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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo esta orientado a evaluar Actividad
inmunomoduladora in vitro e in vivo del extracto metanodlico de Paranephelius
uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en Cavia porcellus .Se realiz6 la marcha
fitoquimica preliminar del extracto metanolico de Paranephelius uniflorus , donde
se observo que dio reaccion positiva Liebermann- Burchard con una coloracion
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,asi mismo se realizd una evaluacion in vitro con
las muestras de sangre de los especimenes observando una disminucion

estadisticamente 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. INTRODUCCION

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. Este se distingue por dos niveles de respuesta: la innata y la
adaptativa. La innata constituye la linea de defensa inmediata frente a la entrada de los
microorganismos para su eliminacion, es poco especifica, no genera memoria y esta
constituida por barreras anatomicas y fisioldgicas, diversos tipos celulares como
macrdfagos, neutrofilos, células dendriticas, mastocitos, basofilos, eosinofilos y las células
naturales Killer. El sistema adaptativo es evolutivamente posterior a la innata, respuesta es
de gran especificidad y con la caracteristica distintiva de generar memoria inmunoldgica.
Sus componentes celulares principales son los linfocitos B y T. La respuesta inmune
efectora involucra a las células de ambos tipos de inmunidad asi como a los mediadores
moleculares por ellas producidos como anticuerpos, citocinas, ERO, ERN histamina,

moléculas de adhesion, enzimas, factores de transcripcion, entre otros. (1235

Los linfocitos son importantes células sanguineas del sistema inmune que se
originan en la médula Gsea. 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 unicas células del organismo capaces de producir anticuerpos. La interaccion de
los antigenos con sus receptores de membrana y otras sefiales coestimulatorias inician la
secuencia de activacion, proliferacion y diferenciacion que culmina en el desarrollo de

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

antigeno. %)

Los linfocitos T terminan de madurar en el timo y se subdividen ademéas en
poblaciones funcionalmente distintas; las mas estudiadas son las células T cooperadoras y
las T citotoxicas. Las principales funciones de las células T cooperadoras son la produccién
de citocinas y la cooperacion celular, mientras que las células T citotoxicas inducen la lisis

de células infectadas y también producen citocinas. (12456)

La tercera clase importante de linfocitos no expresa marcadores de células T ni B.
Estos son linfocitos grandes con numerosos granulos citoplasmaticos capaces de lisar

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

@

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 produccion de algunos mediadores, por sobreactivacion de diferentes
mecanismos efectores, por pérdida de la tolerancia inmunolégica, fallos en los mecanismos

de regulacién, o por inmunodeficiencias congénitas y adquiridas. (78:10)

Las enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide y el lupus eritematoso
sistémico, son ejemplos clasicos de alteraciones en las capacidades discriminatorias del
sistema inmune; que conducen a la pérdida de la tolerancia y la produccion de
autoanticuerpos y células T autorreactivas. Las patologias mencionadas anteriormente y

otras como la esclerosis multiple, la enfermedad de Crohn, el cancer 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 produccion de citocinas por diferentes tipos celulares

incluidos los macréfagos. 4113

El desbalance en el control de las funciones de los macrofagos ha sido relacionado
con la fisiopatologia de diferentes enfermedades como la artritis reumatoide, la

osteoartritis, la enfermedad de Crohn, la esclerosis maltiple y otras. 1%

Las enfermedades alérgicas como la rinitis, la dermatitis atopica o el asma bronquial
constituyen otro importante grupo de patologias donde se manifiestan alteraciones de la

respuesta inmune explicadas en el acapite anterior. (1-211)

» Enfermedades alérgicas: rinitis, asma bronquial, dermatitis atdpica, otras.
Activacion mastocitaria con liberacién de mediadores preformados y sintetizados de novo,
promocion de eosinofilia y de citocinas Th2 como IL- 4, IL-5, IL-10 y IL-13, incremento

de la produccion de IgE e 1gG1. 1211

* Artritis reumatoide : Incremento de las concentraciones de TNFa como mediador
proinflamatorio fundamental, asi como IL-1, IL-6, GM-CSF y quimiocinas como IL-8,

RANTES, MIP-1 y MCP-1, produccion de autoanticuerpos. (211

» Esclerosis multiple : Incremento de las concentraciones de TNFa en suero y fluido
cerebroespinal y de la expresién de ICAM-1 en endotelio cerebral y astrocitos, elevadas
concentraciones de varias moléculas de adhesion y quimiocinas MCP-1, MCP-2, MCP-3,

RANTES, y MIP-1a y B y sus receptores. (+211)
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* Enfermedad de Crohn: Incremento en la expresion de TNFa, IFNy, IL-2, IL-12, IL-

