en la biogénesis de los esteroles también están 

implicados procesos tales como hidrogenaciones y deshidrogenaciones C-C, metilaciones 
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(vía Sadenosilmetionina), hidroxilaciones, etc. Un hecho estructural notable es que la gran 

mayoría de esteroles naturales tienen sustituyentes alquílicos sobre los carbonos 4 y 24 

fundamentalmente, y este hecho es justificado por la misma biogénesis. El conocimiento de 

la biosíntesis de esteroides ha contribuido al desarrollo de la Quimotaxonomía vegetal, 

particularmente en el caso de las algas, y ha servido para correlacionar la estructura de estas 

sustancias con aspectos evolutivos. (22,24,26,28) 

Un número creciente de sustancias naturales se han identificado como moduladoras del 

sistema inmune; entre ellas se encuentran los flavonoides que han demostrado poseer 

efectos inmunomoduladores, antimutagénicos, anticarcinogénicos , entre otros . Diversos 

datos experimentales han demostrado la acción antiproliferativa y anti- carcinogénica, así 

como el papel de agente quimiopreventivo de los flavonoides. . (26,28) 

Los resultados que se presentan en la Fig. 1 muestra la cantidad de linfocitos presentes 

en sangre de Cavia porcellus tratada in vitro con diferentes dosis del extracto metanolico de 

Paranephelius uniflorus, observando que a dosis de 6µg hay un conteo linfocitario de 

1750 linfocitos,  el cual es menor a la muestra control que presenta 8750 linfocitos 

(p<0.05); observando que a dosis mayores el efecto es significativo, lo cual demuestra el 

posible efecto inmunomodulador de la especie vegetal ensayada (Tabla 1.) 

En la Fig 2 se presenta los valores obtenidos en el ensayo in vivo, donde el grupo 

problema I que recibió BCG (vacuna) y tratamiento con el extracto de Paranephelius 

uniflorus 250 mg/kg durante 7 días, presenta un incremento de linfocitos en relación al 

control (vacuna BCG), mientras que en el grupo Problema II que recibió solo el extracto 
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vegetal se evidencia una disminución con respecto al grupo control, pero no significativa 

según el análisis estadístico (Tabla 2). 

Así mismo se realizó una evaluación in vitro con las muestras de sangre de los 

especímenes del grupo control que recibieron vacuna BCG, aislando sus linfocitos e 

incorporando dosis de 2µg de la planta en el cultivo de células, observando una 

disminución estadísticamente significativa (p<0.05), confirmando la actividad 

inmunosupresora de Paranephelius uniflorus (Tabla 3). 

Sanchez C. (2002) demuestra que la witaferina A (esteroide), inhibe el rechazo de 

transplante en pollos y suprimir la artritis en ratas y que  el alcaloide esteroidal, solasodina, 

también parece poseer actividad inmunosupresora. Así mismo, da a conocer de dos 

heterosidos de fenetilalcohol (jionosidos A1 y B1), aislados recientemente, de las raíces de 

Rehmania glutinosa var. hueichingensis, demostraron tener actividad inmunosupresora. El 

mismo autor menciona numerosos estudios de plantas con actividad inmunosupresora, entre 

ellas tenemos a la Curcuma Longa (rizoma), Panax ginseng (raíz), Polypodyum 

decumanum (hoja), entre otras especies vegetales (Anexo 9).(29,30) 

Los posibles mecanismos para producir inmunosupresión están relacionados con la IL-2 

que juega un papel central en la activación de los linfocitos T, de acuerdo a esto, el bloqueo 

temprano de la cadena α del receptor de IFN-γ pudiera regular negativamente la expresión 

de la cadena α del receptor de IL-2, lo que pudiera explicar en parte la actividad 

antiproliferativa mediada por IFN-γ, esto se puede atribuirse a algunos de los componentes 

presentes en la especie vegetal. En este trabajo no se dispone de datos suficientes para 
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apoyar esta hipótesis, pero en estudios se ha observado también que el IFN-γ induce 

apoptosis de linfocitos T estimulados en ausencia de células accesorias y en presencia de 

grandes cantidades de IL-2.(21) 

El otro mecanismo que probablemente pueda explicar la inhibición de la 

linfoproliferación no constatada en este trabajo es la inducción de apoptosis. La muerte 

celular programada es un importante mecanismo de control de la respuesta inmune y es uno 

de los que permiten que determinados lugares anatómicos sean sitios inmunológicamente 

privilegiados. (3) 

En la última década, se han producido cambios en la inmunosupresión con la tendencia 

de evitar la administración o eliminar los esteroides de la terapia inmunosupresora, con este 

estudio realizado, y viendo el efecto que produce, podemos utilizar la planta de 

Paranephelius uniflorus como tratamiento alternativo pues los resultados presentados 

constituyen importantes hallazgos que demuestran que el extracto metanolico de 

Paranephelius uniflorus  tiene propiedades inmunomosupresoras sobre la funcionalidad de 

los linfocitos .  

