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Efecto inmunomoduladora del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra

Resumen

En este trabajo se estudié la actividad inmunomoduladora
de extractos acuosos de hojas de la melidcea autdctona
Erichilia glabra sobre distintos componentes del sistema
inmune del ratédn albino cepa Balb/c. Actividades
inmunosupresoras "in vitro" se detectaron sobre la capacidad
fagocitica y el metabolismo oxidativo de macréfagos y PMN, y
sobre la proliferacién de células linfoides inducidas por
mitégenos. También se detectdé wuna importante actividad
inhibitoria de la capacidad hemolitica del complemento. La
administracién del extracto a los animales indujo una
disminucién en las respuestas de inflamacidn inmediata,
hipersensibilidad retardada y en la produccidén de anticuerpos
hemaglutinantes. La investigacién bioquimica de las
actividades Dbioldgicas involucradas determiné que 1los
principios activos antimitogénico y antifagocitico son
moléculas de pequefio tamafio, mientras que polisacéaridos
neutros son responsables de la actividad anticomplementaria.

Palabras clave: Inmunomodulador/ Trichilia glabra/ extracto
acuoso/ ratén/ antifagocitico/ anticomplementario.

Immunomodulatory effects of Trichilia glabra leaf aqueous
extract

Abstract

In this work the immunomodulatory activity of Trichilia
glabra leaf aqueous extractos over different components of
the white mice inmune system was studied. Immunosupressive
activities over the phagocytic capability and oxidative burst
of macrophages and PMN, and over mitogen induced
proliferation of lymphocytes were detected "in wvitro". An
important inhibition of the hemolytic capability of
complement was also reported. Immediate inflammation and
delayed hypersensitivity responses as well as haemaglutinant
antibodies production was impaired in animals .treated with
the extract. Biochemical investigations determined that the
antiphagocytic and antimitogenic active principles were small
molecules while neutral polysaccharides were responsible for
the anticomplementary activity.

Key words: Immunomodulator/  Trichilia glabra/ aqueous
extract/ mouse/ antiphagocytic/ anticomplementary.
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ETNOFARMACOLOGIA

El uso de plantas para curar es tan antiguo como el
hombre, y éstas juegan todavia hoy un.papel muy importante en
los paises subdesarrollados. La OMS ha estimado que alrededor
del 80% de los mds de 4000 millones de habitantes del mundo
dependen principalmente de medicinas tradicionales para sus
necesidades primarias basicas y la mayor parte de las terapias
tradicionales involucra el uso de plantas medicinales y sus
principios activos. Curiosamente, la mayoria de estas plantas
no ha sido aun estudiada cientificamente (16, 29, 55).

Durante los Ultimos cien afios los paises industrializados
han reducido gradualmente el uso de plantas medicinales. Hasta
el siglo pasado dichas plantas eran utilizadas unicamente en
forma de extractos crudos pero se inicidé una nueva época cuando
por primera vez se aisldé la morfina del opio. Desde entonces,
la investigacién se volvid principalmente orientada hacia los
aspectos quimicos y la manufactura de compuestos puros
extraidos de plantas medicinales (como estricnina, cafeina,
quinina, etc.).

El mejoramiento de las posibilidades de sintesis de
sustancias deseables determindé que la biusqueda de remedios en
el reino vegetal disminuyera. Este estado de cosas siguié hasta
1957, afno del descubrimiento de potentes sustancias bioactivas
en extractos de Catharanthus roseus. En los ultimos cuarenta

anos el descubrimiento de alcaloides oncoliticos en C.roseus



determiné no sbélo la produccién de cientos de reportes
cientificos sino que también ha estimulado la busqueda de otros
agentes biocactivos de origen vegetal. Actualmente, cerca de
6000 muestras de plantas por afo son recolectadas y estudiadas
en el National Cancer Institute de EEUU (16, 55).

Asi surge el término etnofarmacologia, el <cual fue
propuesto para reflejar el enfoque etnolégico de la exploracién
cientifica de productos utilizados en la medicina natural. De
este modo, la etnofarmacologia involucra la observacién,
identificacién, descripcién e investigacién experimental de los
ingredientes y los efectos de preparaciones medicinales
indigenas. Este es un campo altamente interdisciplinario que
implica la colaboracién cercana entre farmacélogos, etnédlogos,
botdnicos y quimicos (29, 175).

Existen distintas razones para estudiar los usos
medicinales de plantas por parte de culturas indigenas: en
primer lugar, la utilizacién de la informacién etnolégica como
guia para el desarrollo de nuevas drogas resulta sumamente
util. Esto parte de asumir que las plantas que han sido usadas
por culturas indigenas durante un largo periodo de tiempo seran
plantas donde potencialmente existan drogas de interés. Esto
permite reducir el tiempo y los altos costos que involucra el
desarrollo de drogas sintéticas. Se ha estimado que, en EEUU,
para desarrollar una droga sintética desde su descubrimiento
hasta la aprobacién por ©parte de la Food and Drug

Administration (FDA) se requieren aproximadamente 12 afios de



trabajo con un costo promedio de 231 millones de ddélares.
Ademas, de cada 10.000 compuestos sin£etizados y evaluados "in
vitro" sélo 20 serdn ensayados en animales, la mitad de ellos
en humanos y uno s6lo recibira la aprobacién de la FDA para ser
distribuido en el mercado. De 1las 119 drogas derivadas de
plantas que en 1993 se comercializaban en los EEUU el 74% fue
descubierto como resultado de estudios quimicos destinados a
aislar el compuesto responsable del uso de la planta original
en medicina tradicional. Estas drogas derivan de sélo 90 de las
250.000 especies conocidas de plantas con flor en el planeta
(29, 133).

Por otro 1lado, contrariamente a lo que ocurre con las
drogas quimicas que se han incorporado recientemente en el
mercado, las hierbas medicinales generalmente poseen una larga
historia de uso tradicional, de modo que con ellas existe una
considerable experiencia con respecto a su uso en la poblacién.
Esta experiencia informal es una herramienta poderosa, para la
identificacidén de efectos adversos, que ocurren comunmente y se
desarrollan inmediatamente después de empezada la terapia con
drogas sintéticas. Puede cuestionarse que este empirismo no sea
capaz de identificar efectos téxicos poco conspicuos y que las
reacciones retardadas y poco comunes no seran siempre
reconocidas. Un ejemplo es el de las hierbas medicinales
conteniendo alcaloides pirrolizidinicos 1las cuales han sido

utilizados desde tiempos prehistéricos. El primer caso de



hepatotoxicidad neonatal asociado a 1la utilizacién de dicha
droga durante el embarazo fue recién reportado en 1989 (45).

Segun ciertos investigadores otra razén para estudiar los
usos medicinales de plantas por culturas indigenas seria
validar cientificamente los efectos reportados de las
preparaciones nativas. De este modo podria determinarse si
estas preparaciones pueden ser recomendadas para usarse en
aquellos paises donde son culturalmente aceptadas y permitir a
sus pobladores reducir los gastos de salud. Por 1lo tanto,
existe una cuestién fundamental aun sin resolver respecto a las
investigaciones sobre plantas wutilizadas en 1la medicina
natural: ;es deseable esforzarse en aislar los compuestos puros
a fin de wutilizarlos como drogas comercializables o es
preferible seguir utilizando las preparaciones tradicionales
crudas? (54).

Una estrategia obvia para realizar una investigacién
etnofarmacoldégica es elegir una o mids de las plantas usadas
frecuentemente por una dada poblacién o plantas que han sido
usadas de forma similar por distintas poblaciones. Estas
plantas constituyen un cuerpo de farmacopea botanica utilizada
en el tratamiento de una gran cantidad de enfermedades, algunas
de las cuales estarian relacionadas por sintomas comunes,
etiologia, edad, etc. Desde un punto de vista antropolégico, es
légico decodificar la complejidad de una farmacopea usando
datos culturales para focalizar la investigacién en algunas

categorias de plantas seleccionadas.



Una submuestra podria incluir plantas utilizadas en
miltiples contextos, por ejemplo medicina y dieta, medicina e
higiene, medicina y cosméticos, etc. Las plantas utilizadas en
mas de un contexto potencialmente poseen un impacto en salud
mads significativo debido a que existe un gran numero de
individuos expuestos a 1los constituyentes farmacoldgicamente
activos. Hasta hoy sélo un pequefio numero de estudios ha
explorado el uso multicontextual.

Otros estudios deberian focalizarse en aquellas plantas
medicinales que han sido wusadas repetitivamente en una
determinada area geogréafica.

Un cuarto ejemplo seria focalizar el estudio en aquellas
plantas que aparecen en una larga cantidad de recetas que
constituyen las terapias para tratar un determinado sintoma o
grupos de sintomas, por ejemplo: cancer, malaria, desordenes
dentales o ginecolédégicos, etc. En este grupo de plantas se
esperaria encontrar constituyentes con determinadas actividades
farmacolégicas, por ejemplo: antiinflamatorios, analgésicos vy
antipiréticos (52, 53).

Por 1o tanto, una buena aproximacién paré el aislamiento
de drogas con potencialidad medicinal es estudiar aquellas
plantas con reputada actividad en medicina natural. Otras
aproximaciones como por ejemplo los rastreos fitoquimicos o
biolégicos masivos de plantas seleccionadas al azar no han sido

muy efectivos en el descubrimiento de nuevas drogas.



El trabajo de campo en etnofarmacologia requiere 1la
utilizacién de métodos boténicos, etnolégicos y farmacoldgicos
adecuados. Una demanda imperativa de todo estudio cientifico es
que sea repetitivo, y uno de los mayores problemas en las
investigaciones de plantas medicinales es que una segunda
partida de material a veces da resultados discordantes
comparados con los del primer analisis. Esto puede deberse a
una variacién entre un lote y otro en la cantidad de sustancias
activas. La concentracién de drogas en las plantas vy
consecuentemente su potencia bioactiva varian de acuerdo a la
fuente y a la manipulacién, la parte de la planta, la edad de
la planta y factores ecolédégicos tales como plantas vecinas,
estacionalidad, cambios diurnos de la 1luz, condiciones del
suelo y clima. Ademds, el material seco suele no ser tan activo
como el material fresco. Para obtener los mejores resultados
del andlisis quimico de las plantas recolectadas es importante
manejar el material apropiadamente, cuidando que dicho material
no se mezcle con otro de apariencia similar, y recolectarlo en
el momento adecuado del afio. Las hojas deben recogerse cuando
la planta estd en flor, en tiempo claro, seco y en la mafana
cuando el rocio se ha secado. Las flores deben colectarse
inmediatamente después de abiertas, las semillas deben juntarse
tan pronto emerjan. Los bulbos y las raices deben recogerse
cuando las hojas de la planta estdn cayendo. Antes de

transportarlo, el material debe ser secado de modo de impedir



el ataque de los insectos, el crecimiento de hongos y para
facilitar el transporte de material (102).

También puede ocurrir que una segunda muestra no sea
biocoactiva debido a que ha sido tomada de una especie distinta a
la original. Hay que tener en cuenta que muchas veces el mismo
nombre vernaculo es utilizado para distintas plantas, y que en
ciertas ocasiones distintos nombres vernadculos son aplicados a
la misma planta. Por lo tanto, en todo trabajo de campo es
imprescindible identificar cientificamente la especie recogida
Yy guardar en forma cuidadosa una muestra para una posterior
identificacién en el laboratorio. Esas fallas pueden evitarse
si se tiene colecciones documentadas de todos los especimenes
de las plantas estudiadas (79).

Cada programa de rastreo de plantas abre la posibilidad de
encontrar nuevos compuestos quimicos con actividad biolégica.
Una vez que se ha aislado una actividad de interés, se purifica
Yy se realiza un analisis estructural del compuesto responsable,
se sintetizan derivados quimicos y se evaluan sus propiedades
biolédégicas. La modificacién quimica tiene como metas
fundamentales mejorar la eficacia de la droga y reducir sus
posibles efectos colaterales (173).

Existen dos factores que han impedido una mayor
profundizacién de las investigaciones quimicas tendientes a
determinar la naturaleza de los principios activos presentes en
las plantas medicinales. El primero de ellos es el hecho de que

los cientificos tienden a buscar compuestos que sean facilmente



aislables y cristalizables. La alta proporcién de alcaloides
que figuran en las listas de principios activos de fuentes
vegetales durante los ultimos 150 afios se debe probablemente a
la habilidad de los mismos para disolverse en solventes polares
y no polares de acuerdo a su pH, lo cual los hace sencillos de
aislar, purificar y producir en forma <cristalina. El
aislamiento de muchos otros principios activos de plantas
involucra procesos mucho mas complicados, lo que determina que
el trabajo fitoquimico en plantas que los contengan es
raramente comenzado o bien rapidamente abandonado.

En segundo lugar, una mencién especial debe hacerse acerca
de las técnicas bioldgicas cuantitativgs. Un bioensayo adecuado
debe ser desarrollado para monitorear el aislamiento de los
constituyentes activos. Este ensayo debe permitir estimaciones
cuantitativas pero al mismo tiempo ser rapido y 1lo
suficientemente sensitivo como para ensayar series de
fracciones cromatograficas sin un gasto importante de material
y de tiempo. Si una droga no produce un efecto farmacoldgico
marcado que pueda ser medido en animales, probablemente no sea
investigada cientificamente. Esto implica que muchos remedios
tradicionales que debieran ser estudiados son ignorados debido
a la ausencia de técnicas adecuadas.

Dado que el rastreo de plantas utilizadas en medicina
tradicional brinda una mayor cantidad de sustancias
interesantes respecto al estudio de plantas escogidas al azar

es obviamente importante documentar el conocimiento de 1los
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encargados de ejercer las tareas curativas en las poblaciones
primitivas, vulgarmente llamados curanderos o médicos brujos.
Esto es una tarea urgente ya que debido al rapido proceso de
aculturacién de dichos pueblos, estos individuos podrian no
encontrar sucesores. Esto implica que cuando mueren su
conocimiento se pierde para siempre (77).

Hasta ahora la mayor parte de las drogas utilizadas en la
clinica han sido obtenidas a partir de plantas no tropicales.
Pero esto se debe simplemente al hecho de que los estudios
fitoquimicos sobre las plantas fuera de los trépicos se han
desarrollado durante mucho mas tiempo. A pesar de ello, las
plantas tropicales han jugado un papel vital brindando algunas
de las sustancias activas mas importarites utilizadas
actualmente en medicina. La reserpina (de Rauvolfia
serpentina), importante en el tratamiento de enfermedades
mentales, la G-strophantina (de Strophantus gratus) usada en
casos de fallos cardiacos, la vincristina y la vinblastina (de
Catharanthus roseus) son algunos de los mas eficientes remedios
contra ciertos tipos de cancer.

Teniendo en cuenta que s6élo el 15% de todas las plantas
superiores han sido investigadas para metabolitos secundarios
no existe razén alguna para no suponer dque un numero
considerable de especies tropicales, no analizadas aun o
incluso desconocidas por la ciencia, puedan contener sustancias
igualmente uUtiles a las mencionadas. Ejemplos recientes son la

castanospermina del A&arbol australiano-' Castanospermun australe
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del cual se ha reportado que es de gran interés en la lucha
contra el SIDA, y el Quil A., del &arbol sudamericano Quillaja
saponaria, que ha sido utilizado como adyuvante en 1la
formulacién de varios tipos de vacunas.

La situacién respecto de las plantas medicinales en los
tropicos es alarmante. La rapida destruccidén de la vegetacién
tropical por la mano del hombre implica que los vastos recursos
inherentes a las plantas medicinales estén desapareciendo
rapidamente (78). Bajo esta situacidén, el conocimiento y la
metodologia botédnica son necesarias para la conservacién de
plantas medicinales. Esto es muy importante para la
etnofarmacologia debido a que la amenaza a muchas especies
usadas en medicina natural es grave, siendo muy probable que
muchas de ellas se extingan en corto plazo de no revertirse

esta tendencia.

MEDICINA NATURAL E INMUNOMODULACION

La funcién bésica del sistema inmune es la defensa del
organismo frente a las enfermedades. Este caracter "protector”
del sistema inmune 1lo ubica en una posicién clave entre el
estado de salud y enfermedad de un huésped.

Las plantas constituyen una fuente de compuestos
potencialmente activos sobre el sistema inmune. Preparaciones

crudas obtenidas a partir de distintos 6érganos de plantas
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vasculares con propiedades medicinales han resultado el punto
de partida para la obtencién de moléculas capaces de modificar
la respuesta inmune ya sea estimuldndola o deprimiéndola (74,
100) .

La decisién de estudiar constituyentes de plantas que
modulen la respuesta inmune trae implicancias acerca de si los
conceptos de patogénesis y los métodos terapéuticos en los
cuales se basa la medicina natural ofrecen una aproximacién
adecuada para la busqueda de dicha actividad biolégica. En las
ultimas décadas, los investigadores en etnofarmacologia han
debido reconocer que, incluso en grupos pequefios y
superficialmente indiferenciados, existe wuna heterogeneidad
considerable en cémo la gente percibe la enfermedad y organiza
un tratamiento. Asimismo, se debe tener en cuenta que los
términos sistema inmune o inmunomodulacidén no existen como
tales en la medicina natural. Una estrategia para la busqueda
de plantas con actividad inmunomoduladora implica realizar una
investigacién sobre los tratamientos tradicionales aplicados a
desdérdenes y enfermedades que puedan asociarse razonablemente a
disfunciones del sistema inmune. Esto abarca tratamientos
relacionados con enfermedades de la piel, afecciones reumaticas
o inflamatorias, infecciones, heridas, quemaduras y el empleo
de preparaciones terapéuticas y tratamientos utilizados para
revitalizar, fortalecer y estimular las funciones del cuerpo o

prevenir enfermedades (101).
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INMUNOMODULADORES

Se considera agente inmunomodulador a todo compuesto capaz
de alterar alguna funcién del sistema inmune. Dentro de los
inmunomoduladores encontramos agentes inmunosupresores o
inmunoestimuladores. Los primeros constituyen, en muchos casos,
una alternativa a quimioterapias convencionales frente a
diversas enfermedades autoinmunes como es el caso de 1la
artritis reumatoidea, la poliartritis, la miastemia gravis, la
esclerosis multiple y la psoriasis. Asimismo son utiles para el
tratamiento de enfermedades que cursan con exacerbacién de la
funcionalidad del sistema inmune como es el caso de 1la
hepatitis crénica activa, enfermedad originada por infecciédn
con virus. También son de gran importancia cuando es necesario
inhibir la actividad normal del sistema inmune como en el caso
de la respuesta frente a injertos de tejidos u érganos.

Los inmunoestimuladores pueden utilizarse para el
tratamiento de inmunodeficiencias secundarias. Por otro lado,
han comenzado a aplicarse clinicamente a pacientes con cancer
ya que el crecimiento de tumores en ciertos casos puede ser
inhibido estimulando a las células fagociticas y a las células
"natural killer".

La capacidad inmunomoduladora de un compuesto comunmente
se evalua con una bateria de ensayos (172). Un grupo importante
de pruebas trata de determinar "in vitro" el efecto del

compuesto sobre distintos componentes celulares 'y humorales del
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sistema inmune como son los granulocitos, macréfagos,
poblaciones de linfocitos T y B, células "natural killer" vy
complemento.

Cuando 1los experimentos "in vitro” revelan alguna
actividad promisoria, ésta debe ser evaluada en modelos de
inmunomodulacién "in vivo" como por ejemplo 1la reaccidén de
injerto contra huésped, la produccién de anticuerpos y la
respuesta de hipersensibilidad retardada. Si el compuesto
resulta efectivo en alguno de estos modelos, en ausencia de
toxicidad para los huéspedes, se contindan los estudios "in
vivo" analizando la eficacia de 1la droga en reacciones de
transplantes de distintos érganos V% en modelos de
autoinmunidad. Solamente cuando los resultados obtenidos en las
pruebas anteriores son satisfactorios, se evalua la posibilidad
de realizar ensayos clinicos en pacientes.

Sin embargo, en muchos casos se ha descripto que una misma
sustancia puede tener efectos inhibitorios al ser utilizada en
altas concentraciones y actuar como inmunoestimuladora al ser
administrada en muy bajas dosis. Por otro lado, una sustancia
puede ejercer efectos estimuladores o inhibidores en funcién de
condiciones experimentales tales como via de inoculacién,
esquema de tratamiento, vehiculo empleado o edad del huésped.
El fendémeno de drogas que muestren efectos reversos dependiendo
de la dosis no es nuevo, pero nunca ha sido implementado
exitosamente en terapia. Esto ha determinado que a pesar de que

se conozcan un gran numero de compuestos capaces de modificar
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la respuesta inmune, sélo unos pocos resulten verdaderamente

efectivos cuando se los utiliza con fines clinicos.

INMUNOMODULADORES DE ORIGEN VEGETAL

La naturaleza quimica de las sustancias inmunomoduladoras
aisladas de plantas medicinales es variada y, en deneral,
suelen <clasificarse en compuestos de bajo y alto peso
molecular. Entre 1los primeros se encuentran principalmente
alcaloides, terpenoides y compuestos fendélicos simples,
mientras que en el segundo grupo encontramos proteinas vy
polisacaridos.

El término alcaloide fue propuesto por primera vez en 1819
por el farmaceutico Meissner y se aplica comunmente a
compuestos de origen vegetal con propiedades alcalinas. La
naturaleza basica de todos estos compuestos se debe a 1la
presencia de nitrégeno aminico. Hasta la fecha, se conocen mas
de 400 alcaloides y se estima que estdn presentes solamente en
un 10 a 15 % de todas las plantas vasculares conocidas. Debido
a su complejidad estructural, su nomenclatura no ha sido
sistematizada y suelen designarse segun el género de la planta
que los contiene y de 1la cual fueron aislados inicialmente
(73) . Desde tiempos remotos el hombre ha utilizado alcaloides
como pociones magicas, venenos o medicamentos. En particular,

distintos alcaloides han probado ser efectivos
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inmunoestimuladores de granulocitos, macréfagos o linfocitos
(171).

Los principios activos responsables de las fragancias de
algunas plantas pueden ser extraidos como aceites volatiles por
calentamiento o arrastre por vapor, por ello se los denominé
aceites esenciales. Cuando se los investigdé quimicamente se
encontré que en las fracciones mas volatiles de dichos aceites
habia un gran numero de hidrocarburos de férmula Cig Hjg, a los
que se denomindé terpenos. Mas tarde se aislaron compuestos
oxigenados que también se incluyeron en la clasificacién
general por lo que la terminacién "eno" resultdé inadecuada y se
los llamd terpenoides. Estos compuestos se utilizaron con fines
medicinales para el tratamiento de distintas afecciones, como
la artritis y el reumatismo. Estudios recientes han intentado
determinar el mecanismo de accién de dichos compuestos.
Actualmente se conoce que la actividad antiartritica vy
antiinflamatoria que presentan muchos terpenoides es una
consecuencia directa de su efecto sobre el sistema inmune (75).

Entre los compuestos fendlicos simples son de singular
importancia los fenilpropanos. Estos son sustancias aromaticas
que tienen funciones oxigenadas (hidroxilos, metoxilos,
metilendioxanos) en posiciones orto y/o para. Los fenilpropanos
provienen del metabolismo de los hidratos de carbono. Desde el
punto de vista biogenético son derivados del acido shimico, el
cual se encuentra ampliamente distribuido en el reino vegetal,

especialmente en las gimnospermas. Este &acido parece ser el
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eslabén que vincula a los azUcares alifaticos con los derivados
bencénicos de las plantas. Dentro de este grupo se encuentran,
entre otros, los acidos cinédmicos, los lignanos, las cumarinas,
las naftoquinonas y las antraquinonas. Muchos de estos
compuestos presentan actividad inmunoestimuladora (160).