6, elevada actividad de las células Th1. @211

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, polisacaridos, glicoproteinas, entre

otros. (1:311)

Los polifenoles son un conjunto heterogéneo de moléculas que comparten la
caracteristica de poseer en su estructura varios grupos bencénicos sustituidos por funciones
hidroxilicas. 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 nimero de extractos obtenidos de fuentes naturales y poseen una
gran variedad de actividades bioldgicas relacionadas con las funciones del sistema inmune.
Las catequinas son flavonoides presentes en el té capaces de disminuir la produccion de IL-
1B e incrementar los niveles de IL-10, la quercetina y la rutina inhiben la presentacion de
péptidos por las CPA] vy 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 produccion de PGE2 y la liberacion 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

14
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produccion de TNFa, IL-6, IL-8, TFNy, IL-1p, IL-2 e IL-4, en la degradacion de IkB y
consecuentemente en la activacion de NFxB, en la produccion de ERO y en las

concentraciones de NOS-2, COX-2 y PGE2, (1511)

La literatura cientifica reconoce varios extractos naturales con propiedades
inmunomoduladoras, lo que promueve la utilizacion de estos para el tratamiento
complementario de enfermedades relacionadas con alteraciones inmunopatologicas. El
Pycnogenol® es un extracto de la corteza de Pinus pinaster que reduce la expresion de
ICAM- 1 y la activaciéon de NF«B , las preparaciones de Tripterygium wilfordii inhiben la
produccién de importantes citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-6, IL-8, IFNy, IL-1p
e IL-2, la proliferacion de linfocitos T y B y la formacion de anticuerpos, extractos de
Withania somnifera estimulan funciones inmunes como la produccién de anticuerpos y la
actividad fagocitica y el extracto metanolico de Cyperus rotundus inhibe la produccién

ERO y NO en macréfagos . V)

Igualmente, la comunidad cientifica reconoce varios productos naturales que actuan
sobre mecanismos relacionados con la respuesta alérgica, como extractos acuosos Yy
alcohdlicos de Striga orobanchioides que inhiben las contracciones inducidas por histamina
en ileo de cobayos y la desgranulacion de los mastocitos y preparaciones obtenidas de los
frutos de Rubus coreanus inhiben el choque anafilactico sistémico inducido por el

compuesto 48/80. (1:23)

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

2 (13 2 (154 29 (13

rosa”, “puia pufia”, “jarac de coche”, “carapa de chancho” entre otros; se halla repartida,
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ademés de Bolivia, en los departamentos de Cuzco, Junin, Huancavelica, Pasco y
Cajamarca; y es usada tradicionalmente en el norte del Per( para problemas reproductivos y
de salud femenina reportdndose ademdas propiedades para combatir la bronquitis;
empleandose para dichos fines la planta en su totalidad ya sea fresca o seca. En el centro
del Peru en pedregales a 4000-5000 msnm. P. asperifolius se encuentra muy relacionada
con esta especie; llegandose a considerar similares. La especie de Paranephelius uniflorus
posee Hojas oblanceoladas, 3-12cm de longitud algo irregular; incisa y dentadas, de textura

aspera por encima y por lo general escasamente pilosas, el envés blanco pubescente. (14.15.16)

Asi mismo en el reciente estudio “Caracteristicas farmacognosticas, y cuantificacion de
flavonoides totales de las hojas de Paranephelius uniflorus “carapa de chancho”
proveniente de la ciudad de Cutervo” se identifico la presencia de metabolitos como
esteroides, aminoacidos, flavonoides, antocianidinas, saponinas y alcaloides tanto en la hoja
como en el extracto fluido a excepcion de los alcaloides que solo dieron positivo en el

extracto fluido. 9

Por ello en el presente trabajo se pretende evaluar la actividad inmunomoduladora in
vitro e in vivo del extracto metandlico de Paranephelius uniflorus sobre la respuesta

linfocitaria en Cavia porcellus.

16

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



Biblioteca Digital - Direccién de Sistemas de Informatica y Comunicacion

Se planted la siguiente interrogante:

¢Cual es la actividad inmunomoduldora in vitro e in vivo del extracto metandlico de

Paranephelius uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en Cavia porcellus?