Es nuestra preocupación, que no hayamos encontrado trabajos desarrollados con la 

especie que ensayamos y sólo existe estudios con otros especies, lo cual nos hubiera 

permitido hacer un análisis comparativo de nuestros resultados. 

 

V. CONCLUSIONES 
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1. Los resultados obtenidos en el ensayo in vitro con diferentes dosis del extracto 

metanolico de Paranephelius uniflorus, observamos que hay una signicancia 

estadística en linfocitos (p<0.05) en relación al aumento de dosis. 

2. Los valores obtenidos en el ensayo in vivo con el extracto de Paranephelius 

uniflorus a dosis de 250mg/Kg se evidenció que no hay significancia estadística. 

3. Se concluye que el extracto de Paranephelius uniflorus tiene efecto 

inmunosupresor. 
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VI.  RECOMENDACIONES 

1. Realizar nuevas investigaciones con la planta Paranephelius uniflorus para asi dar 

a conocer a la población sus virtudes y asi como realizar ensayo de toxicidad. 
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VIII. ANEXOS 

ANEXO 1 

Identificación taxonómica de hojas  de Paranephelius uniflorus 

 

 

 

TAXONOMIA  

 REINO:  Plantae 

 SUBREINO: Tracheobionta 

 DIVISION: Magnoliophyta 

 CLASE:  Magnoliopsida 

 ORDEN:  Asterales 

 FAMILIA: Asteraceae 

 SUBFAMILIA:  Cichorioideae 

 TRIBU:   Liabeae 

 GENERO:  Paranephelius 

 ESPECIE:  Paranephelius uniflorus 
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ANEXO 2 

Procesamiento de la droga: ( hojas  de Paranephelius uniflorus) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

SELECCIÓN  

ESTABILIZACIÓN  

MOLIENDA   
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ANEXO 3 

Marcha  Fitoquímica del extracto metanolico de las hojas de Paranephelius uniflorus. 

 

 

 

EXTRACTO METANOLICO 
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ANEXO 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EXTRACTO METANÓLICO 

LIEBERMANN-

BURCHARD 

BALJET RESINAS FELHING SHINODA TRICLORURO 

FERRICO 

GELTAINA DRAGENDORF MAYER 

 

 
       

Rx. (+) Rx. ( - ) Rx. ( - ) Rx. (+) Rx. (+) Rx. (+) Rx. (+) Rx. ( - ) Rx. ( - ) 
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ANEXO 5 

ESTERILIZACION  DE MATERIAL 

 

        

 

PESADA DEL EXTRACTO PARA DAR A LOS ESPECIMENES 

 

           

 

1 

21 

31 
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ANEXO 6 

 

EXTRACCION DE SANGRE DE LOS ESPECIMENES TRATADOS CON LA 

VACUNA BCG Y CENTRIFUGACION 
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OPALESCENCIA 
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ANEXO 7 

OBSERVACIÓN EN MICROSCOPIO EN EL ENSAYO IN VITRO A DISTINTAS 

DOSIS DE CONCENTRACIÓN 

  

 

 

 

GRUPO CONTROL 

AUMENTO: 100 X 

GRUPO PROBLEMA: 1µg dosis 

extracto 

AUMENTO: 100 X 

 

GRUPO PROBLEMA: 2µg dosis 

extracto 

AUMENTO: 100 X 
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GRUPO PROBLEMA: 3µg dosis 

extracto 

AUMENTO: 100 X 
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GRUPO PROBLEMA: 4µg dosis 

extracto 

AUMENTO: 100 X 

 

GRUPO PROBLEMA: 5µg dosis 

extracto 

AUMENTO: 100 X 
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GRUPO PROBLEMA: 6µg dosis 

extracto  

AUMENTO: 100 X 
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ANEXO 8 

 

TABLA 1: Respuesta linfocitaria en la evaluación in vitro con diferentes dosis de extracto 

metanólico de Paranephelius uniflorus in vitro. 

 

Paranephelius uniflorus MEDIA D.E 

DOSIS 

(BLANCO) 8750 353,6 

1µg 6500 707,1 

2µg 5800 424,3 

3µg 5450 2050,6 

4µg 2650 1484,9 

5µg 2400 1555,6 

6µg 1750 1202,1 
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TABLA 02: Respuesta linfocitaria presentes en la evaluación in vivo del extracto 

metanólico de Paranephelius uniflorus in vivo en Cavia porcellus a dosis de 250 mg /Kg 

 

 

Paranephelius uniflorus  MEDIA D.E 

CONTROL 8750 353,6 

VACUNA + PLANTA 8980 876,8 

PLANTA 8450 8500 

D.E.: Desviación Estándar 
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ANEXO 9 

 

PLANTAS CON ACTIVIDAD INMUNOSUPRESORA 

Tomada :  Sanchez , C : R: Actividad Inmunomoduladora en plantas  II. Vol N°2.Panama 
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