Finalmente, las saponinas y ciertos &acidos y lipidos de
bajo peso molecular también presentan actividad sobre el
sistema inmune.

Con respecto a compuestos inmunomoduladores de elevado
peso molecular vale la pena mencionar que en los uUltimos veinte
anos un gran numero de polisacaridos con actividad sobre el
sistema inmune han sido aislados de plantas superiores. A este
tipo de compuestos se les atribuye actividad sobre: 1la
fagocitosis de granulocitos y macréfagos, 1la induccidén de
interferén, interleuquinas y factor de necrosis tumoral y la
activacién del complemento. La gran variedad de polisacaridos
conocidos no actua sobre los mismos componentes del sistema
inmune, por lo que resulta muy dificil establecer una relacién
estrecha entre las caracteristicas estructurales basicas de los
compuestos y su actividad inmunomoduladora (160, 171).

Las lectinas son una serie de proteinas o glicoproteinas
que se unen a azUcares especificos, permitiendo de ese modo
aglutinar células o precipitar glicoconjugados. Las lectinas
fueron descubiertas por primera vez en vegetales y debido a su
capacidad de aglutinar glébulos rojos se las llamé

fitohemaglutininas. El peso molecular de las lectinas oscila



entre 10.000 y 125.000 daltons. En general, contienen una o
varias cadenas polipeptidicas, cada una de ellas con cientos de
aminoacidos. Estos aminodcidos llevan como cadenas laterales
varias docenas de residuos de azucares, predominantemente
manosas Yy glucosaminas acetiladas. El principal punto de unién
de los residuos de azucar es el acido aspartico.

Un grupo importante de proteinas de origen vegetal que
tiene efecto sobre el sistema inmune es conocido con el nombre
de RIPS (proteinas inactivadoras de ribosomas). Constan de dos
subunidades: una que inactiva cataliticamente los ribosomas y
otra que se une por afinidad a la galactosa. Estas proteinas

resultan muy téxicas para macréfagos y linfocitos.
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EFECTOS DE DISTINTAS SUSTANCIAS DE ORIGEN VEGETAL SOBRE ALGUNOS

COMPONENTES DEL SISTEMA INMUNE

Efectos sobre células fagociticas

El primer compuesto nitrogenado de origen vegetal que se
identificé como inmunoestimulador fue el &cido aristoléquico
(Fig. 1.1), un alcaloide aislado de Aristolochia clematitis. El
efecto curativo de 1los extractos de esta planta, utilizada
desde 1la antigliedad para el tratamiento de mordeduras de
viboras y heridas infectadas, pudo explicarse como consecuencia
de la estimulacién del sistema inmune del huésped. Diversos
experimentos demostraron que la capacidad fagocitica de
macrdfagos peritoneales y polimorfonucleares murinos se ve
aumentada luego de una incubacidén "in vitro" con el extracto.
Por otro lado, en 1977, Bartfeld y col. establecieron que
cuando el A&cido aristoldéquico era administrado por via oral
durante varios dias consecutivos, se producia un incremento de
la fagocitosis y de la produccién de interleuquinas por parte
de los macréfagos peritoneales del ratén (18). Desde entonces,
se han identificado otros alcaloides activos sobre el sistema
inmune. La mayoria de ellos estimula la actividad de las
células fagociticas. La isopteropodina (Fig. 1.2) aislada de la
planta peruana Uncaria tomentosa, vulgarmente conocida como ufa
de gato, es capaz de estimular "in vitro" la fagocitosis de

leucocitos polimorfonuclares a bajas concentraciones (10-3 -
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106 mg/ml) (159). Sin embargo, isdémeros de este compuesto son
inactivos, lo cual hace suponer una fuerte relacién entre la
estructura y la funcién. Es importante sefialar que la mayoria
de 1los alcaloides aislados a partir de plantas exhiben
actividad inmunosupresora a altas concentraciones e
inmunoestimuladora cuando las concentraciones empleadas son muy
bajas. A modo de ejemplo se puede mencionar a la emetina (Fig.
1.3), la berberina y la gelsemina, que incrementan la actividad
fagocitica a concentraciones de 10-4 mg/ml pero a mayor
concentracidén el mencionado efecto se revierte (161, 167).

La presencia de los terpenoides helenalina, (Fig. 1.4)
dihidrohelenalina y ésteres derivados en extractos de hojas de
plantas como Crysanthemun parthenium y especies de la familia
Arnica explicaria las propiedades antiinflamatorias atribuidas
a dichos extractos (75, 104). Estas sustancias fueron capaces
de deprimir la respuesta inmune celular afectando a macréfagos
y granulocitos (169). En este contexto, es interesante sefialar

gue el 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Fig. 1.5) a

concentraciones de 1078 - 10-7 M, puede activar mecanismos
citotédéxicos en macréfagos peritoneales de ratén
independientemente de 1la presencia de 1linfocitos (72). La

activacién estd acomparniada por la liberacién de perdxido de
hidrdégeno y de prostaglandinas. Por ultimo, cabe acotar que un
terpenoide glicosilado aislado de las raices de Cynanchum
caudatum es capaz de incrementar la actividad fagocitica de

macré6fagos murinos (160).
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Entre los compuestos aromaticos o fendlicos de origen
vegetal, se puede mencionar a la cleistantina (Fig. 1.6), un
lignano derivado de Cleistanthus collinus, que es capaz de
aumentar el nuUmero de granulocitos circulantes cuando es
oralmente administrado a ratas, gatos y monos en dosis de 0,75
mg/kg (31). Otro grupo de compuestos aromdticos con actividad
estimuladora de la fagocitosis estd constituido por las
ubiquinonas. Segun Block y col. (28), las ubiquinonas Q7 (Fig.
1.7) y Qg son capaces de incrementar significativamente 1la
fagocitosis de macrbéfagos en concentraciones de 100 pg/ml. E1
test de "clearence" de carbén revela que la velocidad de
desaparicién de dichas particulas se incrementa al doble cuando
los animales reciben una dosis de :30 mg/kg. En animales
tratados con ciclofosfamida, 1la ubiquinona Q7 induce la
secrecidén del factor estimulador de colonias e incrementa el
numero de granulocitos periféricos (160).

Por el contrario, la plumbagina (Fig. 1.8), naftogquinona
obtenida de Plumbago zeylanicum ejerce un efecto inmunosupresor
o citotéxico en cultivos primarios de granulocitos en un rango
de concentracién de 100 pg a 100 ng/ml, mientras que estimula a
los mismos granulocitos cuando es aplicada en un rango de
concentracién menor, de 100 pg a 100 fg/ml (161, 167).
Resultados similares se observan con otras naftoquinonas
aisladas de vegetales como la chimafilina, 1la alcanina, 1la

shikonina, la colchicina y la suramina (167).
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Xu y col. (178) han establecido que el &acido ferulico,
presente en numerosos extractos vegetales, es capaz de
incrementar la fagocitosis de células de ratdén mientras que el
anetol, obtenido del aceite de semillas de anis incrementa el
numero de leucocitos en sangre periférica (87). Numerosas
catequinas y protocatequinas éacidas (161, 162) son capaces de
producir una estimulacién de granulocitos y un incremento del
"clearance”" de carbén.

Por otro lado, Lutomski y col. (160) reportaron que una
mezcla quimicamente no definida de saponinas de Aralia
mundshurica es capaz de incrementar la fagocitosis y de inhibir
el desarrollo de ciertos tumores como consecuencia de una
estimulacién del sistema inmune.

Entre los lipidos que pueden moduiar la respuesta inmune,
la lisolecitina y algunos analogos sintéticos, 1los alquil-
lisofosfolipidos merecen una mencidén especial. Modolell y col.
(109) establecieron que la actividad citotéxica de macréfagos
peritoneales normales y la actividad tumoricida de macréfagos
de médula 6sea se ve incrementada: por la accién de dichos
compuestos.

Dentro de las sustancias de elevado peso molecular que
afectan la actividad de 1los fagocitos se encuentran las
lectinas y los polisacaridos. Asi, lectinas especificas para
fucosa pueden saturar los receptores para este azucar en la
membrana de los macré6fagos y pueden inhibir la produccién del

factor inhibidor de la migracién del macréfago (150).
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Por otro 1lado, los polisacaridos que presentan mayor
actividad sobre 1los macréfagos son predominantemente 1los
xiloglucanos neutros, arabinogalactanos con acido glucurénico o
4-0-metil-glucuronoxilanos. En general, estos polimeros son
altamente ramificados con unidades estructurales anidnicas vy
pesos moleculares que oscilan en el rango de 20.000 a 50.000 D
6 mas. Ellos derivan de paredes primarias de las células y
tienen propiedades pécticas o propécticas. Algunos son
viscosos, perteneciendo a la clase de gomas y mucilagos (59).

Distintos polisacdridos quimicamente definidos y con
propiedades inmunestimuladoras han sido aislados a partir de
Echinacea purpurea (105, 127). Entre ellos podemos mencionar:
un heteroxilano (peso molecular 35.000 D), un
arabinoramnogalactano &acido (peso molecular 450.000 D) y un
fucogalactosilglucano (peso molecular 25.000 D) (Fig. 1.9 vy
1.10). Todos ellos estimulan la fagocitosis de macréfagos vy
granulocitos y la produccién de monoquinas, como interleuquina-
1. Otros polisacaridos aislados y purificados a partir de 1la
misma planta presentan actividades similares. Uno de ellos es
un arabinogalactano (peso molecular 75.000 D) (168) que
incrementa la citotoxicidad de macréfagos contra células
tumorales y contra microorganismos tales como Leishmania
enrietti y Candida albicans. Mas aun, este polisacarido induce
"in vitro" a los macréfagos a producir factor de necrosis
tumoral, interleuquina-1, interferén alfa y radicales libres

que luego se pueden medir por gquimioluminiscencia. La gran
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ventaja de estos polisacaridos es que parecen actuar bastante
selectivamente sobre los macréfagos y que no son tdéxicos en un
amplio rango de dosis.

Dos polisacaridos aislados de Achyrocline satureioides
(Fig 1.11) conocida vulgarmente como Marcela,
(glicanogalacturanos conteniendo ramnosa, xilosa y arabinosa)
muestran una interesante actividad inmunoestimuladora sobre 1la
fagocitosis de macréfagos y granulocitos (171).

Heteroglicanos éacidos extraidos de los rizomas de Curcuma
longa (68, 69), Cnidium officinale (149) y de las semillas de
Malva verticillata cuyo nombre vulgar (nv) es Malva (68)
estimulan la actividad fagocitica "in vivo" del sistema
reticuloendotelial de ratones tratados. Una actividad similar
presentan ramnoarabinogalactanos extraidos de flores de
Calendula officinalis (156) y de raices de Glycyrrhiza

uralensis (134, 182).

Efecto sobre los linfocitos

La vincristina, un alcaloide citostatico utilizado para el
tratamiento de leucemia induce un incremento en la produccién
de anticuerpos <contra un antigeno especifico en ratones
tratados con dosis de 30 pg/100g de peso del huésped. A dosis
mayores, la vincristina produce una reduccidén de la formaciédn

de anticuerpos.



26

Abb y col. (1) demostraron gque el terpenoide 12-0-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Fig. 1.5) actia como
mitégeno y estimula la sintesis de ADN en linfocitos de
primates. Por otro lado, Goldfarb y Herberman (65) observaron
que los ésteres de forbol son capaces de inhibir la actividad
de células "natural killer" de ratdén y humanas. Algunas
sesquiterpenlactonas como la tenulina, la helenalina y la
eupaphisopina (Fig. 2.1; 1.4 y 2.2) presentan actividad
antiartritica "in vivo", obteniéndose los efectos mas
importantes (50 - 70% de inhibicién de un edema en rata)
cuando se emplean en concentraciones de 2,5 mg/kg. El efecto de
estos compuestos parece darse en dos fases: primero se
incrementa la produccién de anticuerpos y luego se inhibe 1la
proliferacién de linfocitos T.

E1l urushiol (Fig. 2.3) es un anadlogo del acido
araquidénico que se encuentra en baja concentracién en
preparaciones obtenidas de hojas de plantas de Toxicodendron
radicans. Este compuesto es utilizado para el tratamiento
homeopatico de enfermedades de la piel y es capaz de inducir
"in vitro" la blastogénesis de linfocitos e "in vivo" reducir
dermatitis alérgicas de contacto en cobayos (34).

Dentro de los compuestos con elevado peso molecular, las
lectinas son compuestos muy importantes por su capacidad
mitogénica sobre células del sistema inmune (103, 130). Las
células blanco de 1la accién de estos compuestos son los

linfocitos y las células "natural killer". La linfoaglutinacién
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ha sido observada con la fitohemaglutinina (PHA) de Phaseolus
vulgaris y el mitdégeno pokeweed aislado de 1la raiz de
Phytolacca americana. La concanavalina A, aislada de Canavalia
ensiformis y la fitohemaglutinina obtenida de Lens culinaris
también ejercen efectos mitogénicos sobre los linfocitos (151).
Se sospecha que las propiedades antiartriticas y citotédxicas de
extractos de Phytolacca americana (planta de la familia del
ombl) se deben a la presencia de lectinas en la preparacién. La
citotoxicidad de ciertas lectinas se debe en algunos casos a la
inhibicién de la sintesis intracelular de proteinas (131) y, en
otros casos, es el resultado de 1la activacién de células
"killer". Las lectinas no han sido utilizadas en inmunoterapias
aunque algunas se han empleado en diagnéstico médico debido a
su actividad linfoaglutinante.

Kojima y col (96, 97) aislaron una proteina de raiz de
Artemisia princeps por ultrafiltracién y por cromatografia por
Sephadex. Esta proteina tiene un peso molecular de 5 x 10° - 1
x 106 Y es capaz de inducir la produccidén de interferdé4n gamma
cuando se administra por via oral o parenteral.

Por otra parte, se ha reportado que el tratamiento de
ratones con una dosis de distintas proteinas inactivadoras de
ribosomas (RIPS) previa a una inmunizacién con gldébulos rojos
de carnero o <con polisacaridos bacterianos, disminuye
significativamente la respuesta primaria de anticuerpos hacia

dichos antigenos (17).
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Por 10Ultimo, cabe mencionar que Muller y Franz han
detectado arabinanos y arabinogalactanos con actividad

mitogénica en flores de Hibiscus sabdariffa (112).

Efecto sobre el sistema complemento

El sistema complemento Jjuega un rol prominente en la
patofisiologia de la artritis reumatoidea y en las enfermedades
autoinmunes. Compuestos de bajo peso molecular como el acido
boswellico (Fig. 2.4) de Boswellia serrata, (planta de la
familia del incienso) han resultado ser buenos inhibidores de
la via cléasica del complemento (5). También la glicirrhizina,
algunos é&cidos fenolcarboxilicos como el acido rosmarinico y
los acilflavonolglicésidos poseen el mismo efecto (169, 163).
Por otro lado, existen A&cidos fenolcarboxilicos, alcaloides,
isobutilamidas, quinonas y terpenoides con capacidad activadora
del complemento. No se ha observado una relacidén directa entre
estructura y funcién.

Entre las sustancias de elevado peso molecular que son
capaces de activar al complemento se encuentran polisacéaridos
dcidos con estructura de poligalacturonanos y cadenas laterales
de arabinogalactanos (166, 187, 189). Por otro 1lado, de
distintas plantas se han aislado polisacéridos con actividad
anticomplementaria sobre ambas vias del complemento. En
general, se observa que la actividad anticomplementaria esta

asociada a heteroglicanos pécticos con alta proporcién de
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galacturonanos en el esqueleto. Sin embargo, hay polisacéaridos
neutros como la amilosa que aparecen en gran numero de frutos y
raices y que son buenos agentes anticomplementarios (95). Entre
los polisacaridos <con actividad anticomplementaria cabe
mencionar: pectinas de raices de Bupl;urum falcatum L. (188)
Glycyrrhiza uralensis y Glycyfrhiza glabra (134, 141, 148, 182)
de rizoma de Cnidium officinale (149) y de hojas de Artemisia
princeps (190). Heteroglicanos &cidos de hojas de Artemisia
princeps Pamp (190, 184), de hojas y raices de Panax ginseng
(nv: Ginseng) (62, 63) y de semillas de Coix lacryma-jobi
(186) . Mucilagos de hojas de Abelmoschus esculentus Moench,
Hibiscus moscheutos L, Hibiscus syriacus L (146) y Malva
sylvestris (145), y de semillas de Plantago asiatica (183).
Polisacaridos neutros de semillas de Malva verticillata (68,
148, 147) y de anteras de Cervus nippon Temminck (192).
Arabinogalactanos de raiz de Angelica acutiloba (157, 179, 180,
185).

En particular, dos polisacaridos aislados de Achyrocline
satureioides (glicanogalacturanos conteniendo ramnosa, Xxilosa y
arabinosa) ejercen una actividad anticomplementaria fuerte
tanto por la via clasica como por la via -alterna. Dicha
actividad anticomplentaria es la responsable de la disminucién
en la respuesta inflamatoria medida por el modelo de edema de
la pata del ratén (171). Polisacdridos 4acidos obtenidos de
plantas como Sabal serrulata, Viscum album (nv: muérdago

europeo), Urtica dioica y Sedium telephium producen una marcada
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inhibicién de 1la via clasica del complemento (187). Aqui
también se observa correlacién entre los efectos
anticomplementarios "in vitro" y los efectos de inhibicidén de

edema de la pata de rata (95, 164).

Efecto sobre mastocitos

El alcaloide cefarantina, aislado de Stephania
cepharantha, es <capaz de inhibir la secrecién de aminas
vasoactivas como la histamina y la serotonina por parte de
mastocitos en experimentos "in vivo". Dependiendo de la dosis y
la via de administracién, este comguesto presenta efectos
inmunoestimuladores o efectos inmunosupresores antialérgicos
(160) .

Los extractos acuosos de hojas de Tylophora indica vy
Tylophora asthmatica eran utilizados en medicina natural para
el tratamiento del asma bronquial (113) y el reumatismo (37).
Teniendo en cuenta estos datos, se 1iniciaron una serie de
estudios que revelaron que los extractos ejercian efectos
antianafiléacticos, inducian leucopenia (69) Yy suprimian
significativamente las respuestas inflamatorias agudas o
crénicas en modelos animales (70). Finalmente pudo establecerse
gue las actividades anteriores eran consecuencia de un efecto
directo de los extractos sobre la liberacién de histamina. La

tiloforina (Fig. 2.5), alcaloide quimicamente relacionado con
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el acido aristoléquico, fue identificado como principio activo

responsable de las actividades presentes en el extracto (76).

Efectos sobre enzimas relacionadas con procesos
inflamatorios

Es generalmente aceptado que uno de los blancos
principales de las drogas con actividad antiinflamatoria es el
metabolismo de las prostaglandinas, especialmente las enzimas
ciclooxigenasa y b5-lipooxigenasa. Estas enzimas intervienen en
el metabolismo del &cido araquiddénico generando a partir de
éste: prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas (en el caso
de la ciclooxigenasa) o leucotrienos y lipoxinas (en el caso de
la lipooxigenasa). Estos compuestos intervienen en distintas
reacciones inflamatorias afectando 1la dilatacién de los
capilares, aumentando la capilaridad vascular, activando
plaquetas, actuando como agentes quimiotacticos de neutréfilos
o generando contracciones de la musculatura 1lisa en la
microvasculatura de los pulmones entre otros efectos. Por 1lo
tanto, resulta interesante 1la obtencidén de sustancias que
inhiban la actividad de estas enzimas. Los compuestos
reportados que bloquean dicha actividad son principalmente de
tres tipos:
(a) Acidos fenolcarboxilicos, fenoles y sistemas conteniendo

grupos fendlicos.

(b) Anadlogos estructurales del acido araquidénico.
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(c) Estructuras que combinan sistemas aromaticos con cadenas
insaturadas (alquilfenoles, retinoides).

Luego del descubrimiento del A&cido acetil salicilico,
muchos derivados han sido sintetizados pero ninguno de ellos ha
resultado més activo que el compuesto original. Todos los
compuestos de este grupo t}enen un efecto débil sobre la
ciclooxigenasa.

Los derivados de alcohol salicilico obtenidos de corte:za
de sauce (Salix chilensis) son inactivos cuando la
concentracién es inferior a 250 pM, pero resultan ser efectivos
antiinflamatorios "in vivo" 1luego de ser oxidados a acido
salicilico en el higado (57). A partir de distintas especies de
Primula se ha aislado un compuesto: el 4-metoxi-acido
salicilico-metil éster (Fig 2.6) que resulta mas activo que la
aspirina (164). Por otro lado, cabe mencionar que el acido
boswélico (Fig 2.5) es un buen inhibidor de la 5-lipooxigenasa
(2, 4, 5).

Los aceites esenciales obtenidos a partir de distintas
plantas, entre 1las cuales podemos mencionar a Syzygium
aromaticum, Thymus vulgaris (nv: tomillo) o Ledum palustre,
contienen grandes cantidades de compuestos fendélicos como el
eugenol (Fig. 2.7). Estos compuestos presentan propiedades
antiinflamatorias, desplegando efectos inhibitorios similares a
los de la indometacina. Se ha podido verificar que los efectos
antirreumaticos de estos compuestos resultan de su accidén sobre

la ciclooxigenasa.
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Los cardanoles y cardoles de Schinus therebinthifolius Yy
Anacardium occidentale muestran actividades antiinflamatorias
variables dependiendo de la longitud y del grado de saturacién
de la cadena lateral (169).

El urushiol (Fig. 2.3) 'y algunos diarilheptanoides
obtenidos de la familia Zing}beraceae tales como el gingerol
(90, 91) inhiben tanto la ciclooxigenasa como la 5-
lipooxigenasa cuando se los aplica en altas concentraciones.

En el grupo de 1los flavonoides y catequinas muchos
compuestos, como la galangina (Fig. 2.8) resultan buenos
inhibidores de la ciclooxigenasa (137). Estos compuestos son
efectivos cuando se los aplica como tépicos. En cambio, cuando
se los administra por via sistémica es muy dificil conseguir
niveles adecuados en sangre Yya que se metabolizan muy
rapidamente. Esto mismo es cierto para los taninos. El mas
efectivo inhibidor de 1la ciclooxigenasa de este tipo es el
galotanino mezcla de tetra, penta y oligogaloilglucosa (169).
En oposicién a todo el resto de los compuestos fendlicos, la
actividad de los galotaninos se debe a su capacidad de
secuestrar radicales oxigenados. Numerosos flavonoides y
cumarinas con estructura de catecol como la wedelactona (Fig.
2.9) aislada de Eclipta alba y otros derivados de cumestrol
resultaron activos inhibidores de 1la 5-lipooxigenasa (165,

177) .
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Es interesante sefialar que ciertas amidas alifaticas como
el spilantol (Fig. 2.10) de Spilanthes oleracea, el a&acido
dodecatetranoico-isobutilamida de Echinacea purpurea (Fig.
2.11) y el principio acre de la capsaicina (Fig. 2.12) de
Capsicum annium han resultado inhibidores eficientes de la 5-
lipooxigenasa (169, 170). .

Los poliacetilenos son también buenos inhibidores de la
ciclooxigenasa. Los hidrocarburos puros son menos activos que
las poliinas que contienen grupos OH. Por ejemplo, la poliina,
safrol-2-o-isobutirato es un inhibidor de 1la ciclooxigenasa.
Los poliacetilenglicésidos no presentan 1la actividad. Las
poliinas alquilamidas que contienen. nitrégeno son menos
activas, lo cual sugiere que los efectos antiinflamatorios de
los extractos lipofilicos de Bupleurum, Bidens y Echinaceae que
contienen poliacetilenos pueden deberse parcialmente a la
presencia de estos compuestos (19).