HIPOTESIS

El extracto metandlico de Paranephelius uniflorus presenta posible actividad

inmunosupresora de la respuesta linfocitaria de Cavia porcellus

OBJETIVOS:
Objetivo general:

e Evaluar la actividad inmunomoduladora in vitro e in vivo del extracto
metanolico de Paranephelius uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en

Cavia porcellus
Obijetivos especificos:

e Determinar la actividad inmunomoduladora in vitro del extracto metanolico
de Paranephelius uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en Cavia
porcellus.

e Determinar la actividad inmunomoduladora in vivo del extracto metanolico
de Paranephelius uniflorus sobre la respuesta linfocitaria en Cavia

porcellus.
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Il. MATERIAL Y METODO

1. MATERIALES Y EQUIPOS:

A. Material Bioldgico:

e 5 Kg de hojas frescas de Paranephelius uniflorus “carapa de
chancho” provenientes de la ciudad de Cutervo

e 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

Bioquimica.

B. Material de Laboratorio:

e De uso comln de laboratorio.

C. Reactivos:

e Alcohol metilico Merck.

e Acetato cuprico Sigma.

e Acido acético glacial 99.8% de pureza, calidad sigma.

e Acido clorhidrico 37% de pureza, calidad sigma.

e Acido nitrico 85% de pureza, calidad sigma.

e Acido sulfarico 98% de pureza, p: 1.8g/ml calidad sigma.
e Acido picrico g.p.

e Anhidrido acético 98% de pureza, calidad sigma.

e Cloruro de sodio 99.5% de pureza, calidad sigma.
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Cloruro de mercurio (11) 99.5% de pureza, calidad sigma.
Cloruro férrico hexahidratado 97% de pureza, calidad sigma
Gelatina from porcin skin, calidad sigma.

Hidrdxido de sodio 98% de pureza, calidad sigma.
Magnesio metélico.

Nitrato de bismuto 98% de pureza, calidad sigma.

N- propanol Merck

Tricloruro de Antimonio 30%.

Vainillina

Anticoagulante EDTA al 10%.

Tampon de fosfatos (PBS)

Histopaque

Suero fetal bovino (SFB)

Colorante Wright

Antigeno 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 analitica OHAUS GA 200 ( precision 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.

19
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e Camara fotografica.

e Laptop lenovo G580.

2. METODOLOGIA:

2.1. De ladroga vegetal: 17:18.19)

2.1.1. Recoleccion :
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. Seleccion:
Se seleccionod 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. ldentificacion taxonomica :
Un ejemplar de esta planta, con todas sus partes completas, se
llevé al Herbarium Truxillense de la Universidad Nacional de
Trujillo para su identificacion Taxonémica.

2.1.4. Seleccién de la Droga:
Posteriormente a la seleccion e identificacion de la especie
vegetal, se procedié a separar las hojas del resto de la planta.

2.1.5. Desecacion:
Se deseco a temperatura ambiente por 2 dias y en estufa a 40 °C,
hasta que tenga peso constante.

2.1.6. Molienda:
Una vez desecado el material vegetal, se procedié a su molienda
en un molino mecanico hasta tamario de particula adecuado, y se
almaceno adecuadamente en frascos color ambar, en un lugar

desprovisto de humedad y luz directa hasta su utilizacion.
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2.2. Preparacion del extracto metandlico : (17:20.21.22)
Se pes6 100 g de droga vegetal y se colocO en un recipiente de vidrio
color &mbar con capacidad suficiente para agregar 1000 mL de metanol y

dejarlo macerar por 7 dias.

Luego se llevo a evaporar el solvente utilizando Rotavapor, y dejando
secar en estufa a 40 ° C hasta obtener extracto seco, que se guardd en

refrigeracion hasta su posterior utilizacion.

2.3. Marcha Fitoquimica preliminar : “Prueba de la Gota” : (172021.2223)

A. Extracto metandlico:

Se identifico 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 Anhidrido acético, XX gotas de Acido Acético y | gota de
acido sulfarico concentrado.

Reaccidon Positiva: La reaccion sera positiva si aparece

coloracién azul, verde o naranja.

+« Ensayo de Catequinas: (CATEQUINAS)

Se tomo | gota del extracto alcohdlico y se coloco sobe papel

de filtro, finalmente se agregara Ill gotas de una solucién de

carbonato de sodio.
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Reaccion Positiva: La aparicion de una macha verde

carmelita a luz UV, indica un ensayo positivo.

+ Ensayo de Baljet: (LACTONAS)Se vertio una alicuota del

extracto y se agrego 1 ml del reactivo.

Reaccion Positiva: Las sustancias con agrupamiento

lactonico se colorearan de rojo.

+ Ensayo de resinas: (RESINAS)
Se tomo 2 ml de extracto etandlico y se afiadira 5 ml de agua

destilada.
Reaccion Positiva: La aparicion de un precipitado indica un

ensayo positivo.

+« Ensayo de Felhing: (AZUCARES REDUCTORES)

Se mezcld en un tubo de ensayo fracciones iguales de los

reactivos felhing A y felhing B, se calentara en bafio de agua
por 5 minutos y se afadirdn 1l gotas del extracto etandlico
Ilevado a sequedad y redisuelto en agua destilada.

Reaccion Positiva: La aparicion de un color rojo ladrillo

indica un ensayo positivo.

+ Ensayo de Shinoda: (FLAVONOIDES)

Se medi6 X gotas del extracto llevamos a sequedad,

redisolver en 1 ml de metanol y trasvasar a un tubo de ensayo
agregar limadura de magnesio mas Il gotas de HClcc.

Reaccion Positiva: La reaccion sera 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 medié X gotas del extracto en una capsula, llevamos a

sequedad, posteriormente redisolver en metanol y trasvasar a
un tubo de ensayo, afiadir Il gotas de Cloruro Férrico.

Reaccion Positiva: La reaccion serd considerada positiva con
la aparicion de un color azul-negrusco, la cual nos indica la

presencia de polifenoles.

+ Ensayo de Gelatina: (TANINOS)
Se medi6 XX gotas del extracto, en una capsula, Ilevamos a

sequedad y redisolver en XX gotas de agua, trasvasar a un
tubo de ensayo y luego afadir | gota de solucion reactiva de
gelatina al 1%.

Reaccion Positiva: El ensayo se considera positivo al
observar un precipitado blanco, el cual nos indica la presencia

de Taninos.

+ Ensayo de Dragendorff: (ALCALOIDES)
Se medié XX gotas del extracto en una capsula, llevamos a

sequedad y redisolver con XX gotas de solucién de &cido
clorhidrico al 1%. Luego agregar Il — Il gotas de reactivo.
Reaccidn Positiva: La reaccion serd considerada positiva con

la formacion de precipitados de color rojo o anaranjado.

+«» Ensayo de Mayer: (ALCAOLIDES)
Se medié XX gotas del extracto en una capsula, llevamos a

sequedad y redisolver con XX gotas de solucion de acido
clorhidrico al 1%. Luego agregar |1l — IV gotas de reactivo.

Reaccion positiva: La reaccidn sera considerada positiva con
la formacion de precipitados de color blanco, blanco

amarillento o amarillo limon claro.
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2.4. Evaluacién in vitro del extracto metanolico de Paranephelius

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

2.4.1. Aislamiento y purificacion de linfocitos de Cavia porcellus:
Se utilizd a 2 especimenes Cavia porcellus a los que se extraemos
muestras de sangre por puncion cardiaca, obteniendo 5 mL de sangre
de cada espécimen, se utilizé como anticoagulante EDTA al 10%.

La sangre se diluyé 1:2 en tampdn de fosfatos (PBS) y se coloco en
un tubo de ensayo que contiene 3 ml de Histopague. Luego se
centrifugo a 1.800 rpm por 30 minutos, se elimino el sobrenadante y
se extraera la interfase, donde se encuentra los linfocitos, que presenta
un color blanco opaco, colocandola en pellets para ser utilizadas en

los ensayos biologicos.

2.4.2. Tratamiento de linfocitos con el extracto metandlico de:

e Los linfocitos se suspendieron en Medio Cultivo de Waymonth

, suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y con
gentamicina, luego se afadi0 el extracto metandlico diluido en
Solucién Salina Fisiologica a dosis de 1, 5, 10, 25, 50, 100 pg/ml. Se
dejo incubar por 72 h a 37°C.

2.4.3. Evaluacién de la actividad inmunomoduladora in vitro:
Transformacion linfoblastica

Los conteos de linfocitos con transformacion blastica se realizaron a

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

evalu6 la transformacion linfoblastica realizando la lectura en

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

grupo control a fines de comparacion.

2.5. Evaluacién in vivo del extracto metandlico de Paranephelius uniflorus

sobre la respuesta linfocitaria en Cavia porcellus. (:-26)
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2.5.1. Distribucion de grupos experimentales y administracion
de tratamientos
Grupo Control: Conformado por 5 especimenes Cavia porcellus ,

recibieron la vacuna BCG.

Grupo Problema | : Conformado por 5 especimenes Cavia porcellus
que recibieron la vacuna BCG y a la vez el extracto metandlico a
Paranephelius uniflorus a dosis de 250 mg/Kg v.o por 7 dias.