Los datos hasta aqui presentados se resumen en los Cuadros

1 al 5.



CUADRO I: Sustancias de origen vegetal que
actian sobre células fagociticas
Especies Efecto® Compuestos
descriptas conocidos
Achyrocline satureioides (+) Glicanogalacturanos
Aralia mundshurica (+) Extractos
Aristolochia clematitis (+) Ac.aristoléquico
Calendula officinalis (+) Ramnoarabinogalactanos
Cliestanthus collinus (+) Cleistanina
Cnidium officinale (%) Heteroglicanos
Curcuma longa (+) Heteroglicanos
Crysanthemun parthenius (=) Helenanina y ésteres
derivados
Cynanchum caudatum (+) Extractos
Echinacea purpurea (+) Arabinoramnogalactano
(+) Fucogalactosilglucano
Glycyrrhiza uralensis (+) Ramnoarabinogalactanos
Malva verticillata (+) Heteroglicanos
Plumbago zeylanicum (+/-) Plumbagina
Uncaria tormentosa (+) Isopteropodina
da (+) = Estimulador, (-) = Supresor
(+/-) = Estimulador o supresor dependiendo de la
concentracidn.

CUADRO 2: Sustancias de origen vegetal que
actian sobre células linfoides

- ———————————————————————————————— —— . = - - ee - - —————

Especies Efecto® Compuestos
descriptas conocidos
Artemisia princeps (+) Proteina
Canavalia ensiformis (+) Concanavalina A
Crysanthenum parthenius (+/-) Helenanina y ésteres
derivados
Hibiscus sabdariffa (+) Arabinogalactanos
Lens culinaris (+) Fitohemaglutinina
Phaseolus vulgaris (+) Fitohemaglutinina
Phytolacca americana (+) Pokeweed
Toxicodendron radicans (+/-) Urushiol
4 (+) = Estimulador, (-) = Supresor
(+/-) = Estimulador o supresor dependiendo de 1la

concentracioén.
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CUADRO 3: Sustancias de origen vegetal
que actian sobre mastocitos

Especies Efecto®
descriptas

Stephania cepharata (=)
Tylophora indica (-)

T. asthmatica (=) .

37

Compuestos
conocidos

Cefarantina
Tiloforina
Tiloforina

CUADRO 4: Sustancias de origen vegetal que

actuan sobre complemento

Especies Efecto? Compuestos
descriptas conocidos
Abelmoschus esculents (=) Mucilagos
Achyrocline satureioides (-) Glicanogalacturanos
Angelica acutiloba (=) Arabinogalactanos
Artemisia princeps (-) Heteroglicanos
Boswellia serrata (-) Acido Boswellico
Bupleurum falcatum (=) Pectinas

Cervus nippon (=) Polisacadridos neutros
Cnidium officinale (=) Heteroglicanos
Coix lacrima-jobi (=) Heteroglicanos
Glycyrrhiza glabra (-) Pectinas

G. uralensis (-) Glicirrhicina
Hibiscus moscheutos (=) Mucilagos
H.syriacus (=) Mucilagos

Malva sylvestris (=) Mucilagos
M.verticillata (-) Polisacaridos neutros
Panax ginseng (-) Heteroglicanos
Plantago asiatica (=) Mucilagos

Sabal serrulata
Sedium telephium
Urtica dioica
Viscum alba

Polisacaridos &acidos
Polisacaridos &acidos
Polisacaridos acidos
Polisacaridos acidos

o]
|
n

Supresor



CUADRO 5: Sustancias de origen vegetal que actian sobre
enzimas relacionadas con el fendémeno inflamatorio

Especies Efecto® Compuestos
descriptas conocidos
Anacardium occidentale - Cardanol
Capsicum annium - Capsaina
Eclipta alba - Wedelactona
Ledum palustre - Eugenol

(=)
(=)
(=)
(=)
Schinus therebinthifolius =) Cardanol
(=)
(=)
(=)
(=)

Syzygium aromatica - .Eugenol
Spilanthes oleracea - Spilantol
Toxicodendron radicans - Urushiol
Thymus vulgaris - Eugenol

38
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LA FAMILIA MELIACEAE Y EL SISTEMA INMUNE

Las melidceas componen una familia de plantas utilizada
ampliamente en medicina natural para el tratamiento de
distintas enfermedades. Se ha reportado que extractos obtenidos
a partir de hojas, corteza yrsemillas de distintos miembros de
esta familia han sido utilizados exitosamente en el tratamiento
de afecciones reumaticas e inflamatorias, tumores, infecciones
microbianas, diversas parasitosis y ciertas enfermedades de la
piel (11, 25, 26, 33, 35, 37, 40, 44, 60, 61, 113, 119).

Tal vez el representante mas estudiado de esta familia sea
Azadirachta indica, una planta utilizada durante siglos en la
medicina natural de la India. Pillai y Santhakumari (122)
probaron el efecto de 1la administracién oral a ratas de
nimbidina, mezcla de limonoides que se obtiene del aceite de
las semillas de Azadirachta indica (135). La nimbidina inhibid
significativamente y de manera dependiente de 1la dosis, el
edema inducido por carragenanos O por caolina (respuesta
inflamatoria aguda), al igual que 1la artritis inducida por
formaldehido (respuesta inflamatoria crénica). Okpanyi y col.
(117) obtuvieron resultados similares luego de tratar ratas por
via oral con un extracto metanélico de hojas y corteza del
mismo Aarbol. Por ultimo, cabe destacar que Bhargava y col.
demostraron que un limonoide obtenido a partir de la nimbidina,
el nimbinato de sodio, era responsable de la actividad

antiinflamatoria previamente mencionada (27). Esta actividad no
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es mediada por las glandulas adrenales ya que en los modelos de
inflamacidén crénica el peso de estas glandulas no se incrementd
(27, 117). Teniendo en cuenta que la nimbidina es utilizada
como antihistaminico (123) y que es capaz de inhibir la
prostaglandina sintetasa (116), la fuerte reduccidén del edema
en la pata de la rata pudo exElicarse como una inhibicién de la
liberacidén de los mediadores de inflamacidén aguda mientras que
la supresién de reacciones mas crdnicas que involucran
proliferacién celular se relaciona con una disminucién en la
respuesta inflamatoria mediada por prostaglandinas.

Por otro 1lado, Fujiwara vy coi. (61) reportaron la
inhibicién del edema inducido por carragenanos en ratones
después de la administracién oral de polisacaridos obtenidos a
partir de la corteza del mismo arbol.

También se determiné que diversos polisacaridos (6, 60) y
limonoides (121) aislados de la corteza de Azadirachta indica
poseen marcada actividad antitumoral aunque hasta el momento se
desconoce el mecanismo por el que actuan.

En 1987, Van der Nat y col. (151) confirmaron que las
propiedades antiinflamatorias y antirreumdticas atribuidas a
preparaciones crudas de Azadirachta indica podian explicarse
como una consecuencia de la inhibicién de 1la activacidén del
complemento y de la produccién de aniones superdéxido por parte
de los leucocitos polimorfonucleares (100). Ellos demostraron
que extractos acuosos obtenidos a partir de la corteza de

Azadirachta indica tenian actividad anticomplementaria "in
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vitro" vy, al mismo tiempo, eran capaces de inhibir el
metabolismo oxidativo de leucocitos de sangre humana y de
estimular la produccidén "in vitro" del factor estimulador de
macrdéfagos. Resultados similares se obtuvieron con extractos
acuosos de Mumronia pumila (101), otro miembro de la familia
Meliaceae. .

La purificacién de los principios activos responsables de
las actividades presentes en el extracto de A.indica, determinéd
que la actividad anticomplementaria es ejercida por dos
péptidoglicanos de pesos moleculares 150 kD y 12 kD (152). Por
otro lado, compuestos de bajo peso molecular entre los cuales
se han identificado al A&cido galico, la (+)-galactocatequina,
la (+)-catequina y 1la (-)-epicatequina, resultan ser 1los
responsables de la inhibicién de 1la produccidén de radicales
libres del oxigeno (153).

En trabajos previos de nuestro laboratorio pudieron
detectarse actividades inmunomoduladoras en distintas
melidceas. En particular, se comprobd que los extractos acuosos
de hojas verdes de Melia azedarach L., una planta con
reportada actividad antirreumatica (119), son capaces de
inhibir "in vitro" la fagocitosis y el estallido respiratorio
de macréfagos peritoneales murinos. Se demostrdé asimismo que
esta inhibicién del metabolismo oxidativo ocurre
independientemente de que el estimulo utilizado involucre o no
la activacién de receptores de membrana. Es decir, 1los

extractos no sdélo inhiben la ingestién de antigenos



42

particulados sino que también ejercen un efecto inhibitorio
directo sobre el metabolismo oxidativo de las células
fagociticas (41). En otra serie de estudios se detectd una
fuerte actividad anticomplementaria "in vitro" en dichos
extractos. La incubacién de suero humano con distintas
concentraciones de 1los extractos reduce de un modo dependiente
de la dosis la capacidad hemolitica de dicho suero. Esta
inhibicién es independiente de la .via de activacidén del
complemento ensayada (clasica o alternativa). Por otro lado, el
extracto no afecta la actividad fagocitica o el metabolismo
oxidativo de leucocitos polimorfonucleares humanos (22). Es
interesante destacar que el tratamiento "in vitro" de
linfocitos de bazo de ratdén con distintas concentraciones del
extracto suprime la proliferacién inducida por mitdgenos en
dichas células (41).

Los extractos acuosos de Melia azedarach L. también
presentan una interesante actividad inmunomoduladora "in vivo".
El tratamiento con 1los extractos aumenta la sobrevida de
ratones lactantes infectados con el virus Tacaribe, el cual
induce en estos animales una encefalopatia mortal de naturaleza
inmune (12, 30). Asimismo la administracién de los extractos
produce una inhibicién de la produccidén de interferdn por parte
de ratones adultos (11). Por otro lado, el extracto acuoso de
M.azedarach presenta distintas actividades inmunosupresoras en
el ratén adulto. La administracidén del extracto por via

intraperitoneal es <capaz de inhibir la produccién de
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anticuerpos, la reaccidén injerto contra huésped y el edema
inducido durante un esquema de hipersensibilidad retardada
(41). En todos 1los <casos se evidencia un efecto dosis
dependiente del extracto. Por ultimo, cabe destacar que 1la
administracién intraperitoneal del extracto a ratones adultos
induce una modificacién trans%toria en la férmula leucocitaria
de los mismos, provocando un aumento en el numero de PMN y una
disminucién en el numero de linfocitos circulantes en sangre
periferica, sin afectar el recuento de leucocitos totales (20).

Otra meliacea estudiada en nuestro laboratorio ha sido
Cedrela tubiflora. Extractos acuosos de dicha planta presentan
"in vitro" una importante actividad anticomplementaria tanto en
el ratén como en el humano. La incubacién de los sueros con el
extracto reduce significativamente la capacidad hemolitica de
los mismos. El efecto es dosis dependiente y mads importante en
la via clasica que en la alterna (23, 24). Dicho efecto es mas
marcado que el reportado en Melia azedarach L. El tratamiento
con el extracto crudo de C.tubiflora también es capaz de
inhibir significativamente la fagocitosis y el metabolismo
oxidativo de macréfagos murinos. Como en Melia azedarach L., el
extracto inhibe el estallido respiratorio independientemente de
que el estimulo wutilizado involucre ‘0o no la activacién de
receptores de membrana. El efecto antifagocitico también se
observa en PMN murinos, aunque en este caso el extracto no es
capaz de modificar al metabolismo oxidativo de dichas células

(21). Por otro 1lado, el extracto inhibe "in vitro" la
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fagocitosis y el metabolismo oxidativo de monocitos vy
polimorfonucleares de sangre humana periférica. Los linfocitos
obtenidos de la misma fuente y tratados "in vitro" con
distintas concentraciones del extracto presentan un marcado
descenso en su respuesta proliferativa frente a mitdégenos (21).

Es interesante destacar'que tanto en Melia azedarach L.
como en Cedrela tubiflora, la actividad anticomplementaria
resultd estar asociada a fracciones de elevado peso molecular
mientras que las actividades antifagociticas y antimitogénica
se encontraron asociadas a fracciones de bajo peso molecular
(22, 23, 41).

Todos estos datos llevaron a realizar un screening sobre
distintas meliaceas autdéctonas con el fin de detectar posibles
actividades inmunomoduladoras. En principio se estudidé el
efecto de extractos acuosos de hojas de distintas plantas sobre
la capacidad fagocitica de macréfagos murinos. Las plantas
estudiadas fueron: Melia azedarach var. gigantea, Melia
azedarach var. variegada, Melia toona, Melia toosedans, Cedrela
lilloi, Trichilia elegans y Trichilia glabra (114). VLos
resultados expresados como CI50% (concentracidén de extracto en
mg/ml que reduce la capacidad fagocitica al 50%) se observan en

el Cuadro 6:
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CUADRO 6: ACTIVIDAD ANTIFAGOCITICA DE DISTINTAS MELIACEAS

Planta C150%
Melia azedarach var. gigantea sin actividad
Melia azedarach var. variegada 1,33
Melia toona 0,41
Melia toosedans 0,40
Melia caoba 0,94
Cedrela lilloi 0,05
Trichilia elegans 0,026
Trichilia glabra ‘ 0,02

En este Cuadro se puede observar que las plantas con mayor
actividad antifagocitica resultaron ser Cedrela 1lilloi,
Trichilia elegans y Trichilia glabra por lo que fueron elegidas
para continuar los estudios. En particular, estudios
preliminares han reportado la presencia de actividad
anticomplementaria "in vitro" en los extractos acuosos de
Cedrela 1lilloi y Trichilia elegans. Ambos extractos también
presentaron efectos inhibitorios sobre la capacidad fagocitica
y el metabolismo oxidativo de macréfagos murinos y sobre la
proliferacién de linfocitos de bazo. Por ultimo, cabe destacar
que dichos extractos ejercen "in vivo" un efecto supresor sobre
la respuesta de hipersensibilidad retardada en el ratdn albino
(114).

El presente trabajo de tesis es un compendio de los
estudios realizados en el ratén sobre las actividades
inmunomoduladoras presentes en los extractos acuosos de hojas
verdes de la tercera de de las meliaceas escogidas: Trichilia

glabra.
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OBJETIVOS



1)

3)
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El presente trabajo de tesis tuvo como objetivos:

Investigar la presencia de actividades inmunomoduladoras
sobre el sistema inmune del ratdén del extracto acuoso de
hojas de Trichilia glabra. Para esto se estudid el efecto de
dicho extracto sobre distiqtos paradmetros de la respuesta
inmune del ratén adulto cepa Balb/c tanto "in vivo" como "in
vitro".

Realizar una caracterizacién bioquimica basica de las
actividades investigadas.

Intentar purificar los principios activos responsables de

las distintas actividades bioldgicas estudiadas.
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MATERIALES Y METODOS
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l1.- Animales

Se emplearon ratones de la cepa endocriada Balb/c tanto
para los estudios "in vitro" como para los estudios "in vivo".
Estos animales fueron provistos por el Bioterio del Centro de
Investigaciones en Ciencias Vgterinarias, INTA, Castelar.

Para los experimentos de injerto <contra huésped, se
utilizaron ratones Balb/c e hibridos de la primera generacién,
F1(Balb/cJ ([H-29] x AKR/J [H-2K}) y F1(Balb/cJ x DBA/2J [(H-
2d]). Por convencién se nombra primero la cepa materna y luego
la paterna. Estos animales fueron provistos por el Bioterio de
la Seccidén Leucemia Experimental, Instituto de Investigaciones
Hematolégicas, Academia Nacional de Medicina.

En todos los casos se utilizaron ratones adultos de ambos

sexos entre 8 y 24 semanas de vida.

2.- Complemento

Como fuente de complemento se utilizdé suero fresco de
ratén. Para obtenerlo grupos de 10 ratones fueron exanguinados
y las muestras de sangre se incubaron a 37°C en bafio de agua
durante 30 min, separéandose el suero por centrifugacién a bajas
revoluciones en centrifuga refrigerada. Dichos sueros se
juntaron e inmediatamente fueron utilizados para los ensayos de

actividad anticomplementaria.
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3.- Células

3.1.- Lineas celulares

Se emplearon células Vero (rifion de mono verde africano,

Cercopithecus aethiops) y L-929 (fibroblastos de ratén). Estas

lineas fueron crecidas en monocapa con Medio Esencial Minimo
de Eagle (MEM, Gibco) suplementado con 5 % de suero de ternera
(Gibco) previamente inactivado por calentamiento a 56°C durante
30 min y 50 pg/ml de gentamicina (medio de crecimiento). El
mantenimiento de estas lineas celulares se realizé a 33°C en
MEM 2 % suero de ternera inactivado y 50 pg/ml de gentamicina

(medio de mantenimiento).

3.2.- Obtencidén de células peritoneales adherentes

(CPA) de ratén

3.2.1.- Macréfagos residentes y no residentes

Se emplearon ratones adultos (aproximadamente 60 dias de
vida) Balb/c normales o estimulados 48 h antes por via
intraperitoneal (ip) con 3 ml de una suspensidén estéril de
almidén al 2% P/V en buffer salino fosfatado (PBS).

Para obtener los exudados peritoneales se procedidé segun
se describe a continuacién (174). Los animales se sangraron a

blanco, luego de lo cual se realizdé una incisién longitudinal
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en la linea media del abdomen sin dafiar la membrana peritoneal.
Luego de bafiar esta membrana con alcohol etilico 70°, se
inocularon en la cavidad peritoneal 5 ml de MEM conteniendo 5
U/ml de Heparina (Abbot). Después de masajear el area abdominal
se drendé el exudado a través de la misma aguja utilizada para
la inoculacién del medio.

La viabilidad de la suspensién celular obtenida,
determinada por el método de exclusidédn de Azul Tripan (120) fue
siempre superior al 95%. Por tincién con naranja de acridina
(66) se determindé que la proporcidén de macré6fagos en el exudado
peritoneal era del 90%.

Para establecer 1los cultivos, se sembré 1 ml de una
suspensién de CPA que contenia 3 x 104 macréfagos sobre
laminillas de vidrio en tubos Leighton. Después de 2 h de
incubacién a 37°C, se removieron las células no adherentes y se

cubrieron los cultivos con medio de crecimiento.

3.2.2.- Polimorfonucleares (PMN)

Los animales utilizados como fuente de células recibieron
6 h antes de ser sacrificados, una dosis de 3 ml de caldo
tioglicolato al 2% por via 1ip. Las células peritoneales
enriquecidas en PMN se cosecharon siguiendo el protocolo
descripto en 3.2.1.

Se establecieron los cultivos sembrando en tubos Leighton

1 ml de una suspensién de CPA que contenia 2 x 106 células.
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Se dejaron adherir las células durante 2 h a 37°C,
determinandose, por recuento diferencial luego de una tincién
con May Grunwald-Giemsa, que mads del 90% de las células

adherentes eran PMN.

3.3.- Obtencidén de células de bazo y ganglio de ratén

Se emplearon ratones normales para obtener las células
segin se detalla a continuacién. Los animales fueron
sacrificados por dislocacién cervical y luego se extrajo el
bazo o el ganglio popliteo. Las células de estos 6érganos se
disgregaron contra mallas estériles de alambre fino de acero
inoxidable. Se utilizé RPMI 1640 (GIBCO) suplementado con 5% de
suero fetal bovino para lavar los 6rganos y recoger las células
obtenidas. Las suspensiones celulares fueron centrifugadas a
900 x g durante 10 min. El sedimento celular se lavd tres veces
con el medio ya mencionado. Finalmente, las células se
resuspendieron en 2 ml de RPMI 1640 suplementado con 10% de
suero fetal bovino, 1072 M de 2-Bmercaptoetanol y 50 pg/ml de
gentamicina (medio completo para linfocitos). Se contaron las
células vivas en una camara de Newbauer aplicando método de
exclusién de azul tripdn previa lisis de los gldébulos rojos por
medio de un shock hipoténico.

Cuando las suspensiones celulares se utilizaron para
inocular animales en la almohadilla plantar o por via

endovenosa (ev), las concentraciones celulares se ajustaron de
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manera tal gque la masa celular a inocular correspondiera a
volumenes de 0,05 ml.

Por otro lado, se establecieron cultivos en microplacas de
96 pocillos de fondo plano, sembrandose 2 x 10° células en cada
uno de ellos, en presencia de 4 pg/ml de Concanavalina A (Con
A, Sigma Chemical Co), 10 ng/ml de Lipopolisacarido (LPS, Sigma
Chemical Co) y se incubaron a 37°C en estufa gaseada (atmésfera
de 5% de COjp).

En otra serie de experimentos se empled una suspensidn de
células de bazo depletadas de adherentes. Para ello, una
suspensién de células de bazo obtenida como se describid
anteriormente, fue incubada durante una hora a 37°C en un caja
de Petri de plastico, recogiéndose el sobrenadante (que
contenia células no adheridas al plastico) una hora mas tarde.
Dicha suspensién se sometid a una segunda incubacidén en iguales
condiciones. De esta manera se buscé disminuir la proporcidédn de
células adherentes presentes en la suspensién celular, entre
ellas los macréfagos. La suspensidn celular asi obtenida fue
utilizada para realizar ensayos de proliferacién en presencia o

ausencia del extracto.
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4.~ Virus

El virus usado durante el desarrollo de las experiencias
fue el virus Herpes simplex tipo I (HSV-I) cepa KOS mantenido

en el laboratorio por pasajes en células Vero.

4.1.- Preparacidén del stock viral

Se infectaron monocapas de células Vero con una
multiplicidad de 0,1 unidades formadoras de placas (UFP) por
célula. Se dejdé adsorber el indéculo 1 h a 37°C, agitando cada
20 min. Se volcd el sobrenadante y se incubé con medio de
mantenimiento durante 48 h a 37°C. Al cabo de este periodo se
coseché el virus intracelular por congelado y descongelado (3X)
a -70°C, centrifugando los sobrenadantes asi obtenidos 10 min a
1500 x g para bajar restos celulares. E1 sobrenadante se

conservdé a -70°C sirviendo como stock de virus.

4.2.- Titulaciédn del stock viral

El stock se tituld por el método de unidades formadoras de
placas (UFP). Para tal fin, se prepararon diluciones seriadas
al décimo del stock viral en medio de mantenimiento. Se
inocularon (por triplicado) botellas de cultivo de 15 ml con
0,2 ml de cada dilucidén asegurando la correcta dispersién del

inbculo en toda la monocapa de células Vero. Se dejé adsorber 1
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hora a 37°C, se volcé el indculo y se cubrieron las células con
3 ml de una mezcla en una relacién 1l:1 de agar 1,6% y medio de
mantenimiento doble concentrado. Una vez solidificado el medio,
las botellas se incubaron en posicién invertida 48 h a 37°C. Al
cabo de este tiempo, las monocapas fueron fijadas con formol al
10% v/v durante 30 min, luego de lo cual se tifieron con cristal
violeta 1 % durante 15 min y se contaron las placas de lisis
resultantes. El titulo se calculd segun la siguiente férmula:
Titulo= n/v x d

n° de placas contadas.

]

siendo: n

v= volumen de inéculo.

Q.
[

dilucién viral
El stock empleado en los experimentos tenia un titulo de 4

X 106 UFP/ml.

5.- Material vegetal
5.1.- Recoleccién del material vegetal

Todos los extractos empleados se obtuvieron a partir de
hojas verdes y sanas de Trichilia glabra, recolectadas cada ario
durante los meses de noviembre a marzo en distintas zonas de la
Capital Federal. Estas hojas fueron lavadas con agua destilada,
se escurrieron y se almacenaron a -20°C hasta el momento de su

utilizacién.
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5.2.- Preparacién del extracto

Se hizo un homogenato en licuadora de hojas verdes de
Trichilia glabra usando buffer fosfato de potasio 10 mM, pH=7,2
adicionado con cloruro de potasio 0,35 M (1 g de material
vegetal por ml de buffer de extraccién). Se filtrdé a través de
pafioc de algoddén y se centrifugé 1 h a 10.000 x g para
clarificar. El sobrenadante fue esterilizado por filtracidn.
Toda la operacién se realizé a 4°C. A esta fraccién se 1la
denominé Extracto Crudo, siendo su concentracidén de 40 mg de
material vegetal por ml de solucién estimado por desecacién en

estufa.

6.- Ensayos "in vitro"

6.1.- Ensayo de actividad hemolitica del complemento

El suero utilizado como fuente de complemento se obtuvo de
ratones BALB/c segqun se indicé en 2. Como sistema indicador de
la actividad hemolitica presente en el suero se utilizaron
glébulos rojos de conejo (GRCo) opsonizados con IgM antiGRCo
(via clasica) o sin opsonizar (via alterna) (125, 154, 155).

La concentracidén optima de suero (aquella que produce el
40 - 60% de hemdélisis del sistema indicador) se determind

mediante la ecuacién de Von Krogh (108}).
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Se usd buffer salino veronal (VBS) conteniendo veronal 5 mM
y NaCl 150 mM, pH 7,4. Este fue suplementado con Mg** (0,95 mM)
y cCa*t (0,15 mM) (VBS++) o con Mg*t (95 mM) vy acido
etilenglicol-bis(2-aminoetil)tetraacético (EGTA 8 mM) (VBS-
EGTA) .

Todos los reactivos se diluyeron en VBS**t (via clasica) o
VBS-EGTA (via alterna).

Para determinar la actividad anticomplementaria del
extracto, 0,4 ml de 1la dilucién apropiada del suero se
incubaron a 37°C con 0,4 ml de distintas diluciones del
extracto en VBS++ o VBS-EGTA. Luego de 30 min, se agregaron 0,2
ml de una suspensién al 1,4% de GRCo (opsonizados o no segun el
caso) y se continudé la incubacién durante 1 hora (via clasica)
0 30 min (via alterna). Posteriormente, se centrifugaron los
tubos de reaccién 10 min a 800 x g en centrifuga refrigerada y
se determindé la absorbancia de los sobrenadantes (I) a 541 nm
(93) . El1 porcentaje de inhibicién de hemdlisis se calculd segun
la siguiente férmula:

% de inhibicién = 100 - (I-II)/(III - IV) x 100
donde II se refiere a la absorbancia a 541 nm (Agq1) de un
sobrenadante al cual se le agregd buffer en lugar de suero.
Como el extracto es coloreado, este control se realizd para
cada dilucién del extracto ensayada. III indica la Agg; del
control de 1lisis (100 % de hemdlisis) y IV es la Agq) de los
sobrenadantes correspondiente al control de GRCo méas buffer (0

% de hemdélisis) (108).
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6.2.- Determinaciédn del efecto del extracto sobre la
capacidad fagocitica de los macréfagos

peritoneales murinos

El efecto de los extractos sobre la capacidad fagocitica
de CPA se estudié wutilizando como sistema indicador 1la

ingestién de gldébulos rojos de carnero (GRC) opsonizados.

6.2.1.- Opsonizacién de GRC

Se preparé una suspensiétn de GRC al 5% v/v en PBS. Se
diluyé en el mismo buffer IgG de conejo anti GRC a la maxima
dosis no aglutinante y se agregdé a un volumen de la suspensidn
de GRC, otro volumen del antisuero diluido, mezclando bien. Se
incubé la mezcla 30 min a 37°C en bafo de agua con agitacién
periédica. Pasado este tiempo, se centrifugdé en frio durante 10
min a 2000 x g. Se descartd el sobrenadante y los glébulos
rojos fueron resuspendidos en PBS en un volumen igual al de

partida.

6.2.2.- Ensayo de opsonoeritrofagocitosis

Los cultivos de CPA de ratén obtenidos como se describid
anteriormente (ver 3.2) fueron incubados durante 24 h a 37°C
con distintas diluciones de extracto (tratados) o con MEM

(controles). Al cabo de este periodo se lavaron los cultivos
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con medio de mantenimiento y se incubaron durante 1 h a 37°C
con 1 ml de una suspensién al 0,5% de GRC (v/v) opsonizados en
medio de crecimiento. Luego de esto, los «cultivos se lavaron
exhaustivamente con PBS (para sacar el exceso de eritrocitos).
Las ceélulas se fijaron con metanol durante 1 min y se
colorearon con Giemsa diluido (dilucién 1:21 en agua
destilada) . En algunos ensayos se procedidé a lisar los glébulos
rojos adheridos a la superficie de las células. Para ello,
antes de fijar las células se las incubdé durante 15 min con una
solucidén hipoténica (0,15 M) de ClNH4q.

Dichos preparados fueron observados al microscopio éptico
(1000 x) y se calculd el porcentaje de fagocitosis obtenido
segun la siguiente férmula:

o

% de fagocitosis = (n° cél. pos./n° cél. total) x 100.

Se contaron por lo menos 100 células por cultivo y se
consideraron células positivas para la fagocitosis a aquellas
que incorporaran mas de 4 GRC opsonizados.

Comparando los porcentajes de fagocitosis de las células
tratadas y los controles se determinéd la actividad
antifagocitica del extracto, 1o que se expresa como una
concentracién inhibitoria 50% (CIgqg%) es decir, aquella

concentracién del extracto que reduce al 50% la fagocitosis de

los cultivos tratados respecto del control.



6.2.3.- Reversibilidad del efecto del extracto sobre

la capacidad fagocitica

Se obtuvieron cultivos de CPA murinas y se incubaron con
medio de <crecimiento (controles) o <con una determinada
concentracién del extracto (0,25 mg/ml) en medio de crecimiento
(tratados) durante 24 h a 37°C. Al cabo de este periodo, se
volcaron los sobrenadantes y se lavaroﬁ los cultivos dos veces
con medio de mantenimiento. Los cultivos se cubrieron con medio
de mantenimiento y se continué 1la incubacién a 37°C. A
distintos tiempos después de retirar el medio de cultivo con el
extracto, se realizdé el ensayo de opsonoeritrofagocitosis ya

descripto anteriormente.

6.2.4.- Cinética de establecimiento del efecto
inhibitorio del extracto sobre la capacidad

fagocitica de macréfagos murinos

Para determinar el tiempo necesario para que se manifieste
el efecto de 1los extractos sobre la fagocitosis, se
establecieron cultivos de células peritoneales residentes en
medio de crecimiento. A distintos tiempos antes de dosar 1la
capacidad fagocitica, el medio se reemplazé por una determinada
concentracién (0,25 mg/ml) del extracto en medio de

crecimiento.
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En todos los casos el ensayo de opsonoeritrofagocitosis se

realizdé 24 h después de establecido el cultivo.

6.2.5.- Efecto del extracto sobre la fagocitosis de

particulas de silica

El siguiente ensayo se basé en 1los estudios de 1la
citotoxicidad de la silica sobre los macréfagos desarrollados
por Allison y col. (3). Brevemente, se obtuvieron cultivos de
CPA murinas y se incubaron en medio de crecimiento (controles)
o con distintas diluciones del extracto en el mismo medio
(tratados) durante 24 h a 37°C. Al cabo de este periodo, se
volcaron los sobrenadantes y se lavaron los células con medio
fresco. Los cultivos se cubrieron con medio fresco conteniendo
una concentracién de 0,2 mg/ml de silica (MERCK) (tamafio de las
particulas = 2,5 pm - 10 pm) y se incubaron durante 4 h a 37°C.
Una vez finalizada esta incubacidén se lavaron 1los cultivos
exhaustivamente con medio fresco para eliminar los restos de
silica y se continudé la incubacidén con medio de crecimiento por
un periodo adicional de 72 h. Al cabo de este tiempo se fijaron
las células con metanol y se tifieron con Giemsa. Se contaron 30
campos al azar y se compard el numero de células presentes en

tratados y controles.
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6.2.6.- Efecto del extracto sobre la formacidén de

rosetas

Los cultivos de CPA de ratdén obtenidos como se describid
anteriormente fueron incubados durante 24 h a 37°C con medio de
crecimiento (controles) o con distintas diluciones de extracto
en el mismo medio (tratados). Al cabo de este periodo se
lavaron los cultivos con medio de mantenimiento y se desafiaron
con 1 ml de una suspensién al 0,5% (v/v) de GRC opsonizados en
medio de crecimiento. Los cultivos se incubaron durante 1 h a
4°C, luego de lo cual se elimindé el exceso de eritrocitos por
lavado con PBS. Las células se fijaron con metanol y se
colorearon con Giemsa. El1 porcentaje de rosetas se calculd
segun la siguiente férmula:

% de rosetas= (n° rosetas/n°® cél. total) x 100.

Se contaron por lo menos 100 células por cultivo y se
consideraron como rosetas a aquellas células que tuvieran

adheridos mads de 4 GRC opsonizados.

6.2.7.- Determinacién del efecto del extracto sobre

a produccién de radicales libres

La unién de un antigeno opsonizado a la superficie de una
célula fagocitica va acompafiada por un aumento brusco en el
consumo de oxigeno que se conoce como estallido respiratorio.

La concentracién de oxigeno en el medio disminuye conjuntamente



63

con la aparicién de radicales téxicos oxigenados que se liberan
y estan relacionados con los fendémenos de inflamacién y muerte
celular. El estallido respiratorio también puede ser inducido
en ausencia de un estimulo fagocitico activando la proteina
quinasa C por medio del forbol 12-miristato 13-acetato (PMA).
Para evaluar el efecto de los extractos sobre la
activacién del metabolismo oxidativo se utilizé las técnica de

reduccién del azul de tetrazolio.

6.2.7.1.- Opsonizacién de zimosan

Diez miligramos de zimosan (SIGMA) fueron resuspendidos en
1 ml de PBS y calentados durante 20 min a 100°C. Luego de
enfriar, se agregd a la suspensién 1 ml de suero humano normal
como fuente de complemento. La mezcla se incubé 30 min a 37°C
con agitacién periddica. Luego se elimindé el suero por
centrifugacién y el zimosdn opsonizado se resuspendidé en PBS

(concentracién final= 10 mg/ml).

6.2.7.2.- Ensayo de reduccién del .azul de

tetrazolio (NBT)

El NBT es una sal que en su estado oxidado es amarilla y
puede ser reducida por los aniones superdéxido producidos por
una célula metabdélicamente activa. Al reducirse se transforma

en un complejo azul insoluble (formazadn) que es facilmente
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detectable en el citoplasma de las células por observacién
microscépica. Los cultivos se realizaron sobre laminillas de
vidrio en tubos Leighton. Se sembré en cada tubo 1 ml de una
suspensién de CPA conteniéndo 1 x 105'macr6fagos. Las células
se dejaron adherir por incubacién durante 2 h a 37°C. Al cabo
de este periodo se retird el sobrenadante y se lo reemplazd por
1 ml de medio de crecimiento (cultivos controles) o por igual
volumen de una dilucién de extracto en dicho medio (tratados).
Los cultivos se incubaron 24 h a 37°C. Luego, el sobrenadante
se reemplazé por 1 ml de medio de crecimiento suplementado con
0,5 mg/ml de NBT (SIGMA) y 1 mg/ml de zimosadn opsonizado
(estimulo fagocitico) o 0,01 ml de una solucién 8,3 x 10°% M de
PMA (SIGMA) (estimulo no fagocitico). Las células se incubaron
30 min a 37°C, se reemplazé nuevamente el sobrenadante con
medio de crecimiento y se continué la incubacién otros 30 min a
37°C. Pasado este tiempo, los cultivos se fijaron 1 min con
metanol y se colorearon con fucsina diluida.

En cada cultivo se contabilizaron como positivas a todas
aquellas células que presentaran depdsitos intracitoplasmaticos

de la sal de formazan.

6.2.8.~- Efecto del extracto sobre el consumo de

glucosa de macréfagos peritoneales

Cada pocillo de una microplaca de 96 pocillos fue sembrada

con 200 pl de una suspensidén de CPA de 107 cels/ml. Las células
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se dejaron adherir durante 2 h a 37°C en una atmbésfera de 5% de
CO» obteniéndose asi una monocapa celular. Finalizada esta
incubacién los cultivos se lavaron con medio fresco y luego se
cubrieron con 200 pl de medio de crecimiento (controles) o
distintas diluciones del extracto en el mismo medio (tratados).
Las células se incubaron a 37°C en una atmésfera con 5% de COjp.
Veinticuatro horas mas tarde se determindé la concentracién de
glucosa presente en los sobrenadantes del medio de cultivo por
medio de un ensayo enzimadtico (Glicemia enzimatica, Wiener
lab.). Se compararon los valores registrados para los cultivos
tratados y los controles con respecto a la concentracidéon de

glucosa presente en medio fresco.

6.2.9.- Efecto del extracto sobre la infeccidén de
macrofagos peritoneales murinos con virus

Haerpes simplex tipo I

Se establecieron cultivos de CPA (tratados y controles) de
igual modo a lo indicado en el punto 2. Las células se
incubaron a 379C y 5 % de COp. Veinticuatro horas mas tarde se
retiraron los sobrenadantes y los cultivos se infectaron con
HSV-I a wuna multiplicidad de infeccién de 0,1 UFP/célula.
Después de una hora de adsorcién se lavaron las monocapas Yy se
incubaron con medio de crecimiento durante 48 hs a 37°C en una

atmosfera con 5% de COp. Finalizado este tiempo el virus se



coseché por congelado-descongelado, se clarificé y se tituléd

por el método de unidades formadoras de placas.

6.2.10.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre la expresidén de
distintas moléculas en la membrana de

macréfagos peritoneales murinos

Con el fin de estudiar el efecto del extracto sobre la
expresién de moléculas presentes en la membrana de macréfagos
peritoneales murinos se utilizaron los anticuerpos monoclonales
OX6 y 13/2 (Sigma chemical Co.) marcados con isotiocianato de
fluoresceina. El1 anticuerpo monoclonal 0X6 reconoce moléculas
de <clase II del <complejo mayor de histocompatibilidad
codificadas por la regién I-A de los haplotipos k y s, mientras
que el anticuerpo monoclonal 13/2 reconoce la isoforma de 200
Kd del antigeno CD45. Dicho antigeno estd constituido por un
grupo de glicoproteinas de membrana con actividad de tirosina
fosfatasa cuyos pesos moleculares oscilan entre 180 y 220 Kd.
Dicho antigeno se expresa en leucocitos maduros e inmaduros,
incluyendo <células B y T, timocitos, PMN vy fagocitos
mononucleares (71, 84). Para determinar el efecto del extracto
sobre la expresiétn en la membrana de los macréfagos
peritoneales de los antigenos reconocidos por dichos
anticuerpos, cultivos de dichas c¢élulas fueron incubados

durante 24 hs a 37°C con medio de mantenimiento (controles) o
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distintas concentraciones del extracto (0,03 - 0,5 mg/ml) en el
mismo medio. Una vez finalizada esta incubacién las células se
se lavaron con PBS a temperatura ambiente durante 20 min y
luego se fijaron durante 30 min a -20°C con una mezcla 1:1 de
metanol y acetona. La células asi tratadas se incubaron durante
20 min a temperatura ambiente con una dilucién 1/40 en PBS de
la solucién de O0X6 o de 13/2. Una vez finalizada esta
incubacién los cultivos recibieron dos lavados sucesivos en
PBS. Luego los cultivos se montaron con glicerina tamponada y
se observaron en un microscopio con iluminacidén UV a 1000 x. Se
determiné el numero de células fluorescentes en 20 campos y se
compararon los valores de los cultivos tratados respecto a los

controles sin tratar.

6.2.11.- Efecto del extracto sobre PMN murinos

Cultivos de PMN murinos obtenidos como se describid
anteriormente se incubaron 45 min a 37°C con medio de
crecimiento (controles) o distintas diluciones del extracto en
dicho medio (tratados). Al cabo de este tiempo los cultivos se
lavaron con medio de <cultivo evaluandose 1la capacidad
fagocitica de las células por un ensayo de
opsonoeritrofagocitosis, el estallido respiratorio por Ila
técnica de reduccién de nitroazul de tetrazolio (NBT) (176) y
la viabilidad celular por el método de exclusidén del azul

tripan.
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6.3.- Determinacién del efecto del extracto sobre

los linfocitos

6.3.1.- Ensayo de incorporacidén de (3H) Timidina

Luego de 72 h. de incubacién de 1los cultivos de
linfocitos, en presencia o) ausencia de distintas
concentraciones de extracto, se agregaron a cada cultivo de
linfocitos (102 células por pocillo), 10 pCi de (3H) Timidina
(actividad especifica = 6,7 Ci/mM) (Dupont, New Research
Products, Boston, USA). Los cultivos se mantuvieron en estufa
gaseada (atmésfera de 5% COp) a 37°C durante 18 h y a
continuacién, se cosecharon las células utilizando un
cosechador automatico para células. La radioactividad
incorporada al ADN celular se mididé en un contador Beta de
centelleo liquido (Rack Beta Pharmacia Wallac Oy).

Cada ensayo fue realizado por triplicado.

6.3.2.- Efecto del extracto sobre la produccién de

interferén Gamma (IFN)
6.3.2.1.- Induccién de IFN gamma
Se establecieron cultivos de linfocitos. Para ello 2 x 109

células esplénicas fueron incubadas con 5 pg/ml de Con A en

presencia o ausencia de distintas diluciones de extracto. A las
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24, 48 y 72 h de cultivo se cosecharon los sobrenadantes de

los cultivos y se guardaron a -20°C para dosar IFN.

6.3.2.2.- Titulaciédn de IFN gamma

Se utilizdé el método de reduccién del numero de placas de
VSV en células L-929.

Monocapas de células L-929 se pretrataron (por duplicado)
24 h a 37°C en estufa gaseada (atmésfera de 5% COp) con medio
de mantenimiento (controles) o diluciones seriadas al medio, en
el mismo medio, de los sobrenadantes obtenidos segun se
especifica en el item anterior (tratados). Finalizada esta
incubacién, todos los cultivos, ﬁanto tratados como no
tratados, se desafiaron con 100 UFP de VSV. Luego de 1 hora de
adsorcién del indéculo viral, las monocapas celulares se
incubaron durante 48 h con medio de plaqueo (una mezcla de
medio de mantenimiento doble concentracién y metilcelulosa 1,4%
en una relacién 1:1). Al cabo de este tiempo, las células se
fijaron con formol 10% y las monocapas se colorearon con
cristal violeta 10% para visualizar las placas de lisis
virales.

El titulo de IFN presente en los sobrenadantes se expresd
como la inversa de la maxima dilucidén de los mismos, que redujo
el numero de placas de 1lisis en un 50% respecto de los

controles infectados no pretratados.
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7.- Ensayos "in vivo"

7.1.- Toxicidad de extracto acuoso en el ratén

Grupos de 10 animales fueron inoculados por via endovenosa
con una dosis diaria de 0,8 mg del extracto acuoso de T.glabra
en un volumen de 0,2 ml durante 10 dias consecutivos. A 1lo
largo de este tiempo se evaluaron peso, morbilidad y mortalidad

como pardmetros de toxicidad.

7.2.- Actividad anticomplementaria "in vivo"

7.2.1.- Efecto de distintas concentraciones del
extracto acuoso sobre la actividad

hemolitica del suero de ratones tratados

Grupos de 10 ratones fueron inoculados por via endovenosa
con 0,2 ml de distintas concentraciones del extracto (tratados)
o PBS (control). A las 12 h post-inoculacién se exanguinaron
los animales por el seno retroorbital determinadndose 1la
capacidad hemolitica de los sueros por el método descripto
anteriormente en la seccién 6.1. El grado de inhibicidén de la
capacidad hemolitica se calculd por la siguiente férmula:

% de Inhibicién = 100 - (% hemdbdlisis tratados/controles).
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7.2.2.- Cinética del efecto anticomplementaria

observado en el suero de animales tratados

Grupos de 10 ratones fueron inoculados por via endovenosa
con 0,2 ml de una dilucién al décimo del extracto crudo en PBS
(tratados) o igual volumen del diluyente (controles). A
distintos tiempos post-inoculacién los animales fueron
exanguinados determinandose la capacidad hemolitica de 1los
sueros. El porcentaje de inhibicidén de la capacidad hemolitica

se obtuvo como en el experimento anterior.

7.3.- Determinacién del efecto de los extractos

sobre la respuesta inmune humoral

7.3.1.- Esquemas de tratamientos e inmunizacidén de

los animales

Se estudid la produccién de anticuerpos hemaglutinantes en
grupos de 10 ratones Balb/c adultos inoculados diariamente con
una dilucidén al décimo del extracto en PBS (4 mg/ml) (tratados)
o con igual volumen del diluyente (controles). Se utilizaron
distintas vias de inoculacién del extracto, variando en algunos
casos la duracién del tratamiento.

Los ratones tratados y los controles fueron inmunizados
por via ip con 0,1 ml de una suspensién de GRC al 30% v/v en

PBS (dia 0).
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Los esquemas de tratamiento empleados fueron los que se

muestran en el siguiente Cuadro:

Dias de Volumen de indculo Via de
tratamiento (ml) inoculacién
~2,-1,0,+41,42 o5  ip
-2,-1,0 0,5 ip

-2,-1,0 0,2 ev

-2,-1,0 0,3 ig

ip= intraperitoneal, ev= endovenoso, ig=intragdstrica

Cinco dias después de la inmunizacidén, los ratones se
sangraron a blanco por puncién retroorbital y 1la sangre
obtenida se incub6é 1 h a 37°C. Luego una noche a 4°C se separd
el suero en forma estéril inactivadndose por calentamiento a
56°C durante 30 min. Los sueros se conservaron a -20°C hasta el

momento de su utilizacién.

7.3.2.~- Titulacién de anticuerpos hemaglutinantes

séricos de ratédn

Se empleé una microtécnica para 1o cual se wusaron
microplacas de 96 pocillos con fondo en "U" (81).

En primer lugar, se sembraron en cada pocillo 25 pl de
PBS. Luego, en los primeros pocillos de cada serie se sembraron

25 pnl de cada suero a dosar (previamente inactivado por
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calentamiento a 56°C durante 30 min) y mediante microdiluidores
de 25 ul se hicieron diluciones seriadas al medio. Finalmente,
en cada pocillo se agregaron 25 pl de una suspensidén de GRC al
1% v/v en PBS. Se dispuso de pocillos control con 25 pul de PBS
a los que también se les agregd 25 pl de la suspensidén de GRC.

Finalizado el procedimiento, la microplaca se cubridé e
incubé a temperatura ambiente durante 2 h. La lectura de los
resultados se realizé cuando en el control se depositd el botédn
eritrocitario. Se consideré hemaglutinacién positiva cuando el
pocillo presentd un pseudotejido continuo y carecié
completamente de botén. La mayor dilucién que mostrd
hemaglutinacidén positiva se considerd que contenia una unidad
hemaglutinante (UHA).

El titulo hemaglutinante se expresdé como la inversa de la

ultima dilucidén que produjo hemaglutinacién positiva.