Grupo Problema Il : Conformado por 5 especimenes Cavia
porcellus que recibieron la vacuna BCG, antigeno PPD 0.1 ml yala
vez el extracto metandlico a Paranephelius uniflorus a dosis de 250

mg/Kg v.o por 7

2.5.2. Evaluacion del tratamiento sobre la respuesta linfocitaria:
Se extrajo 5 mL de sangre de Cavia porcellus de cada grupo
experimental utilizando EDTA sddico al 10% como anticoagulante,
se centrifugd a 1200 rpm por 30 minutos, se extrajo la fraccion
superior con la jeringa de tuberculina se retir6 la fraccidn opalescente,
que es la que contiene los linfocitos y se distribuyd en camaras de
cultivo de células. Luego agregamos 1 ml de cultivo Waymonth y se
llevé a incubar a 37 ° C, durante 72 horas, para hacer la evaluacion de

transformacion bléastica de los linfocitos.

Los conteos de linfocitos con transformacidn blastica se realizo a las
72 horas, preparando frotis y coloreando con Wright para realizar la

lectura en microscopio con lente de inmersion.

2.5.3. Andlisis estadistico:
Se utilizo el programa Microsoft Office Excel 2013, para analizar los
datos obtenidos mediante un tratamiento estadistico con los estimadores

de promedio, desviacion estandar y limites de confianza.
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I11. RESULTADOS

TABLA 1: Marcha fitoquimica preliminar del extracto Paranephelius uniflorus .

EXTRACTO

METANOLICO

METABOLITO

TRITERPENOS
ESTEROLES

CATEQUINAS
LACTONAS
RESINAS

AZUCARES
REDUCTORES

FLAVONOIDES

FENOLES

TANINOS
ALCALOIDES

ALCALOIDES

/

ENSAYO RESULTADO

LIEBERMANN-  +
BURCHARD

CATEQUINAS
BALJET -
RESINAS -

FELHING +

SHINODA +

TRICLORURO +
FERRICO

GELATINA -
DRAGENDORFF -

MAYER -
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FIGURA 1: Respuesta linfocitaria en la evaluacion in vitro con diferentes dosis de extracto
metanolico de Paranephelius uniflorus in vitro.
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TABLA 2: Anélisis de varianza de la respuesta linfocitaria del efecto in vitro de difere
dosis de extracto metandlico de Paranephelius uniflorus .

Origen de las
variaciones

Entre grupos

Dentro de los
grupos

Total

Suma de
cuadrados

79174285,7

11080000

90254285,7

Grados Promedio F Probabilidad

de

de los

libertad cuadrados

6 13195714,3 8,3366426  0,00656722

7 1582857,14

13

Valor critico
para F

3,86596885
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FIGURA 2: Respuesta linfocitaria presentes en la evaluacion in vivo del extracto
metanolico de Paranephelius uniflorus in vivo en Cavia porcellus a dosis de 250 mg /Kg
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8400 — — —
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8200

CONTROL VACUNA + PLANTA PLANTA

TABLA 3: Andlisis de varianza de la respuesta linfocitaria del efecto in vivo de extracto
metandlico de Paranephelius uniflorus .

Origen de las Sumade Gradosde Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados  libertad de los critico para
cuadrados F
Entre grupos 255700 2 127850 0.42852355 0.68596107 9.5520945
Dentro de los 895050 3 298350
grupos
Total 1150750 5
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TABLA 4: Evaluaciéon linfocitos de la actividad in vitro del extracto metandlico de
Paranephelius uniflorus.

CONTROL VACUNA +

PLANTA
Media 8750 1475
Varianza 125000 211250
Observaciones 2 2

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

IV. DISCUSION

El presente trabajo tiene por objetivo evaluar la actividad inmunomoduladora in vitro
e in vivo del extracto metandlico 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 reaccidén positiva en
Liebermann- Burchard con una coloracion verde azulada que esto significa q hay presencia
de nucleo 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) via mevalonato y escualeno. Los esteroles vegetales tienen
como precursor inmediato al cicloartenol, en la biogénesis de los esteroles también estan

implicados procesos tales como hidrogenaciones y deshidrogenaciones C-C, metilaciones
29
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(via Sadenosilmetionina), hidroxilaciones, etc. Un hecho estructural notable es que la gran
mayoria de esteroles naturales tienen sustituyentes alquilicos sobre los carbonos 4 y 24
fundamentalmente, y este hecho es justificado por la misma biogénesis. EI conocimiento de
la biosintesis de esteroides ha contribuido al desarrollo de la Quimotaxonomia vegetal,
particularmente en el caso de las algas, y ha servido para correlacionar la estructura de estas

sustancias con aspectos evolutivos, (¢22426:28)

Un namero 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 accion antiproliferativa y anti- carcinogénica, asi

como el papel de agente quimiopreventivo de los flavonoides. . %6:%%)

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 6ug 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 | que recibio BCG (vacuna) y tratamiento con el extracto de Paranephelius
uniflorus 250 mg/kg durante 7 dias, presenta un incremento de linfocitos en relacion al

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

segun el andlisis estadistico (Tabla 2).