7.4.- Determinacién del efecto del extracto sobre la

raespuesta inmune celular

7.4.1.- Reaccién de injerto contra huésped

Se empled el ensayo local de Ford y Simonsen (58) para
evaluar la alorreactividad T. Este ensayo consiste en la
inoculacién de células inmunocompetentes de animales de una
cepa endocriada A, en una de las almohadillas plantares de un

hibrido Fl1 adulto derivado del cruzamiento entre la cepa A y
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otra cepa B. Este hibrido expresa los antigenos de
histocompatibilidad de las células A injertadas. Por el
contrario, las células A del injerto reaccionan frente a los
antigenos de histocompatibilidad B expresados en las células
del huésped F1, desencadenando una reaccién local de injerto
contra huésped, en la que fundamentalmente interesa el ganglio
popliteo drenante de 1la almohadilla plantar inoculada. La
reaccién puede cuantificarse determinando el aumento de peso
que se produce en este ganglio compardndolo con el peso del
ganglio que drena la almohadilla plantar contralateral que
recibié células singeneicas con el huésped.

Para llevar a cabo este ensayo, ratones Fl(Balb/c x AKR/J)
y Fl(Balb/c x DBA/2) machos adultos fueron inoculados en la
almohadilla plantar derecha por via sub-cutanea con
suspensiones celulares de bazo provenientes de animales de la
cepa parental Balb/c. Como control, los huéspedes Fl1 fueron
inoculados en la almohadilla plantar izquierda con el mismo
numero de esplenocitos de machos adultos singeneicos.

Siete dias mas tarde se procedid al sacrificio de los
animales, disecando cuidadosamente los ganglios popliteos
derecho e izquierdo, que fueron luego secados y pesados en una
balanza Mettler, con una precisién de 0,01 mg.

Se determiné la diferencia de peso entre cada par de
ganglios como una medida de la capacidad alorreactiva de la

cepa dadora.
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Para analizar el efecto de 1los extractos sobre esta
respuesta, se dispuso de grupos de ratones Fl1 a los que se
traté o no con distintas diluciones del extracto. El esquema de
tratamiento <consisti®é en una Unica dosis de extracto
administrada por via ev simultaneamente con las células de la

cepa parental.

7.4.2.- Reaccién de hipersensibilidad retardada

En la reaccién de hipersensibilidad retardada intervienen
linfocitos T de hipersensibilidad retardada, células
especializadas que han sido sensibilizadas por exposicién a un
antigeno. Al tomar contacto por segunda vez con el mismo
antigeno, dichas células reacionan proliferando y liberando
citoquinas que atraen otros tipos celulares al 1lugar del
desafio, en el que se produce una reaccién de tipo
inflamatorio.

Se inocularon ratones por via ip con 0,2 ml de wuna
suspensién celular que contenia 1 x 106 GRC (dia 0). Los mismos
animales recibieron, siete dias mas tarde (dia + 7), 0,05 ml.
de una suspensiéon de GRC conteniendo 1 x 108 células, por via
subcutdnea en la almohadilla plantar derecha mientras que 1la
izquierda recibié igual volumen de PBS. Luego de 24 h (dia +8),
se midid el grosor de ambas almohadillas utilizando un calibre

de precisién. La diferencia de grosor entre ambas almohadillas



76

se considerdé como medida de la respuesta producida en el
huésped frente al antigeno.

Para analizar el efecto de los extractos sobre esta
respuesta, grupos de 10 ratones fueron inoculados por via ev
con 0,1 ml de una dilucién del extracto en PBS (tratados) o
igual volumen del diluyente (controles). Los ratones se

sometieron a los siguientes esquemas de tratamiento.

Dias de Concentracién del extracto

de tratamiento (mg/ml)
-2 ao 0
0,5
1
2
4
+4 a +7 0
0,5
1
2
4

7.4.3.- Efecto del extracto sobre la respuesta de

inflamacidén inmediata

El efecto del extracto sobre la inflamacidén inducida por
zimosan se estudidé en grupos de 10 ratones BALB/c. En este tipo
de respuesta inflamatoria local intervienen principalmente PMN
y el complemento (132). La inflamacién fue inducida por una

injeccién subcutanea en la almohadilla plantar derecha de 300
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Ug de =zimosé&n suspendidos en 25 pl de PBS. La almochadilla
plantar izquierda recibié igual volumen de PBS. Luego de 6 h se
midié el grosor de ambas almohadillas utilizando un calibre de
precision. La diferencia de grosor entre ambas almohadillas se
consideré como medida de la respuesta despertada en el huésped
por el antigeno.

Para analizar el efecto del extracto sobre esta respuesta,
grupos de 10 ratones se inocularon por via ev a las 6 y a las 3
h preinduccién con 0,2 ml de distintas diluciones del extracto
en PBS (tratados) 0 con igual volumen del diluyente
(controles). Los animales se dividieron en 3 grupos los cuales
recibieron concentraciones del extracto de 4, 2 y 1 mg/ml

respectivamente.

7.4.4.- Fagocitosis "in vivo"

La actividad fagocitica del sistema reticulo endotelial
murino se determindé segun la técnica de Hudson y Hay (81).
Grupos de 10 ratones cada uno fueron inoculados durante dos
dias consecutivos, por via ev, con 0,2 ml de una dilucién al
décimo del extracto en PBS (tratados) o igual volumen del
diluyente (controles). Seis horas después de administrarse 1la
ultima dosis del extracto los animales recibieron por via ev
0,2 ml de una suspensidén de carbdén coloidal al 1% en PBS. A los
3, 5, 10, 20, 30 y 60 min post-inoculacidén se extrajeron 25 ul

de sangre de cada animal y se lisaron los gldébulos rojos en 2
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ml de agua destilada. La absorbancia de las muestras se midié
al espectrofotémetro a 675 nm. Con los datos obtenidos con los
animales controles y los tratados, se realizaron graficos de
absorbancia en funcién del tiempo. La tasa de eliminacién del
carbén en sangre por accién del sistema reticulo endotelial
surge de calcular la pendiente de las curvas asi obtenidas. Se
compararon las tasas eliminacién del carbén de los animales

tratados y los controles.
8.- Analisis estadistico

Todos los estudios estadisticos se realizaron utilizando
el test "t" de Student (137).
9.~ Caracterizacidén bioquimica de las actividades

presentes en los extractos de Trichilia glabra

9.1.- Técnicas basicas

9.1.1.- Determinacién del peso seco del extracto

Para obtener el peso seco del gxtracto, un determinado

volumen del material se colocd en estufa a 60°C y fue calentado

hasta sequedad total. El material desecado se pesd y teniendo
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en cuenta el volumen de partida se obtuvo la concentracién del

extracto.

9.1.2.- Dosaje de proteinas

La determinacién de proteinas se realizé por el método de
Bradford (32), usando como patrén una solucién de albumina
bovina de 0,5 mg/ml. En algunos casos la elucién de proteinas
de las columnas cromatograficas se registrdé por lectura de la

D.0. a 280 nm.

9.1.3.- Dosaje de azicares

La concentracién de azucares se estimdé por el método del
fenol-acido sulfurico (50), empleando como patrdén una solucidn

de 0,5 mg/ml de glucosa.

9.2.- Ensayos realizados para la caracterizacién de

los principios activos

9.2.1.- DiAalisis

Una alicuota del extracto crudo se sometié a dialisis
exhaustiva frente a HyO destilada a 4°C. Para ello se utilizé
una bolsa de dialisis que impedia la exclusidén de moléculas de

PM mayor de 10.000 Dalton. Por otro lado, con el fin de obtener
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las moléculas de bajo peso molecular presentes en el extracto
se procedidé a realizar una didlisis reversa para lo cual se
colocd en un volumen grande de extracto una bolsa de dialisis
cerrada conteniendo HpO destilada. Veinticuatro horas mas tarde
se recogid el material ingresado por difusién en el interior de
la bolsa (PM < 10,000).

Se determinaron las actividades biolégicas presentes en

ambas fracciones (PM > 10,000 y PM < 10,000).

9.2.2.- Estabilidad térmica

Alicuotas del extracto crudo se incubaron durante 2 h a
distintas temperaturas (40, 60, 80 y 100°C). Posteriormente se

determiné la actividad bioldgica presente en dichas fracciones.

9.2.3.- Sensibilidad al agregado de &cidos y Alcalis

Alicuotas del extracto crudo se llevaron a pH 2 o pH 10
por agregado de HCl 1 M o NaOH 1 N respectivamente; una
alicuota control se mantuvo a pH 7. Luego de 3 h de incubacién
a 37°C las muestras se llevaron a neutralidad, se centrifugaron
y se conservaron a -20°C hasta la determinacién de su actividad

biolégica.
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9.2.4.- Tratamiento con tripsina y proteinasa K

Distintas alicuotas del extracto crudo fueron incubadadas
"in vitro" con tripsina de pancreas bovino (GIBCO) o proteinasa
K (SIGMA). Las concentraciones de enzimas en las mezclas de
reaccion fueron de 20, 10 y 5 mg/ml para la tripsina y de 0,2;
0,1 y 0,01 mg/ml para la proteinasa K. Luego de 2 h de
incubacién a 37°C las muestras se calentaron a ebullicién
durante 1 h y luego se diluyeron en medio de crecimiento (con
un agregado de 15 % de suero de ternera en el caso de la
tripsina para frenar la posible actividad proteolitica
remanente luego de la desnaturalizacién por calentamiento) a

fin de determinar su actividad biolégica.

9.2.5.- Precipitacién con alcoholes

Alicuotas del extracto crudo se mezclaron con 4 volumenes
de etanol o isopropanol y se mantuvieron durante una hora en
bafio de  hielo. El material insoluble se separbé por
centrifugacién a 10.000 x g durante 10 min. Los precipitados se
resuspendieron en agua destilada y se los conservé a -200C

hasta la determinacién de su actividad.
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9.2.6.- Cromatografia de filtracién molecular en

columna de Sephadex G-50

Un volumen de 0,5 ml del extracto crudo se sembré en una
columna de Sephadex G-50 (Pharmacia) de 50 ml de volumen total
equilibrada previamente con PBS. La columna se eluydé con el
buffer de equilibrio recogiéndose fracciones de 60 gotas cada
una (aproximadamente 3 ml). Las fracciones se conservaron a -

20°C y hasta la determinacién de su actividad biolégica.

9.2.6.1.~ Calibracién de la columna de Sephadex G-50

Para 1la calibracién de la columna se wutilizaron los
siguientes patrones de PM: Apronitina (6,5 x 103 D), Citocromo
C (1,2 x 104 D) y Anhidrasa carbénica (2,9 x 104 D) (Sigma,
Chemical Co.). Todas estas proteinas se detectaron en las
fracciones eluidas por el método de Bradford. Se determind
también el volumen de exclusién con azul Dextran y el volumen

total con cloruro de cobalto.
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10.- Purificacidén de los principios activos
presentes en hojas verdes de la planta

superior Trichilia glabra

10.1.- Preparacidén del material seco

Hojas frescas de Trichilia glabra se lavaron con H0
destilada y se secaron entre papeles absorbentes. Luego las
hojas se llevaron a estufa y se desecaron a 60°C. Las hojas
secas se molieron hasta obtener un polvo fino. Este material se

conservd a -20°C hasta su utilizacién.

10.2.- Extraccién de las hojas secas de Trichilia

glabra con distintos solventes

El polvo obtenido a partir de hojas verdes de Trichilia
glabra se extrajo en Soxhlet con cloroformo durante 6 h. El
extracto cloroférmico se evapord y se lo conservdé a -20°C. El
residuo de la extraccién cloroférmica fue sometido a una
extraccidén en Soxhlet durante 6 h utilizando metanol como
solvente. El extracto metandélico se evaporé a sequedad,
conservandose a -200C.

El residuo de la extraccién metanbélica se extrajo con agua
a ebullicién durante 4 h, se filtrd en caliente y se descartd

el material remanente. El1 extracto acuoso asi obtenido se



concentré por evaporacidén a presién reducida y se conservd a -
20°C hasta su utilizacién.
Una vez concluidas estas operaciones se determinaron las

actividades bioldgicas de las fracciones obtenidas.

10.3.- Purificacién de la actividad

anticomplementaria

10.3.1.- Obtencidén de una fraccidén cruda de

polisacaridos

El extracto acuoso obtenido como se explicdé anteriormente
se mezcldé con 4 volumenes de etanol en frio y el material
insoluble obtenido fue separado luego de una centrifugacién a
10.000 x g durante una hora. Se descarté el sobrenadante y el
material precipitado, se resuspendié en agua destilada y se
reprecipitdé por el agregado de 4 volumenes de etanol. El
precipitado asi obtenido se secd con acetona, se resuspendié en
agua destilada y se dializdé exhaustivamente contra el mismo
solvente. El material dializado se concentré por evaporacién a
presion reducida obteniéndose de esta manera una fraccién cruda

de polisacaridos.
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10.3.2.- Cromatografia de intercambio iénico en batch

(DEAE-Sephadex A-25)

Un volumen de la fraccién cruda de polisacaridos se mezcléd
con 10 volumenes de Sephadex DERE-A25 equilibrada en buffer
Tris-HCl, 0,02 M, pH 6,5. El sistema se dejé en agitacién
durante 15 min y seguidamente se lavdé con dos volumenes del
mismo buffer. La fraccién asi obtenida se denominé fraccidén no
adsorbida (N.A.). La resina se eluydé en primer lugar utilizando
un gradiente discontinuo de fuerza iénica por agregado de
distintas concentraciones de ClNa. Finalmente, se eluydé el
material aun presente en la resina por medio de un gradiente
discontinuo de pH obtenido por el agregado de distintas
concentraciones de NaOH. El siguiente esquema muestra el orden
y las condiciones en que fueron eluidas las distintas

fracciones obtenidas.
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FRACCIONES
Orden de Concentracién Concentracién
elucién de NacCl de NaOH

1. Buffer Tris-HC1
0,02 M pH 6,5

2. Buffer Tris-HCl1 0,1 M
pH 6,5
3. Buffer Tris-HC1 0,5M
pH 6,5
4. Buffer Tris-HCl 1,0 M
pH 6,5
5. Buffer Tris-HCl 1,0 M 0,5 N
6. Buffer Tris-HC1 1,0 M 1,0 N

Las seis fracciones obtenidas se dializaron contra agua
destilada en forma exhaustiva y se concentraron por evaporacién
a presiéon reducida. Posteriormente se determindé la actividad

anticomplementaria de cada fraccién.

10.3.3.- Cromatografia de filtracidén molecular en

columna de Sepharosa 2B

Una alicuota de 1 ml de la fraccidén NA resuspendida en PBS
se sembrd en una columna de Sepharosa 2B de 160 ml de volumen
total. La columna se eluydé con PBS recogiéndose fracciones de 3
ml cada una. Se determindé la presencia de azucares y proteinas

por los métodos de fenol-sulfurico y Bradford respectivamente.



87

La actividad anticomplementaria de cada fraccién fue evaluada

por el método detallado en la seccidén de 6.1.

10.3.3.1.~- Calibracién de la columna de Sepharosa 2B

Para la calibracidén de la columna se utilizaron dextranos
de PM: 9.300, 39.000, 500.000 y 2.000.000 (SIGMA) . Se
recogieron fracciones de 3 ml cada una determinandose el perfil
de elucién de azucares por el método del fenol-sulfurico. El
volumen total y el volumen muerto de La columna se determinaron

utilizando azul Dextran y cloruro de cobalto.

10.3.3.2.- Determinacidén del peso molecular

El peso molecular aproximado de los compuestos estudiados
fue obtenido a partir del perfil de elucién en columnas de
filtracién molecular. El valor fue estimado de un grafico del
PM en funcidén del Kav obtenido a partir de las sustancias
marcadoras empleadas. El Kav se define como la relacidn:

Kav = (Ve - Vo) / (Vt - Vo)
donde Ve: volumen de elucién de la sustancia.
Vo: volumen de exclusién de la columna.

Vt: volumen total de la columna.
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10.4.~- Purificacién de las actividades antifagocitica
y antimitogénica a partir de la fraccién

metandlica

10.4.1.- Particién de la fraccidédn metandlica en un
sistema bifasico compuesto por acetato de

etilo y agua

La fraccién metandélica fue evaporada a sequedad a presioén
reducida y se resuspendié en un volumen de agua destilada. Esta
solucién se particiondé con 4 volumenes de acetato de etilo. Se
obtienen asi dos fracciones las cuales se evaporan a sequedad,

determindndose su masa y actividad biolégica.

10.4.2.- Cromatografia en columna de Silicagel 60

La columna de Silicagel 60 (Merck, tamafno de granulo
0,040-0,063 mm) se armdé en seco y luego se equilibré con
cloroformo. Para realizar 1la cromatografia se utilizé una
relacién de 100 grs de silica por gramo de muestra. El material
a cromatografiar fue preparado como una pastilla seca. Para
ello se resuspendi® en metanol y se mezcldé con 1-2 grs de
silica. El metanol se eliminé por evaporacién al vacio y una
vez que la muestra estuvo bien seca se aplicé en la columna. La
elucién se realizdé primero con cloroformo y luego con distintas

proporciones de cloroformo:metanol (95: 5, 90: 10 y 80:20),



89

aplicandose dos volumenes de columna de cada mezcla de
solventes. Las fracciones obtenidas se evaporaron al vacio y
las diferentes muestras se resuspendieron en agua destilada

para ensayarse su actividad antifagocitica y antimitogénica.
10.4.3.- Columna de Sephadex LH-20

Un volumen de 1,0 ml de la fraccién activa obtenida de 1la
columna de silica resuspendida en metanol se sembré en una
columna de Sephadex LH-20 (Pharmacia) de 200 ml de volumen
total equilibrada previamente con metanol. La columna se eluyd
con metanol recogiéndose fracciones de 200 gotas cada una
(aproximadamente 3 ml). Las fracciones se conservaron a - 20°C

hasta ensayarse la actividad biolédégica de las mismas.
10.4.4.- Cromatografia en placa delgada

Las fracciones activas obtenidas de la columna de LH-20 se
cromatografiaron en placa delgada.

a) Metodo analitico:

Se utilizaron placas con base de alumunio de 5 x 2 cm con
soporte de silicagel 60 (Merck), espesor de capa 0,2 mm. El
solvente utilizado para la corrida cromatografica fue wuna
mezcla de cloroformo : metanol, 90 vol 10 vol. Las muestras
fueron sembradas con capilares a 0,5 cm del borde inferior vy

las corridas fueron interrumpidos a 0,2 cm del borde superior.



El reactivo de revelado usado fue 5 % de &acido sulfurico
concentrado en etanol (v/v), seguido de exposicién a 1000C
durante unos min. Los compuestos orgdnicos no volatiles dan
manchas marrén oscuro a negras sobre fondo blanco.

b) Método preparativo:

Se emplearon cromatofolios con base de aluminio de 20 x 20
cm con soporte de silicagel 60, espesor de capa 0,2 mm. El
solvente utilizado para la <corrida <cromatografica fue
cloroformo metanol, 90 vol 10 vol. Las muestras (20-30
mg/placa) fueron sembradas con capilares a 1,5 cm del borde
inferior y las corridas fueron interrumpidas a igual distancia
del borde superior.

Los extremos de la placa se revelaron con el reactivo
descripto anteriormente y luego se eluyeron las manchas
correspondientes de la porcién no revelada de la placa con
metanol. El solvente fue eliminado por evaporacién al vacio y
las muestras se resuspendieron en agua destilada para ensayar
la actividad biolégica de las mismas.

La relacién frontal (RF) de las manchas se calculé de 1la

siguiente forma:

distancia recorrida por la muestra

distancia recorrida por el solvente
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RESULTADOS
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PARTE I: EFECTO DEL TRATAMIENTO IN VITRO CON EL
EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA
SOBRE DISTINTOS COMPONENTES DEL SISTEMA INMUNE

DEL RATON

1l.- Actividad sobre el complemento del extracto acuoso

de hojas de Trichilia glabra

En primer término se quiso de;erminar si el extracto
acuoso de T.glabra inhibia la actividad hemolitica presente en
el suero del ratén. Para ello, distintas concentraciones de
extracto se incubaron durante 30 min a 37°C con una
concentracidén fija de suero (aquella capaz de lisar entre el 40
y el 60% de un sistema indicador compuesto por eritrocitos de
conejo opsonizados [via clasica] 0 sin opsonisar [via
alterna)). Luego se adicioné a dichas mezclas el sistema
indicador correspondiente a la via a evaluar y se continué la
incubacién a la misma temperatura durante 60 min (via clasica)
o 30 min (via alterna). Finalmente las mezclas se centrifugaron
y se determindé la absorbancia de los sobrenadantes,
calculandose el % de 1Inhibicién de la hemdélisis segin se
detalla en Materiales y Métodos, Seccién 6.1. Como se observa
en la Figura 1, el extracto inhibié de wuna manera dosis
dependiente la actividad hemolitica del suero. Dicho efecto se

manifiestdé en ambas vias de activacién del complemento, siendo
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mas pronunciada en la via cléasica. Las concentraciones
inhibitorias 50 % (CIggg) fueron de 2,4 y 5,1 mg/ml para las
via clasica y la alterna respectivamente (CIggg= concentracidn
de extracto que inhibe al 50 % la actividad hemolitica presente
en el suero).

En otra serie de experimentos, eritrocitos de conejo
opsonizados o sin opsonizar se preincubaron con el extracto
durante 30 min a 37°C. Finalizado este periodo las células se
lavaron dos veces con buffer veronal sdédico y se incubaron con
suero hemolitico en condiciones similares a las descriptas en
el ensayo anterior. En este caso no se observé una disminucién
de la actividad hemolitica del suero en ninguna de las dos vias
descartando de este modo un efecto directo del extracto sobre

la membrana celular de estas células.
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Figura 1: Inhibicién de la actividad hemolitica del suero de
ratdn por incubacién con el extracto acuoso de Trichilia
glabra.

El suero de ratén se incubé a 37°C con distintas
concentraciones del extracto en VBS++ (via clasica) o VBS-EGTA

(via alterna). Luego de 30 min, se agregd una suspensidén al
1,4% de GRCo (opsonizados o no segun el caso) y se continud la
incubacién durante 1 h (v.c.) o 30 min (v.a.). Posteriormente,

se centrifugaron las mezclas de reaccién y se determind 1la
absorbancia de los sobrenadantes (I) a 541 nm. Se calculd el %
de inhibicién de hemdélisis segun la férmula: 100-(I-II)/(III-
IV) x 100, donde II se refiere a la absorbancia a 541 nm (Aggq1)
de un sobrenadante al cual se le agregd buffer en 1lugar de
suero. III indica la Aggqy del control de lisis (100 % de
hemélisis) y IV es la Aggq) de los sobrenadantes correspondiente
al control de GRCo mas buffer (0 % de hemAlisis).
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2.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre la actividad bioldégica de

los macréfagos peritoneales murinos.

2.1.- Toxicidad del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra para los macréfagos

peritoneales murinos

En primer lugar se analizdé la viabilidad de los cultivos
de macréfagos murinos luego de 24 h de incubacidén en presencia
de distintas concentraciones de extracto, utilizando el método
de exclusién de azul tripéan.

Se observdé que a partir de una concentracién de 1 mg/ml el
extracto resultdé ser no téxico para las células ya que el
porcentaje de células viables (95%) en los cultivos tratados
con dicha concentracién no mostrd diferencias significativas

respecto a los cultivos control (97%).

2.2.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre la capacidad fagocitica

de macréfagos peritoneales murinos

El establecimiento de los cultivos de macréfagos
peritoneales se realizdé segun se detalla en Materiales vy

Métodos, Seccidén 3. Las células asi obtenidas se incubaron en
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presencia o ausencia de distintas concentraciones de extracto
durante 24 h antes de poner a prueba su capacidad fagocitica.
Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 1.

El tratamiento con el extracto provocd una
disminucién significativa de la capacidad fagocitica de las
células peritoneales en un amplio rango de concentraciones,
siendo de 27,98 ug/ml la concentracién capaz de reducir al 50%
el numero de células fagociticas (CIggpg) .

La inhibicidén observada se manifiesté no solamente en una
reduccién del numero de células fagociticas sino también en una
disminucién del numero de GRC incorporados por célula (Figuras

2a y 2b).
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Cuadro 1
EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA SOBRE

LA CAPACIDAD FAGOCITICA DE MACROFAGOS PERITONEALES MURINOS

Concentracién de Porcentaje de células fagociticas @
extracto (mg/ml)

1,00 0,00 £ 0,00 *
0,50 2,45 + 0,23 *
0,25 5,51 £ 0,40 ~*
0,12 6,70 + 3,21 *
0,10 15,82 + 4,38 *
0,05 30,66 + 8,32 *
0,03 44,71 + 6,83 *
0,02 66,34 £ 14,5 **
0,01 87,39 £+ 9,23 n.s.
0,00 94,30 + 8,60

a % células fagociticas = (Nocél. positivas / N cél.

totales) x 100, considerando células positivas aquellas que
incorporaron por lo menos 4 GRC.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control:

* p<0,005; ** p<0,01.

n.s.= no significativo.
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2a.- Cultivo control (1000 X):

2b.- Cultivo tratado (1000 X):

Figura 2: Aspecto de macréfagos peritoneales murinos incubados
durante 24 h en presencia de medio de cultivo (controles) o de
0,50 mg/ml de extracto acuoso de hojas de Trichilia glabra
(tratados) luego de llevar a cabo el ensayo de
opsonoeritrofagocitosis.
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2.3.- Reversibilidad del efecto del extracto acuoso
de hojas de Trichilia glabra sobre la
fagocitosis de los macréfagos peritoneales

murinos

Para completar los estudios anteriores se decidid
investigar si el efecto antifagocitico de los extractos era
reversible.

Para ello se incubaron cultivos de macré6fagos peritoneales
durante 24 h a 37°C con una concentracién de 0,25 mg/ml de
extracto en medio de «cultivo. Una vez finalizada esta
incubacidén se descartd dicho medio, se lavaron las células y se
incubaron a 37°C en medio de mantenimiento sin agregado de
extracto. A distintos tiempos después de retirar el extracto
del medio de cultivo se dosdé la capacidad fagocitica de las
células.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 3.

Se observdé una reversién parcial del efecto
antifagocitico 24 h después de retirar el extracto del medio de
cultivo, pero fueron necesarias 72 h de incubacién sin extracto
para que las células tratadas recuperaran los niveles de
fagocitosis de los controles.

La reversibilidad del fendmeno estaria indicando que el
tratamiento con el extracto altera de manera temporaria el
metabolismo celular de los macréfagos.: Teniendo en cuenta los

datos obtenidos durante los estudios de viabilidad podemos
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concluir que la inhibicidén observada a esta concentracidén de

extracto no se deberia a pérdida de 1la viabilidad celular o a

alteraciones irreversibles de las funciones celulares
estudiadas.
2.4.- Cinética de establecimiento del efecto

antifagocitico del extracto acuoso
de hojas de Trichilia glabra sobre

macrdfagos peritoneales murinos

Se intenté determinar cudl era el tiempo minimo de

incubacién de las células en presencia del extracto necesario ...

para que se manifestara el efecto antifagocitico obsevado. L

Para ello, cultivos de macréfagos peritoneales fueron:'*:
sometidos a distintos tiempos de incubacién en presencia de una
concentracién de 0,25 mg/ml de extracto en medio de cultivo, N
dosandose luego la capacidad fagocitica dichas células por eltd.
ensayo de opsonoeritrofagocitosis.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 4. Como
puede observarse, fueron necesarias 3 h de incubacién en

presencia del extracto para que se manifestara un efecto

antifagocitico significativo. Sin embargo, cabe sefialar que
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Figura 3: Reversidén del efecto antifagocitico del extracto
acuoso de hojas de Trichilia glabra sobre macréfagos
peritoneales murinos

Cultivos celulares que contenian 3 x 109 macréfagos fueron
incubados durante 24 h en presencia de medio de crecimiento o
de 0,25 mg/ml de extracto. A distintos tiempos después de
retirar el extracto del medio de cultivo se dosd la capacidad
fagocitica de las células mediante el ensayo de
opsonoeritrofagocitosis.

Los valores se expresan como la media * DS de dos
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control: * p<0,05.
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el efecto inhibitorio resultdé mas acentuado al aumentar el
tiempo de incubacién con el extracto, 1llegandose a valores
minimos de fagocitosis (5%) alrededor de las 24 h de

tratamiento.

2.5.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre la fagocitosis de

silica por macréfagos peritoneales murinos

Para completar los estudios anteriores se decidié
investigar si el efecto antifagocitico de los extractos también
afectaba a las particulas que ingresaban a la célula por
fagocitosis inespecifica. Para ello se eligidé la silica, un
compuesto que al ser fagocitado por 1los macréfagos les provoca
la muerte pocas horas mads tarde (3). En wuna serie de
experimentos preliminares se determiné que una incubacién de 4
h a 37°C con una concentracién de 250 pg/ml de silica en medio
de cultivo era suficiente para reducir al 20% la viabilidad de
un cultivo de macréfagos peritoneales.

Se considerd que si el extracto era capaz de inhibir la
fagocitosis inespecifica también protegeria a las células del
efecto citotédéxico inducido por la silica.

Con este fin, cultivos de macréfagos peritoneales se

incubaron durante 24 h con distintas concentraciones de
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Horas de Incubacion con el extracto

Control Tratados

Figura 4: Cinética de establecimiento del efecto antifagocitico
del extracto acuoso de hojas de Trichilia glabra sobre
macréfagos peritoneales murinos.

Cultivos celulares que contenian 3 x 109 macrdfagos
peritoneales murinos fueron incubados distintos tiempos en
presencia de 0,25 mg/ml de extracto antes de dosar su capacidad
fagocitica mediante el ensayo de opsonoeritrofagocitosis.

Los valores se expresan como la media + DS de dos
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control: * p<O0,05.
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extracto inhibitorias de la opsonoeritrofagocitosis. Luego se
lavaron las células y se agregd medio de cultivo conteniendo
una concentracién de silica de 250 ug/ml. Después de una
incubacién de 4 h a 379C se lavaron las células con medio de
mantenimiento y se continudé la incubacién en dicho medio por
espacio de 48 h. Posteriormente, las células se fijaron con
metanol y se tifieron con Giemsa. Se contaron 1las células
presentes en 20 campos elegidos al aéar Y Se compararon con
controles sin silica. También se realizaron controles con o0 sin
silica, sin tratar con el extracto.

Como se observa en el Cuadro 2, el numero de células en
los cultivos tratados con silica y distintas concentraciones de
extracto no difiridé significativamente del nimero de células
presentes en los cultivos sdélo incubados con silica, por lo que
podemos decir que el tratamiento con el extracto no inhibié 1la
fagocitosis inespecifica de las particulas de silica.

Por ultimo cabe destacar que en otra serie de experimentos
el extracto fue incapaz de inhibir la fagocitosis inespecifica
de carbén coloidal por parte de los macrdéfagos. El porcentaje
de células fagociticas en 1los cultivos tratados durante 24 h
con 0,25 mg/ml de extracto fue de 80 * 4,8% 1o que no difirid
significativamente de los valores obtenidos en los cultivos sin

tratar (84 * 6,2%).
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Cuadro 2
EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA SOBRE

LA FAGOCITOSIS DE SILICA POR MACROFAGOS PERITONEALES MURINOS

Concentracién

de extracto Numero de células@ Numero de célulasP
(mg/ml) (sin silica) (con silica)
0,12 638 * 34 112 + 18
0,10 623 t 14 130 =+ 20
0,05 601 *+ 23 117 + 16
0,00 626 * 18 123 + 12

Cultivos de macrdéfagos peritoneales murinos se trataron
durante 24 h con distintas concentraciones del extracto. Las
células se lavaron y se incubaron durante 4 h en medio de
mantenimiento conteniendo una concentracidén de silica de 250
pg/ml. Luego, las células se lavaron y se incubaron durante 48
h en medio de mantenimiento, se fijaron, se tifieron y se
contaron al microscopio 6ptico (1000 X). Fueron realizadas tres
series de controles: células tratadas con distintas diluciones
del extracto y sin silica, células unicamente tratadas con
silica y, células sin tratar.

3 N de células totales en 20 campos.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.
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Cabe destacar que este tratamiento es suficiente para
reducir al 5% el porcentaje de células fagociticas en un ensayo
normal de opsonoeritrofagocitosis. Resultados similares se
obtuvieron en cultivos tratados con menores concentraciones del

extracto.

2.6.- Efecto del extracto acuoso de hojas
de Trichilia glabra sobre la formacién

de rosetas en macréfagos peritoneales murinos

Con el objeto de determinar si la inhibicién observada en
la fagocitosis podia deberse a que las células tratadas eran
incapaces de unirse a las particulas a fagocitar, se decidiéd
estudiar el efecto del extracto sobre la formacién de rosetas
entre glébulos rcjos opsonizados y los macréfagos peritoneales
de ratdén. Para ello, se establecieron cultivos de dichas
células los cuales se incubaron en presencia o ausencia de
distintas concentraciones de extracto durante 24 h. Luego de
este peridédo se lavaron las células y se incubaron 1 h a 4°©cC
con una suspensién de glébulos rojos opsonizados segun fue
descripto en Materiales Y Métodos, Seccién 6.2.6,
determinandose el porcentaje de rosetas en tratados vy
controles.

Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 3. E1
tratamiento con los extractos provocé una disminucién

significativa en el porcentaje de rosetas, siendo la
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concentracién que reducia al 50% el numero de rosetas (28,32
pg/ml) similar a la concentracién que reducia al 50% el numero
de células fagociticas (27,98 pg/ml). Es decir que la reduccién
en el numero de células fagociticas podria explicarse por una
incapacidad de 1las células tratadas para wunirse a los
eritrocitos opsonizados. Dicha incapacidad podria deberse a una
ausencia de receptores para Fc de IgG en la membrana de las
células tratadas, si bien no puede descartarse la presencia de
receptores no funcionales.

A fin de complementar los estudios del efecto del extracto
sobre los macréfagos se realizé una modificacién del ensayo de
inhibicién de 1la fagocitosis que consistié en 1lisar 1los
glébulos rojos adheridos y no fagocitados por medio de un shock
osmético con CINH4. Esta técnica permite determinar cudles de
las macrbéfagos que presentan eritrocitos adheridos a su
membrana los han internalizado. Si el extracto sélo afectara la
adherencia de los eritrocitos, la disminucién en el numero de
células fagociticas en ambos ensayos seria similar,
obteniéndose entonces Clgpg semejantes. En caso de que el
extracto no sbélo ejerciera un efecto sobre la adherencia, como

yvya quedd demostrado, sino gque también presentara un efecto
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Cuadro 3
EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA SOBRE
LA FORMACION DE ROSETAS ENTRE ERITROCITOS OPSONIZADOS Y

MACROFAGOS PERITONEALES MURINOS

Concentracién de Porcentaje de rosetas @
extracto (mg/ml)

1,00 0,00 £+ 0,00 *
0,50 3,64 £ 1,52 ~*
0,25 7,14 £ 1,37 *
0,12 10,80 + 3,22 *
0,10 17,31 + 6,39 *
0,05 25,66 + 4,72 *
0,03 50,47 + 5,68 *
0,02 70,42 + 8,28 **
0,01 90,37 * 6,49 n.s.
0,00 97,60 + 5,30

3 % de rosetas = (Nocél. positivas / N cél. totales) x

100, considerando células positivas a las que presentan
adheridos por lo menos 4 GRC.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control:

* p<0,005; ** p<0,01.

n.s.= no significativa
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inhibitorio sobre la internalizacién de los eritrocitos, la
CI50% deberia ser menor en un ensayo de opsonoeritrofagocitosis
luego de lisar 1los eritrocitos adheridos. Es importante
destacar que en este caso no se observdé una modificacién
importante de la CIggg del extracto (29,32 pg/ml) respecto al
ensayo realizado en condiciones similares pero sin lisar los
eritrocitos (27,98 ug/ml). Es decir el grado de inhibicién de
la fagocitosis estaria estrictamente relacionado con la
adherencia de los eritrocitos mas que que con la

internalizacién de los mismos.

2,7.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre el metabolismo oxidativo

de macréfagos peritoneales murinos

El amplio periodo de tiempo necesario para inducir el
estado antifagocitico (Ver punto 2.4.) indica que el extracto
no ejerce su efecto inhibitorio instantdneamente, 1lo cual
disminuye la probabilidad de que su 'mecanismo de accién se
efectie a través del bloqueo de receptores a nivel de 1la
membrana celular. Asi resulta mas factible pensar en la
existencia de wuna alteracién del metabolismo celular como
consecuencia del tratamiento. Para corroborar esta posibilidad,
se analizé el efecto del tratamiento con distintas
concentraciones del extracto sobre el estallido respiratorio

inducido por zimosan opsonizado (estimulo fagocitico) en los
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macréfagos. El metabolismo oxidativo de las células se evalud
mediante la técnica de reduccién del NBT segin se explicdé en
Materiales y Métodos, Seccién 6.2.7.

Como se demuestra en el Cuadro 4; el tratamiento de las
células con distintas concentraciones del extracto durante 24 h
a 37°C produjo una inhibicién dosis dependiente del metabolismo
oxidativo de las mismas.

Para establecer si este efecto era una consecuencia
indirecta de la accién antifagocitica del extracto sobre dichas
células, se utilizé PMA como estimulo del metabolisno
oxidativo. Este compuesto activa a 1la proteina quinasa C,
desencadenando dentro de 1la célula 1la cascada de segundos
mensajeros que conduce al estallido respiratorio sin necesidad
de que haya una interaccién entre un ligando (antigeno
opsonizado) y su respectivo receptor en la membrana celular.

Los resultados obtenidos se exponen en el Cuadro 5.
También en este <caso, se pudo observar una inhibicidn
significativa del metabolismo oxidativo en 1los cultivos

tratados.
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Cuadro 4

EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA SOBRE
EL ESTALLIDO RESPIRATORIO INDUCIDO POR ZIMOSAN EN MACROFAGOS

PERITONEALES MURINOS.

Concentracién de Porcentaje de células NBT+ @
extracto (mg/ml)

0,25 2,08 + 1,33 ~*
0,12 15,64 + 5,30 *
0,10 18,42 +* 2,10 *
0,05 68,34 + 4,20 **
0,03 79,89 * 8,58 (n.s.)
0,00 85,28 * 2,30

Cultivos celulares que contenian 1 x 106 macrdofagos fueron
incubados durante 24 h en presencia de medio de cultivo
(controles) o de distintas concentraciones de extracto en el
mismo medio. Su metabolismo oxidativo fue evaluado por 1la
técnica del NBT luego de agregar zimosan opsonizado.

a % cél. NBT+ = (n° cél. que redujeron NBT / n°® cél.
totales) x 100.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control:

* p<0,01; ** p<0,05.

n.s.= no significativo.
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Cuadro 5
EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA SOBRE

EL ESTALLIDO RESPIRATORIO EN MACROFAGOS PERITONEALES MURINOS

INDUCIDO POR PMA.

Concentracién de Porcentaje de células NBT+ @
extracto (mg/ml)

0,25 2,08 + 1,33 ~*

0,12 15,64 £+ 5,30 *

0,10 18,42 + 2,10 *

0,05 68,34 + 4,20 **

0,03 79,89 + 8,58 (n.s.)

0,00 85,28 + 2,30

Cultivos celulares que contenian 1 x 106 macréfagos fueron
incubados durante 24 h en presencia de medio de cultivo
(controles) o de distintas concentraciones de extracto en el
mismo medio. Su metabolismo oxidativo fue dosado por la técnica
del NBT luego de estimular las células con PMA.

a % cél. NBT+ = (n° cél. que redujeron NBT / n° cél.
totales) x 100.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control:

* p<0,01; ** p<0,05,

n.s.= no significativo.
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2.8.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre el consumo de glucosa de

macréfagos peritoneales murinos

Con el fin de determinar si el tratamiento con el extracto
provocaba una variacién en el consumo de glucosa de 1los
macré6fagos murinos, se prepararon monocapas celulares en placas
de 96 pocillos y se trataron durante 24 h (379C, 5% COp) con
las distintas concentraciones del extracto utilizadas en 1los
ensayos de opsonoeritrofagocitosis (1,00 - 0,01 mg/ml). Pasado
este tiempo se determiné la cantidad de glucosa presente en los
sobrenadantes celulares. Los datos obtenidos se exponen en la
Figura 5. Se observdé una disminucién significativa en el
consumo de glucosa por parte de los macréfagos tratados al
emplear concentraciones del extracto de 1 y 2 mg/ml respecto a
controles incubados en ausencia del extracto. Cabe destacar que
el consumo de glucosa en ningun caso fue abolido en las células
tratadas. Este resultado estaria indicando que el extracto de
alguna forma es capaz de interferir con el metabolismo basal de
las células tratadas, si bien dicho efecto no es muy marcado y
s6lo se manifiesta empleando altas concentraciones del

extracto.
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% de glucosa consumida del medio
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Concentracién del extracto (mg/ml)

Figura 5: Efecto del extracto acuoso de hojas de Trichilia
glabra sobre el consumo de glucosa por macréfagos peritoneales
murinos.

Cultivos celulares que contenian 3 x 102 macréfagos
peritoneales murinos fueron incubados 24 h en presencia de
distintas concentraciones del extracto en medio de cultivo.
Veinticuatro horas mas tarde se determindé la concentracién de
glucosa presente en los sobrenadantes. Comparando dichos
valores con la concentracién de glucosa presente en medio
fresco se determindé el porcentaje de consumo de glucosa por
parte de los cultivos

Los valores se expresan como la media + DS de dos
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control: * p<0,05.
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2.9.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre la replicacién de

HSV-1I en macréfagos peritoneales murinos

Con el fin de obtener mayor informacién sobre el estado
metabdlico de las células tratadas con el extracto, se decidiod
utilizar el virus HSV-I como marcador biolégico (48, 49). Al
ser el wvirus un parasito que requiere de la maquinaria
biosintética celular para multiplicarse, una imposibilidad del
virus para replicar en las células tratadas podria poner de
manifiesto una posible alteracién fisioldbgica de las mismas
inducida por el extracto. Para responder a estos interrogantes
se establecieron cultivos en monocapa de macrbéfagos
peritoneales murinos y se trataron durante 24 h con distintas
concentraciones del extracto (1,0 - 0,1 mg/ml) en medio de
cultivo. Finalizada esta incubacidén se lavaron las monocapas Yy
se infectaron con HSV-I con una multiplicidad de infeccién
(m.i.) de 0,1 UFP/célula. A las 48 h post-infeccién se
cosecharon los sobrenadantes y se tituldé el virus presentes en
las mismas por plaqueo directo en células Vero.

Como se observa en la Figura 6, el tratamiento de los
macréfagos con el extracto a concentraciones que inhiben la
fagocitosis de particulas opsonizadas no provocd una

disminucién en la replicaciédn del HSV-I.
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(ufp/ml) x 100

n

Concentracion del extracto (mg/ml)

Figura 6: Efecto del extracto acuoso de hojas de Trichilia
glabra sobre la replicacién de virus Herpes en macré6fagos
peritoneales murinos.

Cultivos celulares que contenian 3 x 109 macréfagos
peritoneales murinos fueron incubados 24 h en presencia de
distintas concentraciones del extracto en medio de cultivo.
Veinticuatro horas mé&s tarde 1los cultivos se infectaron con
virus Herpes a una multiplicidad de infeccién de 0,1 UFP/cel.
El virus producido se coseché 24 h mas tarde y se tituld por
plaqueo directo.

Los valores se expresan como la media * DS de dos
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control: * p<O0,05.
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Por el contrario se observdé un aumento del rendimiento viral en
las monocapas tratadas con las concentraciones mas elevadas del
extracto. Este aumento del rendimiento viral podria deberse a
una disminucién en la produccién de interferén O por parte de
las células tratadas o a una inhibicién de 1los mecanismos
lisosomales de destruccién de las particulas virales.

Este experimento pone de manifiesto que el extracto no
inhibe en forma generalizada la actividad o la presencia de los
receptores celulares de membrana como podria plantearse a
partir de los experimentos de inhibicién de la formacidén de
rosetas ya que, a diferencia de lo observado con los receptores
para Fc de IgG en los experimentos de rosetas, en el presente
experimento el extracto parece no afectar la funcionalidad de

los receptores involucrados en la adsorcién del virus.

2.10.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre la expresidén de
distintas moléculas en la membrana de

macrofagos peritoneales murinos

Se estudidé el efecto del extracto sobre la expresién de
moléculas presentes en la membrana de macréfagos peritoneales
murinos. Para tal fin se emplearon dos anticuerpos monoclonales
marcados con isotiocianato de fluoresceina que poseian distinta
especificidad. El1 anticuerpo monoclonal OX6 es capaz de

reconocer moléculas de <clase II del Complejo Mayor de
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Histocompatibilidad codificadas por 1la regién I-A de 1los
haplotipos k y s, mientras que el anticuerpo monoclonal 13/2 es
capaz de reconocer la isoforma de 200 Kd del antigeno CD45.
Este antigeno esté& constituido por un grupo de glicoproteinas
de membrana con actividad de tirosina fosfatasa cuyos pesos
moleculares oscilan entre 180 y 220 Kd. Dicho antigeno se
expresa en leucocitos maduros e inmaduros, incluyendo células B
y T, timocitos, PMN y fagocitos mononucleares (84).

Cultivos de macrdfagos peritoneales de ratones C3H/Hej, H-
2k fueron incubados durante 24 h a 37°C con medio de
mantenimiento (controles) o distintas concentraciones del
extracto (0,03 - 0,5 mg/ml) en el mismo medio. Una vez
finalizada esta incubacidén las células se fijaron y se realizé
una técnica de inmunofluorscencia directa utilizando 1los
anticuerpos descriptos anteriormente. Se determindé el numero de
células fluorescentes en 20 campos y se compararon los valores
de los cultivos tratados respecto a los controles sin tratar.
Como puede verse en el Cuadro 6, el tratamiento produjo una
reduccién significativa en el numero de células fluorescentes
reveladas por el anticuerpo monoclonal O0X6 en todas las
diluciones del extracto ensayadas (0,03 - 0,5 mg/ml). Por lo
tanto se puede asegurar que el extracto afecta la expresidédn de
los antigenos reconocidos por dicho anticuerpo. Por otro lado,
en el mismo Cuadro puede observarse que el extracto no produjo
modificacién en el numero de células fluorescentes cuando se

reveld® con el anticuerpo monoclonal 13/2. Esto indicaria, que
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no todos 1los antigenos de membrana son afectados por el
tratamiento con el extracto.