Asi mismo se realizd una evaluacion in vitro con las muestras de sangre de los
especimenes del grupo control que recibieron vacuna BCG, aislando sus linfocitos e
incorporando dosis de 2ug de la planta en el cultivo de células, observando una
disminucion estadisticamente  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. Asi mismo, da a conocer de dos
heterosidos de fenetilalcohol (jionosidos A1 y Bi), aislados recientemente, de las raf
Rehmania glutinosa var. hueichingensis, demostraron tener actividad inmunosupresc
mismo autor menciona numerosos estudios de plantas con actividad inmunosupresora, entre
ellas tenemos a la Curcuma Longa (rizoma), Panax ginseng (raiz), Polypodyum

decumanum (hoja), entre otras especies vegetales (Anexo 9).?%%0)

Los posibles mecanismos para producir inmunosupresion estan relacionados con la IL-2
que juega un papel central en la activacion de los linfocitos T, de acuerdo a esto, el bloqueo
temprano de la cadena a del receptor de IFN-y pudiera regular negativamente la expresion
de la cadena o del receptor de IL-2, lo que pudiera explicar en parte la actividad
antiproliferativa mediada por IFN-y, 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 hipétesis, pero en estudios se ha observado también que el IFN-y induce
apoptosis de linfocitos T estimulados en ausencia de células accesorias y en presencia de

grandes cantidades de IL-2:?V

El otro mecanismo que probablemente pueda explicar la inhibicion de la
linfoproliferacion no constatada en este trabajo es la induccion 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 anatomicos sean sitios inmunolégicamente

privilegiados. ©

En la Gltima década, se han producido cambios en la inmunosupresion con la tendencia
de evitar la administracion 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 preocupacion, que no hayamos encontrado trabajos desarrollados con la
especie que ensayamos y sOlo existe estudios con otros especies, lo cual nos hubiera

permitido hacer un andlisis 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
estadistica en linfocitos (p<0.05) en relacion 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 evidencid que no hay significancia estadistica.

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 poblacion sus virtudes y asi como realizar ensayo de toxicidad.
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VIII. ANEXOS

ANEXO 1

Identificacion taxondmica de hojas de Paranephelius uniflorus

TAXONOMIA

e REINO: Plantae

e SUBREINO: Tracheobionta
e DIVISION: Magnoliophyta
e CLASE: Magnoliopsida
e ORDEN: Asterales

e FAMILIA: Asteraceae

e SUBFAMILIA: Cichorioideae

e TRIBU: Liabeae
e GENERO: Paranephelius
e ESPECIE: Paranephelius uniflorus
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ANEXO 2

Procesamiento de la droga: ( hojas de Paranephelius uniflorus)

[ SELECCION ]
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ANEXO 3

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

-

r EXTRACTO METANOLICO

'
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coloracidm azul, verde o naranja.

C ) —

Cipanls da pist v Lide s

ENSAYO DE LIEBERMANN-BURCHARD:

Reaccidon Positiva: La reaccion sera positiva si aparece

ENSAYO DE CATEQUINAS:

Reaccion Positiva: La aparicion de wuna macha
verde carmelita a luz UW, indica un ensayo
positivo.

ENSAYO DE FELHING:

ladrillo indica un ensayo positivo.

Se mezdan en un tubo de ensayo fracciones
iguales de los reactivos felhing A y felhing B, se

EMSANYO DE BALIET
Se agrego una alicuota del extracto y se
agregara 1 ml del reactivo.
Reaccion Positiva: Las sustancias con
agrupamiento lactonico se colorearan de
rojo.

calentara en bafio de agua por 5 minutos y se
afiadia Il gotas del extracto metandlico llevado a
sequedadyredisuelto en agua destilada.

Reaccion Positiva: La aparicion de un color rojo

EMSAYO DE RESINAS
Se tomd 2 ml de extracto y se afiadird 5 ml
de agua destilada.
Reaccion Positiva: La aparicion de un
precipitado indica un ensayo positivo.
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EM5AY0 DE GELATIMNA
Reaccion Positiva: El ensayo se considera positivo al
observar un precipitado blanco, el cual nos indica la

presencia de Taninos.