La disminucién de antigenos I-A en la membrana de 1los
macrdéfagos es interesante teniendo en cuenta el rol que cumplen
estos antigenos en la respuesta inmune. Estos moléculas
intervienen en la presentacidén antigénica que realizan los
macréfagos y otras células presentadoras hacia las células T.
Por 1lo tanto, una alteracién en la presentacién antigénica
traeria aparejada una concomitante disminucién en la actividad
de los mecanismos involucrados en la respuesta inmune general,
lo que estaria evidenciando una posible actividad

inmunosupresora del extracto.
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Cuadro 6
EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA SOBRE
LA EXPRESION DE ALGUNOS ANTIGENOS DE MEMBRANA DE MACROFAGOS

PERITONEALES MURINOS

Concentracién Numero de células positivas@

de extracto
(mg/ml) 0X6 13/2
0,50 10 £ 4 * 176 + 28 n.s
0,25 21 + 3 * 169 * 14 n.s
0,12 27 + 6 * 147 +* 25 n.s
0,06 30 + 4 * 193 + 18 n.s
0,03 32 £+ 5 * 175 * 26 n.s
0,00 64 + 8 187 + 22

Cultivos de macréfagos peritoneales de ratones C3H/Hej,
(H2X) se trataron durante 24 h con medio de cultivo (control) o
distintas concentraciones del extracto en el mismo medio. Una
vez finalizado este periodo de tiempo, las células se lavaron,
se fijaron y se sometieron a una inmunofluorescencia directa
utilizando dos anticuerpos monoclonales distintos. El
anticuerpo 0X6 reconece antigenos de histocompatibilidad de
tipo I1I (I-A), mientras que el 13/2 reconoce los antigenos CD45
en la membrana de macréfagos. Las células se contaron al
microscopio 6ptico a 1000 X utilizando una fuente de luz U.V..
Se determiné el numero total de células fluorescentes por
campo.
a N de células positivas en 20 campos.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.

* p < 0,05

n.s. = no significativo.
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3.- Efecto del extracto acuoso de hojas de Trichilia
glabra sobre la capacidad fagocitica y el

metabolismo oxidativo de PMN

Debido a que los PMN constituyen un grupo de células
fagociticas que desempefian un papel importante en distintas
respuestas inflamatorias, se quiso estudiar si el extracto era
también activo sobre este tipo celular.

Teniendo en cuenta que estas células poseen una corta vida
media "in vitro" se decidié trabajar con breves periodos de
incubacién (45 min) con el extracto.

Asi, cultivos de CPA enriquecidas. en PMN (proporcién de
PMN mayor del 90%) se obtuvieron como se indica en Materiales vy
Métodos, Seccién 3.2.2.. Dichos cultivos se incubaron durante
45 min en presencia de medio de crecimiento o distintas
concentraciones del extracto en dicho medio. Luego de este
periodo de incubacién se dosé la capacidad fagocitica mediante
el ensayo de opsonoeritrofagocitosis.

Como se observa en el Cuadro 7, se obtuvieron diferencias
significativas entre 1los cultivos control y 1los tratados
durante 45 min con distintas concentraciones de extracto. Estos
datos contrastan con los obtenidos para macréfagos donde eran

necesarias al menos 3 h de incubacién <con el extracto
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para observar una disminucién significativa en el numero de

células fagociticas en el ensayo de opsonoeritrofagocitosis.

4.- Efecto del extracto de Trichilia glabra sobre

los linfocitos murinos

En vista a los resultados anteriores que indicaban la
presencia en el extracto de una actividad inhibitoria sobre
macréfagos y PMN, se quiso determinar si el extracto ejercia
también algun efecto sobre 1los linfocitos B y T, células
responsables de gran parte de las respuestas del sistema

inmune.

4.1.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre la capacidad

proliferativa de linfocitos murinos

Para analizar el efecto del extracto sobre la
proliferacién linfocitos murinos, se estableciéron cultivos de
células obtenidas de bazo y ganglio de ratén los cuales fueron
estimulados o no con distintos mitdégenos, en presencia o
ausencia de distintas concentraciones de extracto. Luego de 3
dias de incubacién, se cosecharon los cultivos y se cuantificéd
la proliferacién resultante mediante el ensayo de incorporacién
de timidina tritiada al ADN celular descripto en Materiales vy

Métodos, en la Seccidén 6.3.1. La eleccién de mitdgenos con
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accidon selectiva sobre cada una de las clases de linfocitos
mencionados, permitié un estudio mas completo y detallado de la
accién inmunomoduladora del extracto.

En primer lugar se intenté determinar si el extracto
ejercia algun efecto sobre la proliferacién de células de bazo
estimuladas con Concanavalina A (Con A). Este mitogeno induce
preferencialmente la multiplicacién de las células T. Para ello
se obtuvo una suspensién de células de bazo tal como se
describe en Materiales y Métodos, seccién 3.3. Las células se
incubaron durante 72 h con una concentracién fija de Con A (4
pg/ml) en RPMI 10% de suero fetal (control) o distintas
concentraciones del extracto (0,4 - 40 pug/ml) en el mismo medio
(tratados). Una vez finalizada esta incubacidén se realizdé un
pulso de 18 h de timidina tritiada, 1luego de 1lo cual se
cosecharon los cultivos cuantificdndose la marca incorporada al
ADN celular. Como se observa en el Cuadro 8 el extracto inhibié
significativamente y en wuna forma dosis dependiente, la
proliferacién inducida por el mitégeno. La concentracién de
extracto capaz de reducir al 50% la proliferacién de las

células de bazo (C.I.50%) resultd ser de
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Cuadro 8
EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA SOBRE
LA PROLIFERACION DE CELULAS DE BAZO ESTIMULADAS CON

CONCANAVALINA A

Concentracién Tratamiento c.p.m. incorporadas
de extracto con 4 ug/ml a los cultivos
(ug/ml) de Con A de linfocitos

40,0 + 296,85 + 99,03 +*
20,0 + 323,12 + 76,11 *
10,0 + 697,19 + 369,2 *
5,0 + 3869,43 + 1595,4 ~*
2,5 + 4203,70 £ 197,5 ~*
1,0 + 40486, 60 + 2408,3 *
0,4 + 308064,82 + 21984 **
0,0 + 459798,25 + 27913
0,0 - 319,42 + 157,5

2 x 109 células de bazo fueron incubadas durante 72 h en
presencia o ausencia de distintas concentraciones de extracto
con 4 png/ml de Con A como mitdgeno. Finalizada esta incubacién,
se realizé un pulso de 18 h de timidina tritiada y se
cosecharon los cultivos cuantificandose la marca incorporada al
ADN celular.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control:

* p< 0,001 ; ** p < 0,005
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0,53 pg/ml. Se quiso determinar si el extracto ejercia un
efecto similar sobre la proliferacién de linfocitos B presentes
en la suspensién de bazo. Para ello, la suspensidén celular se
incubé a 37°C durante 72 h con 10 pg/ml de LPS (mitdégeno que
actia preferencialmente sobre células B) en RPMI mas 10% de
suero fetal (control) y dos concentraciones del extracto (80 vy
40 npg/ml) en el mismo medio (tratados). La proliferacién
celular se determiné como en el ensayo anterior. En la Figura 7
puede observarse que el tratamiento con el extracto inhibié
significativamente la proliferacién inducida por LPS en células
de bazo en las dos concentraciones ensayadas.

Por ultimo, con el fin de determinar si el extracto
ejercia algun efecto sobre la proliferacién de células
linfoides provenientes de otros 6rganos se utilizaron ganglios
popliteos como fuente de la suspensién celular. Para ello, una
suspensién de células de ganglio obtenida segun se describe en
Materiales y Métodos, en la seccién 3.3. se incubaron durante
72 h a 37°C con 4 pg/ml de Con A en RPMI 10% de suero fetal
(control) o distintas concentraciones del extracto (10 - 40
pg/ml) en el mismo medio (tratados). Los resultados se
presentan en el Cuadro 9 donde puede observarse que el extracto

inhibiéd significativamente Y de modo dosis
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Figura 7: Efecto del extracto acuoso de hojas de Trichilia
glabra sobre 1la proliferacién de células de bazo murinas
estimuladas con LPS.

2 x 109 células de bazo fueron incubadas durante 72 h en
presencia o ausencia de distintas concentraciones de extracto
con 10 pg/ml de LPS como mitédgeno. Finalizada esta incubacidn,
se realizé un pulso de 18 h de timidina tritiada y se
cosecharon los cultivos cuantificandose la marca incorporada al
ADN celular.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control: * p< 0,005
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dependiente la proliferacién celular en todas las
concentraciones ensayadas.

Para cada uno de los ensayos se realizaron paralelamente
cultivos control a los que se adicioné una dilucién 1:10 del
buffer con que se prepara el extracto. Dicho buffer no inhibié
la proliferacién celular, por 1lo tanto, la inhibicidén de 1la
misma observada en los cultivos tratados con extracto puede
asignarse a principio/s presentes en las hojgs de Trichilia
glabra. De los datos obtenidos en el Cuadro 8 se pudo obtener
una concentracién inhibitoria 50 % de 0,536 ug/ml.

Estos resultados se habian obtenido a partir de una
suspensién celular no purificada, en la cuadl ademas de
linfocitos se encontraban otros tipos celulares, en particular
macréfagos, los cuales intervienen en la proliferacién de los
linfocitos secretando monoquinas (64, 136). Teniendo en cuenta
la reportada inhibicién del extracto sobre los macréfagos podia
ocurrir que el efecto antiproliferativo sobre los linfocitos
fuera consecuencia directa del efecto del extracto sobre los
macrofagos.

Con el fin de investigar esta posibilidad la suspensién de
células de bazo fue incubada durante ; h a 37°C en un caja de
petri de plastico, recogiéndose el material no adherente una

hora mas tarde. Dicha suspensién se sometié a una segunda
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Cuadro 9
EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA SOBRE
LA PROLIFERACION DE CELULAS DE GANGLIO ESTIMULADAS CON

CONCANAVALINA A

Concentracién Tratamiento C.p.m. incorporadas
de extracto con 4 pg/ml a los cultivos
(ug/ml) de Con A de linfocitos

40,0 + 366,18 * 49,5 *

20,0 + 689,28 + 215,7 *
10,0 + 994,09 + 222,3 ~*
0,0 + 60983,50 + 707,1
0,0 - 286,25 + 103,8

2 x 10° células de ganglio fueron incubadas durante 72 h
en presencia o ausencia de distintas concentraciones de
extracto con 4 pg/ml de Con A como mitdégeno. Finalizada esta
incubacién, se realizé un pulso de 18 h de timidina tritiada y
se cosecharon los cultivos cuantificdndose la marca incorporada
al ADN celular.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control:

* p< 0,005
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incubacién en iguales condiciones. De esta manera se buscd
eliminar de los cultivos las células adherentes, entre ellas
los macréfagos. Se determiné el numero de macréfagos vy
linfocitos en la suspensién por conteo al microscopio luego de
una tincidén diferencial con naranja de acridina (66). EIl
promedio de linfocitos luego de evaluados 10 campos fue de 97 %
8 antes de realizar el tratamiento de adherencia y de 103 + 12
después de realizado. En el caso de los macrdéfagos el promedio
bajé de 35 + 4 células por campo a 10 * 3 luego del ensayo de
adherencia. Esta suspension celular que contenia tres veces
menos macréfagos que la original fue utilizada para realizar un
ensayo de proliferacién en presencia o ausencia del extracto.
Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 10. Como
puede observarse, la proliferacién celular estimulada por Con A
resultdé inhibida por el extracto a pesar de la disminucidén en
la poblacién de macréfagos. Por lo tanto, es probable que el
extracto inhiba en forma directa 1la proliferacién de 1los
linfocitos, si bien no puede descartarse que una accién
inmunosupresora del extracto sobre los macréfagos remanentes
también aporte al efecto antiproliferativo detectado en la

suspensidén celular semipurificada.
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Cuadro 10
EFECTO DEL EXTRACTO ACUOSO DE HOJAS DE TRICHILIA GLABRA SOBRE
LA PROLIFERACION DE UNA SUSPENSION SEMIPURIFICADA DE CELULAS DE

BAZO ESTIMULADAS CON CONCANAVALINA A

Concentracidn Tratamiento C.p.m. incorporadas
de extracto con 4 ug/ml a los cultivos
(pg/ml) de Con A de linfocitos

40,0 + 304,45 * 83,21 *
20,0 + 456,37 + 98,34 >
10,0 + 852,56 + 85,36 *
5,0 + 4172,71 t 263,2 *
2,5 + 5832,34 *+ 434,2 *
1,0 + 38465,21 + 1673, *
0,4 + 426943,28 + 3467,6 **
0,0 + 606734,45 + 4287,3
0,0 - 589,78 t 237,2

2 x 109 células de bazo libres de adherentes fueron
incubadas durante 72 h en presencia o ausencia de distintas
concentraciones de extracto con 4 ug/ml de Con A como mitdgeno.
Finalizada esta incubacién, se realizé un pulso de 18 h de
timidina tritiada y se cosecharon los cultivos cuantificéandose
la marca incorporada al ADN celular.

Los valores se expresan como la media * DS de tres
mediciones independientes.

Diferencias significativas tratado vs control:

* p< 0,001 ; ** p < 0,005
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4.2.- Toxicidad del extracto acuoso de

Trichilia glabra para los linfocitos murinos

La importancia de 1los resultados obtenidos planted 1la
necesidad de dilucidar si la inhibicién observada se debia a un
efecto <citostdtico o citotdéxico del extracto sobre los
linfocitos murinos.

Dado que una disminucién en la incorporacién de timidina
tritiada puede deberse no sélo a la ausencia de divisién
celular sino a la muerte de las células, se cuantificé el
numero de células viables por el método de exclusidén de azul
tripan luego de distintos tiempos de incubacién de suspensiones
de células esplénicas no estimuladas por lectinas en presencia
o ausencia de distintas concentraciones de extracto.

Aproximadamente un 77% del numero inicial de células
sembrado permanecidé viable luego de 72 h de incubacién con
medio de cultivo. Cuando 1la incubacién se 1llevé a cabo en
presencia de distintas concentraciones de extracto (1-40 pg/ml)
no se observé una disminucién significativa de la viabilidad
celular respecto de los controles.

Si relacionamos estos resultados con los expuestos en la
Figura 7 y los Cuadros 8 y 9, podemos deducir que la incubacién
de células con el extracto no provocdé la muerte celular aunque

si una alteracién funcional que se evidencia por la inhibicidn
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de la ©proliferaciétn celular ante wuna estimulacién con

mitdégenos.

4.3.- Efecto del extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra sobre la produccién de

IFN gamma

La proliferacién de 1linfocitos estad acompanada por la
produccién de diferentes interleuquinas que desemperian, segun
el caso, papeles importantes en la regulacién de la respuesta
inmune. Una de estas interleuquinas es el IFN gamma.

Teniendo en cuenta los efectos antiproliferativos
descriptos en 4.1. se considerdé necesario estudiar con mayor
profundidad los alcances de 1la alteracién ejercida por el
extracto sobre el metabolismo de los linfocitos. En particular
se decididé evaluar la accién del extracto sobre la produccién
de IFN gamma por parte de dichas c¢élulas. Para ello se
establecieron cultivos de células esplénicas de ratén las
cuales se incubaron con 5 ug/ml de Con A en RPMI suplementado
con 10% de suero fetal conteniendo distintas concentraciones de
extracto (400, 40 y 4 pg/ml). Luego de 72 h de incubacién se
cosecharon los sobrenadantes titulandose los niveles de IFN
presentes en los mismos. Los titulos de IFN se expresaron en
dosis inhibitorias 50 % (DIggg), es decir como la inversa de la

maxima dilucién de sobrenadante capaz de reducir al 50 % el
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numero de UFP producidas por el virus VSV en monocapas de
células L-929.

Los resultados expuestos en el Cuadro 11 muestran que el
tratamiento de las <células con el extracto provocdé una
disminucién significativa y dependiente de la dosis, de su
capacidad de producir IFN. Mientras que los sobrenadantes de
cultivos controles presentaron un titulo de 160 DI50%/ml 72 h
después de iniciado el cultivo, en los tratados 1los titulos
alcanzados siempre permanecieron a nivel basal (<10 DI50%/ml) a
concentraciones de extracto de 400 y 40 upg/ml. Cuando la
concentracién de extracto en el medio de cultivo fue de 4 ng/ml
la produccién de IFN alcanzdé niveles cercanos al del control
sin extracto.

Cuadro 11
EFECTO DEL TRATAMIENTO CON EL EXTRACTO ACUOSO DE

TRICHILIA GLABRA SOBRE LA PRODUCCION DE IFN GAMMA.

Concentracién del extracto (pg/ml)

Titulo IFN
(DIggg/ml) @ <10 <10 100 160

Cultivos de células esplénicas inducidos con 5 pg/ml de
Con A fueron incubados en presencia o ausencia de distintas
concentraciones de extracto. El sobrenadante se cosechdé luego
de 72 h de incubacién y se dosdé el IFN presente en el mismo.

4@ E1 titulo de IFN presente en el sobrenadante de los
cultivos se expres6é en DIgpg, siendo este indice igual a la
inversa de la maxima dilucién que reduce al 50 % el numero de
UFP producidas por el virus VSV en células L-929.
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PARTE II: EXPERIMENTOS IN VIVO

1.- Estudio de la toxicidad "in vivo" de los

extractos acuosos de T.glabra

Grupos de 20 animales recibieron una dosis diaria del
extracto (0,2 ml; 4 mg/ml) por via endovenosa con el objeto de
determinar si el extracto producia un efecto téxico sobre
animales tratados. Como medida de toxicidad se estudié la
variacién del peso de los animales a lo largo de diez dias de
tratamiento. Es importante aclarar que ninguno de 1los
tratamientos realizados con posterioridad implicaron mas de 5
dias de administracién continua del extracto. Como se observa
en la Figura 8 no se detectdé variacién en el peso de los
animales tratados respecto de los controles durante el periodo
que abarcdé el tratamiento. Asimismo, cabe destacar que no se
registraron cambios bruscos del comportamiento, sintomas de
enfermedad o mortalidad en ninguno de los animales tratados,

durante el tratamiento y en los dos meses posteriores al mismo.
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Figura 8: Toxicidad "in vivo" del extracto acuoso de T.glabra.

Grupos de 20 animales fueron inoculados por via endovenosa
con 0,4 mg del extracto de T. glabra en un volumen de 0,1 ml de
PBS (concentracién = 4 mg/ml) (tratados) o igual volumen del
diluyente (controles). El1 tratamiento se continudé durante 10
dias consecutivos registrandose el peso de los animales
diariamente a lo largo del mismo.
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2.- Actividad anticomplementaria "in vivo"

Se estudié si el tratamiento de ratones con el extracto
también producia algun efecto sobre la capacidad hemolitica del
complemento tal como se observd previamente en los estudios "in

vitro".

2.1.- Curva de dosis - respuesta

Grupos de 10 ratones <cada uno fueron tratados con
distintas concentraciones del extracto (4, 2 y 1 mg/ml)
diluidas en PBS por via e.v.. A las 12 h post-inoculacién se
exanguinaron los animales determindndose la capacidad
hemolitica presente en los sueros. Como puede observarse en la
Figura 9 se registrd una inhibicién de la actividad hemolitica
del complemento tanto en la via clésica como en la alterna.
Este efecto es dosis dependiente y mas pronunciado en la via

clasica que en la alterna.

2.2.- Cinética de la actividad anticomplementaria

A fin de determinar el tiempo de duracién del efecto

anticomplementario producido por el extracto, grupos de 10
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Figura 9: Efecto del tratamiento con extracto acuoso de
T.glabra sobre la actividad hemolitica del suero del ratén.
Curva dosis-respuesta.

Grupos de 10 animales fueron inoculados por via endovenosa
con 0,2 ml de distintas concentraciones del extracto (tratados)
0o con igual volumen de PBS (controles). A las 12 hs p.i. se
exanguinaron los animales determinandose la actividad
hemolitica de 1los sueros utilizando GRCo opsonizados (via
clasica) o sin opsonizar (via alterna) como sistema indicador.
El grado de hemdélisis de 1las muestras se determindé por
absorbancia a 541 nm.

El grado de inhibicién de 1la capacidad hemolitica se
calculd por la siguiente féormula:

% de Inhibicién = 100 - (% hemdélisis tratados/controles).



139

ratones fueron tratados por via endovenosa con una sola dosis
del extracto de 0,8 mg en un volumen de 0,2 ml. Los animales
se exanguinaron a distintos tiempos post-inoculacién (12, 24,
48 y 72 h) determinadndose la actividad hemolitica presente en
los sueros. Los resultados se muestran en la Figura 10. Puede
verse que el efecto anticomplementario no sélo es mas
pronunciado en la via clasica sino que se mantiene durante mas
tiempo que en la alterna. Mientras que en esta ultima via el
efecto ya no se observa a las 48 h, en la clasica ésto ocurre

recién 24 h mas tarde.

3.- Efecto del tratamiento del extracto acuoso de hojas

de Trichilia glabra sobre la fagocitosis "in vivo"

Con el fin de determinar el efecto del extracto sobre la
actividad del sistema reticulo endotelial, grupos de 10 ratones
fueron inoculados durante dos dias consecutivos por via
endovenosa con una dosis diaria del extracto (0,8 mg de
extracto en un volumen de 0,2 ml). Seis horas después de
administrarse la ultima dosis se realizé un ensayo de
fagocitosis "in vivo". Para ello se administré a los animales
una suspensién de carbén coloidal por via endovenosa. Este
material es fagocitado en forma inespecifica principalmente por

los macr6fagos presentes en el higado y el bazo. Como
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Figura 10: Efecto del tratamiento con extracto acuoso de
T.glabra sobre la actividad hemolitica del suero del ratén.
Cinética.

Grupos de 10 animales fueron inoculados por via endovenosa
con 0,2 ml de una dilucidén del extracto en PBS (concentracidén =
4 mg/ml) (tratados) o igual volumen del diluyente (controles).
A distintos tiempos p.i. se exanguinaron los animales
determindndose la actividad hemolitica de los sueros segun se
describié en la Figura 9.
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resultado de esta actividad el carbdén es eliminado de 1la
sangre.

En la Figura 11 se observa que el tratamiento con el
extracto no modificé la tasa de eliminacién de carbdén. Estos
resultados concuerdan con la ausencia de un efecto inhibitorio
del extracto sobre la fagocitosis inespecifica observada en los

experimentos "in vitro”.

4.- Efecto del tratamiento con el extracto acuoso de
hojas de Trichilia glabra sobre la produccidn de

anticuerpos hemaglutinantes

Con el objeto de estudiar si el extracto inducia algun
tipo de modificacién sobre la respuesta inmune humoral, se
investigé el efecto de distintos esquemas de tratamiento con
dicho extracto sobre la produccidn de anticuerpos
hemaglutinantes. Estudios previos habian establecido que
ratones adultos Balb/c inmunizados con 0,1 ml de una suspensién
de GRC al 30% en PBS administrada por via i.p. producian
titulos méximos de anticuerpos hemaglutinantes entre el dia +5
y el +7 postinmunizacién (p.i.). Por 1lo tanto, se decidid

sangrar los animales el dia +5 p.i. en todos los experimentos.
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Figura 11: Efecto del extracto acuoso de T.glabra sobre la
eliminacién de carbén administrado por via endovenosa

Grupos de 10 animales fueron inoculados durante dos dias

consecutivos por via endovenosa con 0,1 ml de una dilucidén del
extracto en PBS (concentracién = 4 mg/ml) (tratados) o igual
volumen de diluyente (controles). Seis horas después de
administrada la Ultima dosis los animales recibieron 0,2 ml de
una suspensién al 1% de carbén coloidal por via e.v. A
distintos tiempos postinoculacién se extrajeron 20 pl de sangre
de cada animal, y se lisaron los eritrocitos en 2 ml de Hy0
destilada, leyéndose las muestras asi obtenidas a 675 nm.
Con los datos obtenidos de 1los animales controles y los
tratados se realizdé un grafico de logaritmo de la absorbancia
en funcién del tiempo. La tasa de eliminacién del carbén en
sangre por accién del sistema reticulo endotelial surge de
calcular la pendiente de las curvas asi obtenidas.
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Para evaluar el efecto de los extractos sobre 1la
produccidén de anticuerpos hemaglutinantes, se dispuso de grupos
de 10 animales sometidos a distintos tratamientos y vias de
inoculacién del extracto segun se detalld en Materiales vy
Métodos, en la Seccidén 7.3.1. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 12. S6lo se observaron diferencias
significativas entre los animales control (inoculados con PBS)
y los tratados con 4,0 mg/ml de extracto (maxima concentracién
ensayada) cuando la via de inoculacién utilizada fue 1la
intragastrica. Con ninguno de los otros esquemas ensayados se
observdé una disminucién significativa en el titulo de

anticuerpos hemaglutinantes.