'

EMSAY0 DE SHINODA
Reaccion Positiva: La reaccion serd considerada
postiva con las coloraciones roja (flavonas), roja a

crimson (flavonoles), crimson a magenta (flavanonas)
y algunas veces azules overdosas.

{z;-:”'"

£ igrinla de g ialana

ENSAYO DE DRAGENDORFF

Reaccion Positiva: La reaccion sera considerada positiva
con la formacion de precipitados de color rojo o

anaranjado.

()

<./

£ ol iy perariens

ENSAYO DE TRICLORURO FERRICO
Reaccion Positiva: La reaccion sera considerada
positiva con la aparicion de un color azul-negrusco, la
cual nos indica lapresenciade polifenoles.

C o —
LTI Py ep——
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ANEXO 4

EXTRACTO METANOLICO

LIEBERMANN- BALJET RESINAS FELHING SHINODA TRICLORURO GELTAINA |
BURCHARD FERRICO

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

ESTERILIZACION DE MATERIAL

PESADA DEL EXTRACTO PARA DAR A LOS ESPECIMENES

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

OBSERVACION EN MICROSCOPIO EN EL ENSAYO IN VITRO A DISTINTAS
DOSIS DE CONCENTRACION

GRUPO CONTROL

AUMENTO: 100 X

GRUPO PROBLEMA: 1ug dosis
extracto

AUMENTO: 100 X

GRUPO PROBLEMA: 2ug dosis
extracto

AUMENTO: 100 X

41

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



Biblioteca Digital - Direccién de Sistemas de Informatica y Comunicacion

GRUPO PROBLEMA: 3ug dosis
extracto

AUMENTO: 100 X
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GRUPO PROBLEMA: 4pug dosis
extracto

AUMENTO: 100 X

GRUPO PROBLEMA: 5ug dosis
extracto

AUMENTO: 100 X
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GRUPO PROBLEMA: 6pg dosis
extracto

AUMENTO: 100 X
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ANEXO 8

TABLA 1: Respuesta linfocitaria en la evaluacion in vitro con diferentes dosis de extracto
metanolico de Paranephelius uniflorus in vitro.

Paranephelius uniflorus MEDIA D.E
DOSIS
(BLANCO) 8750 353,6
1pg 6500 707,1
21g 5800 424,3
3ug 5450 2050,6
4ug 2650 14849
5ug 2400 1555,6
6ug 1750 1202,1
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TABLA 02: Respuesta linfocitaria presentes en la evaluacion in vivo del extracto
metandlico 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.: Desviacién Estandar
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ANEXO 9

PLANTAS CON ACTIVIDAD INMUNOSUPRESORA

ESPECIE PARTE / EXTRACTO TIFO DE ENSAYOD
Aconitum heterophyllum Rizoma: Etanol 95% In vivo (rata) 21"
Albizia lebbek Corteza: Agua caliente in vivo (cobayo)
Allium cepa Bulbo: Acuoso In vivo (ratdn) 25"
Alliurmn sativum Bulbo: Agua caliente In vivo (ratdn) ==
Bulba: Extracto liofilizado I wivia (ratdn) =
Angelica polymorfpha Raiz: Acuoso In vivo (ratdn) @70
Aphanamixis polystachya Parte no especificada: No especificado  |In vivo (cobayo) =Y
Parte no especificada: Acuaso in witro B
Aralia mandshusica Raiz: Fraccion de saponinas i vivo (ratdn) . Sisterna complemento v fagocitosis.
arm
Astragulus membranaceus |Raiz: Fraccidn de saponinas In wvivo (cobayo) B7%
Azadirachta indica Corteza: acuoso In wvitrg &7
Bidens pilosa Hojas: Metandhco I witre: Frente a proliferacidn linfocitica estimulada
por fitohemaglutina vy concanavalina A. 37
Boswelia serrata Oleo-resina: Etanol 1005 I wivo (ratdn): Inhibicion de produccion y respuesta

de hipersensibilidad & inhibicion de la infiltracidn de
leucocitos PMM, =%

Eryophyfium pinnatum Hoja fresca: acuoso In vivo (ratdn). Supresion de hipersensibilidad
retardada inducida por ovoalbdamina, &'

Camellia sinensis Hoja fresca: Fraccion polifendlica In wivo (raton) B

Carthamus tinctorius Flores I vivo (ratdn): Disminucion de concentracion de

lisozima, disminucidn la fagocitosis por macrdfagos v
leugocitos, 7

Casearia guianensis Hoja: Fraccion cromatografica In vitro: Union de antigeno superficial a células T. ®%
Cinnamomum cassia Planta entera: Acuoso In vivo (ratdn) 980
Codonopsis pilaswa Raiz: Fraccion de polisacaridos in vivo (cobayo): Recuperacion de los niveles de

complemento, disminucidn de la fagocitosis. =™

Tomada : Sanchez , C : R: Actividad Inmunomoduladora en plantas 1l. Vol N°2.Panama
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Commiphora mukul

Goma: Acuoso

In vivo (rata): Disminucion del titulo de anticuerpos.

vy

Cornus officinalis Fruto: Mezcla de heterdsidos In vivo (ratdn): Prolonga el tiempo de supervivencia
tras transplante de corazén. ™ .

Curcuma longa Rizoma: Acuoso In vivo: Disminucién del titulo de anticuerpos. %%

Datura stramonium Planta entera in vivo (ratdn) 5

Ghehmia Iittoralis Raiz: Fraccion de polisacandos in vivo (ratdn) =5

Hojas: Etanol 95% in vitro: Frente a proliferacion linfocitaria inducida por

PMA, =88

Giycyrrhiza glabra Raiz: Acuoso in vitro 57

Gonatantus pumilus Flor: Agua caliente In vivo. Disminuye los anticuerpos (lg-F) 387

Helianthus annuus Semilla: Aceite In vivo (ratdn) =59

Hemidesmus indicus

Raiz: Etanol 95%

in vivo (ratdn): Frente a la estimulacion por eritrocitos
dE Cor : 13211

Holarrhena antidysenterica

Semilla: Etanol 95%

In vivo (ratdn): Frente a la estimulacion por eritrocitos
de cordero, "

Indigofera arrecta Hoja: Acuoso In vivo (humanos): Incrementa la velocidad de
sedimentacion de eritrocitos. (ESR) =4
Lantana camara Haoja: Polvo in vivo (oveja): Supresion de inmunidad humoral y

celular, 9%

Lasiosiphon kraussianus

Raiz: Fraccion de polisacaridos

Disminuye los anticuerpos (ig£). ="

Lysimachia christinae

Parte aérea: Agua caliente

In vivo (ratdn) 392

Macroerocereus eruca

Planta entera: Fraccion de cromatografia

Datos incompletos 4%

Melia azedarach Hoja: Acuoso in vivo (ratdn): Respuestas de anticuerpos. %
Mentha piperita Hoja: Acuoso In vivo (ratdn): Reaccign de inmunidad celular. %5
Meripilus giganteus Carpoforo: Metandlico In vivo (ratdn) 29

Oencthera biennis Semilla: Aceite In vivo (ratdn) P59

lea europaea Semilla: Aceite in vivo (cobayo) 5

Panax ginseng Raiz: Fraccion de polisacarido in vivo (ratdn): Recuperacion de los niveles de

complementa, 7
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Physalis angulata Planta entera: No especificado In vivo (raton) ="
Physalis pubescens Flanta entera: No especificado in vivo (raton) ="
Physalis viscosa Planta entera: No especificado In vivo (rata) =
Polygonum perfoliatum Planta entera: Acuoso In vivo (raton) "
Polypodium decumanum  |Hoja: Metandlico in witrp 447
Polyporus versicolor Carpdforo: Acuoso in vivo (humanaos) B
Salvia miltiorrhiza Raiz: Decoccion In wivo (raton) =
Sophora japonica Fruto fresco: Fraccion EtOAC In vitro: Inhibicion de IL-5. 0%
Thuja orientalis Semilla: Aceite in vivo (conejo) ™"
Tinospora cordifolia Tallo: Acuoso in wivo (raton) “o
Tricholoma populismun Carpdforo: Acuoso in vivo (cobayo): Disminuye la reaccion de
hipersensibilidad inducida BCG. “™
Inpterygum hypoglaucum |Raiz: Acuoso In vivo. Disminuye |a reaccion de hipersensibilidad
inducida DNCB. “#**
Corteza de raiz: Diclorometanico in vivo (raton): Frente a. sobreactivacion de células T
durante infeccidn. **®
In vivo (ratén): Inhibickdn de proliferacion celular
inducida por célula de bazo alogénica. "
Parte no especificada: Acetato de etilo|in vitro " =
Tripterygium regellie Parte no especificada: Decoccion in vivo (rata): Disminuye la concentracidn de lgG. "™
Raiz: Decoccidn in vivo (rata). Induce atrofia del timo; disminuye IL-1;
disminuye proliferacion de células T inducida por
concavaling-A v el porcentaje THY-1, %
Tnpterygium wilfordii Parte no especificada: Decoccion in vivo (raton): Se postula accion citotoxica analoga a

los agentes inmunosupresores, 1% 411

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