5.- Efecto del tratamiento con el extracto acuoso de
Trichilia glabra sobre la respuesta de inflamacién

inmediata

Teniendo en cuenta los efectos inhibitorios ejercidos por
el extracto sobre la actividad del complemento y el metabolismo
de los PMN, se decidié evaluar su efectividad en un modelo
experimental "in vivo" que pusiera en evidencia este aspecto de
la respuesta inmune. Para ello se eligidé 1la reaccidn de

inflamacién inmediata, fendémeno en el cual estadn implicados el
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Figura 12: Efecto del extracto acuoso de T.glabra sobre la
produccién de anticuerpos hemaglutinantes

Grupos de 10 animales inmunizados con una suspensién de
GRC al 30% en PBS, fueron inoculados con una dilucién al décimo

del extracto en PBS (concentracién: 4 mg/ml) (tratados) o el
diluyente (controles). Los animales s6lo recibieron una dosis
diaria del extracto independientemente de 1la duracidén del
tratamiento realizado (-2,0 o -2,+2). El volumen de extracto
inoculado fue de 0,5 ml para las 1inoculaciones por via
intraperitoneal (i.p.), de 0,1 ml para la via endovenosa (e.v.)
y de 0,2 ml para la via intragastrica (i.g.). A los 5 dias

postinmunizacién los animales se sangraron a blanco y se tituld
la presencia de anticuerpos hemaglutinantes en suero.

Se considera dia 0 al dia de inmunizacidn.

El titulo expresado se calculdé como la inversa de 1la
maxima dilucién de suero que producia hemaglutinacidén completa.
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complemento y los PMN (132). En este modelo se mide la
inflamacién inducida en la almohadilla plantar del ratén
después de una inoculacidén subcutdnea de una suspensién de
zimosan. Se considera tiempo 0 al momento de la induccién.

Los animales fueron inoculados por via endovenosa con 0,1
ml de distintas concentraciones del extracto (tratados) o igual
volumen de PBS (controles). Esta dosis fue administrada a las 6
y 3 h preinduccién. Los animales fueron inoculados al tiempo 0
en la almohadilla plantar derecha con una suspensidén de zimosan
en PBS. A las 6 h postinduccién se midié con un calibre de
precisién la hinchazén de dicha almohadilla plantar respecto de
la izquierda como forma de cuantificar la intensidad de 1la
respuesta inflamatoria desencadenada. Los datos se graficaron
como: % de inhibicién respecto del control= [hinchazén promedio
(en mm) de la almohadilla plantar en animales
tratados/hinchazén promedio (en mm) de la almohadilla plantar
en animales control] x 100.

Como se observa en la Figura 13, el tratamiento con el
extracto redujo significativamente y de una manera dependiente
de la concentracién ensayada, la inflamacién inducida por

zimosan.
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Figura 13: Efecto del tratamiento con el extracto acuoso de
hojas de Trichilia glabra sobre la respuesta de inflamacién
inmediata

Grupos de 10 animales fueron inoculados por via endovenosa
con 0,1 ml de distintas concentraciones del extracto (tratados)
0 igual volumen de PBS (controles). Esta dosis fue administrada
a las 6 y 3 h preinduccién. Los animales fueron inoculados al
tiempo 0 en la almohadilla plantar derecha con una suspensién
de zimosadn en PBS. A las 6 h postinduccién se mididé con un
calibre de precisién la hinchazén de dicha almohadilla plantar
respecto de la izquierda como forma de cuantificar 1la
intensidad de 1la respuesta inflamatoria desencadenada. Los
datos se expresaron como % de inflamacidén respecto del control=
[hinchazén promedio (en mm) de la almohadilla plantar en
animales tratados/ hinchazén promedio (en mm) de la almohadilla
plantar en animales control] x 100.

a p<0,05.
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6.- Efecto del tratamiento con el extracto acuoso de
Trichilia glabra sobre algunos aspectos de la

respuesta inmune celular mediados por células T

Teniendo en cuenta los efectos inhibitorios ejercidos por
el extracto sobre la proliferacién de linfocitos inducida por
lectinas, se decididé evaluar su efectividad en distintos
ensayos experimentales "in vivo" que pusieran en evidencia este
aspecto de la respuesta inmune. Para ello se eligieron 1la
reaccién de hipersensibilidad retardada y .la reaccién de
injerto contra huésped, fendmenos en los cuales estan

implicados distintos tipos de células T.

6.1.- Efecto del tratamiento con el extracto acuoso de
hojas de Trichilia glabra sobre la reaccién de

hipersensibilidad retardada inducida por GRC

Con el fin de desarrollar una respuesta de
hipersensibilidad retardada en los ratones, dichos animales
fueron fueron sensibilizados por via i.p. con una suspensidén de
GRC (dia 0). Siete dias mas tarde, 1los animales fueron
desafiados en 1la almohadilla plantar derecha con el mismo
antigeno y luego de 24 h se midié la hinchazén de dicha

almohadilla plantar respecto de la 1izquierda como forma de
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cuantificar la intensidad de la respuesta inflamatoria
desencadenada.

Para estudiar el efecto del extracto sobre la respuesta de
hipersensibilidad retardada, grupos de 10 ratones fueron
inoculados por via endovenosa con 0,1 ml de distintas
concentraciones del extracto (tratados) o igual volumen de PBS
(controles) segun dos esquemas diferentes. Los animales
recibieron una dosis diaria del extracto (o PBS) los dias -2 al
0 (tratamiento durante la fase de induccién de la respuesta) o
los dias +4 al +7 (tratamiento durante 1la fase de
desencadenamiento de la respuesta). Como en el caso de los
experimentos de inflamacién inmediata, los datos se expresaron
como % de Inflamacidén respecto del control.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 14. La
supresién de la respuesta fue altamente significativa cuando el
extracto fue inoculado durante cualquiera de las dos fases
principales de la reaccién: dias -2 al 0 (sensibilizacién) o
dias +4 al +7 (desencadenamiento). Es interesante destacar que
cuando el extracto fue administrado en la fase de
desencadenamiento de la reaccién, el efecto inhibitorio fue mas
importante que cuando se administré alrededor del momento de

sensibilizacién de la respuesta de HSR.
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Figura 14: Efecto del tratamiento con el extracto acuoso de
hojas de Trichilia glabra sobre la respuesta de
hipersensibilidad retardada (HSR)

Con el fin de estudiar el efecto del extracto sobre 1la
respuesta de HSR, grupos de 10 animales fueron inoculados por
via endovenosa con 0,1 ml de distintas concentraciones del
extracto siguiendo el esquema indicado en cada caso (tratados)
o igual volumen del diluyente (controles). Para desarrollar la
respuesta de HSR los ratones se inocularon por via ip con 0,2
ml de una suspensién celular que contenia 1 x 106 GRC (dia 0).
Los mismos animales recibieron, siete dias mas tarde (dia + 7),
0,05 ml de una suspensiédn de GRC conteniendo 1 x 108 células,
por via subcutdnea en la almohadilla plantar derecha mientras
que la izquierda recibidé igual volumen de PBS. A las 24 h
postinduccién se cuantificé el grado de inflamacién como se
describidé en la Figura 13.

a p< 0,05.
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6.2.- Efecto del tratamiento con el extracto acuoso
de hojas de Trichilia glabra sobre la reaccidn

de injerto contra huésped

Para evaluar el efecto del tratamiento con el extracto
sobre el nivel de respuesta mediada .por células T frente a
antigenos de histocompatibilidad extrarios, se empled el ensayo
local de Ford y Simonsen (58).

En este grupo de experimentos, se desencadenaron
reacciones de injerto contra huésped locales en hibridos Fl
adultos (Balb/c [H-2K] x AKR/J [H-29]) por inoculacién
subcuténea, en la almohadilla plantar derecha de una suspensidn
de esplenocitos provenientes de individuos de la cepa parental
Balb/c y en la almohadilla izquierda una suspensién de células
singeneicas. La reaccién se cuantifica determinando el aumento
de peso que se produce en el ganglio popliteo derecho
comparandolo con el peso del ganglio que drena la almohadilla
plantar 1izquierda. Los animales recibieron inmediatamente
después de la inyeccidén de las células 0,1 ml de la maxima
concentracién del extracto empleada para todas las pruebas "in
vivo" (4 mg/ml) (grupo tratado) o 0,1 ml de PBS (grupo control)
por via ev. Siete dias mas tarde se extrajeron los ganglios
popliteos y se pesaron en una balanza de precisién con vistas a

determinar la magnitud de la reaccién de inflamacidén local
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inducida por la inyeccidén de las células parentales segun se
detalla en Materiales y Métodos, en la seccién 7.4.1.

El peso promedio de los ganglios de los animales tratados
(1,68 * 1,10) no presentd diferencias significativas respecto
al peso promedio de los ganglios de 1los controles (2,86 *
1,66). Por lo tanto, se puede concluir que el tratamiento de
los hibridos F1 adultos con el extracto por via ev. fue incapaz
de disminuir significativamente la magnitud de la reaccidédn de
injerto contra huésped desencadenada con esplenocitos Balb/c
adultos. Cabe aclarar que estos datos se obtuvieron empleando
una unica dosis del extracto simultaneamente con la inoculacidn
de los esplenocitos. No puede descartarse que tratamientos
distintos al ensayado modifiquen de alguna manera la respuesta
estudiada. Por lo tanto, es prematuro aun asegurar dque el

extracto no ejerce ninguin efecto sobre este tipo de respuesta.
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PARTE III: CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS

ACTIVIDADES PRESENTES EN EL EXTRACTO ACUOSO

DE TRICHILIA GLABRA.

1.- Caracteristicas del extracto crudo

El extracto acuoso de hojas de Trichilia glabra presentd
una concentracién de 40 mg/ml determinada por peso seco. La
concentracién de proteinas determinada por Bradford fue de
0,125 mg/ml y la concentracién de azucares segun el método del

fenol-sulfirico fue de 0,62 mg/ml.

2.- Ensayos realizados para la caracterizacién de los
principios activos antifagocitico y
anticomplementarios presentes en el extracto acuoso de

Trichilia glabra

Con el fin de <caracterizar los principios activos
presentes en el extracto acuoso de hojas de T.glabra, se
realizaron distintos ensayos sobre el extracto que involucraron
la dialisis, el calentamiento y el tratamiento con A&acidos vy
dlcalis. Se evaluaron las actividades antifagociticas vy
anticomplementarias de cada fraccién segun los protocolos

detallados en Materiales y Métodos, en la Seccién 6.
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2.1- Dialisis

La diédlisis del extracto crudo contra agua destilada
determiné la pérdida de la actividad antifagocitica del mismo
(Cuadro 12). De acuerdo a estos datos el principio activo
antifagocitico tendria un PM < a 10,000 D (el tamafio de corte
de la bolsa de dialisis). Para descartar que el principio
antifagocitico fuera una molécula de alto PM que precisara de
un cofactor de bajo PM que se perdiera durante la dialisis, se
decididé realizar una didlisis reversa (Materiales y Métodos,
Seccién 9.2.1). En este caso la actividad total se encontrd en
la fraccién presente en el interior de la bolsa de didlisis (PM
<10,000 D).

Por otro lado, la actividad anticomplementaria permanecid
en en el interior de la bolsa de dialisis (PM > 10,000 D) al
realizar una dialisis clasica, mientras que no se registrd
actividad alguna en la fraccién del dializado reverso. De este
modo se pudieron separar las actividades antifagocitica vy
anticomplementaria en dos fracciones de alto y bajo PM

respectivamente.
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ACTIVIDADES BIOLOGICAS PRESENTES EN LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE

LA DIALISIS DEL EXTRACTO ACUOSO DE TRICHILIA GLABRA

Fracciones
- Dializado Dializado Extracto
Actividad reverso crudo
Anticompl. 2,45 mg/ml ND 2,50 mg/ml
Antifagocit. N.D. 0,025 mg/ml 0,027 mg/ml
Antimitog. N.D. 0,5 pg/ml 0,530 pg/ml

El extracto acuoso de T.glabra se sometidé a dialisis

frente a agua destilada (diadlisis clasica) o bien una bolsa
didlisis conteniendo 10 ml de agua destilada se introdujo
200 ml de extracto para obtener, 1luego de producida
difusidén, una fraccién de bajo peso molecular en el interior
la bolsa de dialisis (didlisis reversa).

8 Se evalud la actividad de las fracciones retenidas en
interior de 1las bolsas de dialisis. Tamafio de corte de
membrana de dialisis = 10,000 dalton.

Las actividades se expresaron en Clggog.

La actividad antifagocitica se determindé segun
detalla en la Seccién 6.2. de Materiales y Métodos.

€ La actividad anticomplementaria se estudidé en la via
clasica segun se detalla en la Seccién 6.1. de Materiales y
Métodos.

d 13 actividad antimitogénica se determind segun se
detalla en la Seccidén 6.3 de Materiales y Métodos.

N.D.: No detectado
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Por otro lado, se determindé la concentracién de proteinas,
azucares y la concentracién en peso seco del dializado y el
dializado reverso. Los datos se presentan en Cuadro 13.

Es interesante destacar que la baja concentracién de
proteinas presentes en la fraccién dializada puede deberse al
hecho de que las mismas se hayan desnaturalizado durante la
didlisis, ya que al finalizar ésta se observd material
precipitado en el interior de la bolsita de didlisis el cual

fue eliminado por centrifugacién.

2.2.- Estabilidad térmica de los principios activos

Distintas alicuotas del extracto crudo se incubaron
durante dos horas a distintas temperaturas: 40, 60, 80 y 100°C.
Como se observa en la Figura 15 no se observdé una disminucidn
significativa en las CIggg de las actividades estudiadas a
ninguna de las temperaturas utilizadas lo que implicaria que

los principios activos serian termoestables.
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Cuadro 13
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA

DIALISIS DEL EXTRACTO ACUOSO DE TRICHILIA GLABRA

Concentracién
Fraccién Peso seco 2@ Proteinas b Azucares €
Dializado 12,30 mg/ml 0,04 mg/ml 0,18 mg/ml
Dializado
Reverso 40,50 mg/ml 0,02 mg/ml 0,87 mg/ml
Extracto
crudo 40,92 mg/ml 0,125 mg/ml 0,62 mg/ml

d Para determinar el peso seco 400 pl de cada fraccidén se
evaporaron a presién reducida, determinandose el peso del
material remanente.

La concentracién de proteinas se determiné por el método
de Bradford.

C La concentracidén de azucares se determindé por el método
del fenol-sulfurico.
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Figura 15: Efecto del calentamiento a distintas temperaturas
sobre las actividades presentes en el extracto acuoso de
T.glabra

El extracto acuoso de T.glabra se incubdé a distintas
temperaturas durante 2 h con el fin de estudiar la estabilidad
térmica de las actividades presentes en el mismo.

Finalizada dicha incubacidn se determinaron las
actividades antimitogénicas (A), anticomplementaria (B) y
antifagocitica (C).

Las actividades se expresaron en CIgpg.

La actividad antifagocitica se determindé segun se detalla
en la Seccidén 6.2. de Materiales y Métodos.

La actividad anticomplementaria se estudidé en la via
clasica segun se detalla en la Seccidén 6.1. de Materiales y
Métodos.

La actividad antimitogénica se determindé segun se detalla
en la Seccidén 6.3 de Materiales y Métodos.
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2.3.- Tratamiento con proteasas

Distintas alicuotas del extracto crudo fueron incubadas
con tripsina (concentracién final de enzima en la mezcla de
reaccidén= 20, 10 y 5 mg/ml) o proteinasa K (concentracién final
de enzima en la mezcla de reaccién= 0,2; 0,1 y 0,01 mg/ml).
Luego de 1la incubacién las enzimas se inactivaron por
calentamiento a ebullicién (y posterior agregado de suero
bovino, en el caso de 1la tripsina, para frenar la posible
actividad enzimdtica remanente). Cabe destacar Qque las
concentraciones de enzimas en el medio de incubacidén de las
células resultdé ser no téxica y que los controles con enzimas
en ausencia de extracto no afectaron la actividad fagocitica de
los macréfagos. Como se observa en el Cuadro 14 el tratamiento
con tripsina no produjo ninguna modificacién de las actividades
presentes en el extracto, mientras que la Proteinasa K inhibe
de una manera dosis dependiente la actividad antifagocitica
presente en el extracto. Este dato estaria indicando que el
principio activo antifagocitico tendria una naturaleza
proteica. Si bien la actividad anticomplementaria y la
antimitogénica no se ven modificadas seria necesario realizar
ensayos con otras enzimas para confirmar si dichas actividades

son o no sensibles a la accién de proteasas.
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Cuadro 14
SENSIBILIDAD DE LAS ACTIVIDADES PRESENTES EN EL EXTRACTO ACUOSO

DE T.GLABRA FRENTE AL TRATAMIENTO CON PROTEASAS

Conc. Actividad Actividad Actividad

de enzima Antifagqg. Anticompl. Antimitog.
Tripsina
20 mg/ml 0,030 mg/ml 2,39 mg/nl 0,56 pg/ml

10 mg/ml 0,025 mg/ml 2,40 mg/ml 0,60 pg/ml

5 mg/ml 0,029 mg/ml 2,30 mg/ml 0,55 pg/ml

0 mg/ml 0,027 mg/ml 2,50 mg/ml 0,53 pg/ml

0,2 mg/ml > 4,00 mg/ml 2,48 mg/ml 0,58 pg/ml
0,1 mg/ml 1,20 mg/ml 2,37 mg/ml 0,47 pg/ml
0,01 mg/ml 0,20 mg/ml 2,41 mg/ml 0,48 pg/ml
0 mg/ml 0,027 mg/ml 2,50 mg/ml 0,53 pg/ml

El extracto acuoso de T.glabra se incubdé a 37°C durante 2
h con distintas concentraciones de las enzimas. Se calentaron
las muestras a ebullicién 30 min, y luego se determinaron las
actividades presentes.

d@Las actividades se expresaron en CIggg como se describe
en el Cuadro 12.
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2.4.- sensibilidad al agregado de &acidos y Aalcalis

Distintas alicuotas del extracto crudo se llevaron a pH 9
0 3 por agregado de NaOH (1 M) o HCl (1 N). Las muestras se
incubaron 1 h a temperatura ambiente y luego se llevaron a la
neutralidad. Como se demuestra en el <cuadro 15, los
tratamientos produjeron una inhibicién total de la actividad
antifagocitica presente en el extracto, sin afectar 1la
actividad anticomplementaria. Por otro lado, la actividad
antimitogénica se vio afectada de manera dispar por los

tratamientos, siendo mas sensible al alcali que al &acido.

2.5.- Precipitacién con alcoholes

Alicuotas del extracto crudo se mezclaron con 4 volumenes
de etanol o isopropanol. El material insoluble se separd de la
solucién por centrifugacidén y se resuspendié en agua destilada
llevandolo al volumen original de extracto. El  material
hidroalcohdélico se evapordé a presién reducida y también se
resuspendidé en agua destilada al volumen original de extracto.
Como puede observarse en el Cuadro 16 las actividades
antifagociticas y antimitogénicas permanecieron en solucién
mientras que la actividad anticomplementaria se recuperd en las
fracciones precipitadas. No se observaron diferencias en las

actividades totales entre los dos tratamientos.
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Cuadro 15
SENSIBILIDAD DE LAS ACTIVIDADES PRESENTES EN EL EXTRACTO ACUOSO

DE T.GLABRA FRENTE AL TRATAMIENTO CON ACIDOS Y BASES

Actividad Actividad Actividad
Tratamiento Antifag. Anticompl. Antimitog.
Acido
(pH=3) N.D 2,4 mg/ml 43 pg/ml
Basico
(pH=10) N.D. 2,5 mg/ml 386 ng/ml
Neutro
(pH=7) 0,027 mg/ml 2,5 mg/ml 0,536 pg/ml

El extracto acuoso de T.glabra se llevd a pH = 10 o 3 por
agregado de NaOH (1 M) o HC1l (1M) respectivamente. Luego de una
incubacién a 37°C durante 2 h se neutralizaron las muestras
determinandose las actividades presentes. Se realizd un control
a pH 7.

@ Las actividades se expresaron en Clggg como se describe
en el Cuadro 12.

N.D.: No detectado.
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Por otro lado, se determinaron las concentraciones de
proteinas y azucares y la concentracién en peso seco de las
distintas fracciones. Los datos se presentan en el Cuadro 17.

Cabe destacar que wuna cierta cantidad de material
permanecié insoluble luego de la precipitacidén y resuspensioén
lo que justifica que la suma de los pesos secos del material
presente en el precipitado y el sobrenadante en ambos
tratamientos, fuera menor al peso seco total del material de
partida. Esto podria explicar también la baja cantidad de
proteinas encontradas en las distintas fracciones luego del
tratamiento con los alcoholes. Comparando los Cuadros 15 y 16
pueden obtenerse los valores de las actividades especificas
(A.E.) de las distintas fracciones. En particular para la
actividad anticomplementaria las distintas A.E. fueron de: 0,06
DIgge/mg para el extracto crudo y de 0,49 DIggg/mg y 0,39
DIggg/mg en las fracciones precipitadas por los tratamientos
con etanol e 1isopropanol respectivamente. Por 1lo tanto,
teniendo en vista una purificacién del principio activo
anticomplementario este paso de precipitacién seria una buena
opcién debido a que segin estos datos, el indice de

purificacidén estaria préximo a 10.
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Cuadro 16
ACTIVIDADES BIOLOGICAS PRESENTES EN LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE
LA PRECIPITACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE TRICHILIA GLABRA CON

ETANOL E ISOPROPANOL

Actividad Actividad Actividad
Fraccién Antifag. Anticompl. Antimitog.
EtaNoL
Ppdo. ND. 2,40 mg/ml N.D.
Sbnte 0,029 mg/ml N.D 0,53 pg/ml
1soprOPANOL
Ppdo. N.D. 2,40 mg/ml N.D.
Sbnte 0,025 mg/ml N.D 0,53 pg/ml
EXTRACTO 0,027 mg/ml 2,50 mg/ml 0,53 pg/ml
CRUDO

El extracto acuoso de T.glabra se mezcld con 4 volumenes
de etanol o de isopropanol en frio. El material insoluble se
separ® por centrifugacién a 10,000 x g. E1l material precipitado
se resuspendidé en agua destilada.

El sobrenadante de los tratamientos se evapordé a presidn
reducida y el material obtenido se resuspendié en agua
destilada.

En todos los casos el material a resuspender se llevd al
volumen original de la alicuota de extracto crudo utilizada en
los tratamientos.

8Las actividades se expresaron en.CIggg como se detalla en
el Cuadro 12.

N.D.: No detectado.
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Cuadro 17
CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE LA
PRECIPITACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE TRICHILIA GLABRA CON

ETANOL E ISOPROPANOL

Fraccion  Peso seco @ Proteinas D Azacares C
gravoL T

Precipitado 5,5 mg/ml 0,08 mg/ml 0,15 mg/ml
Sobrenadante 23,66 mg/ml 0,06 mg/ml 0,50 mg/ml
1soproPANOL T

Precipitado 6,4 mg/ml 0,05 mg/ml 0,10 mg/ml
Sobrenadante 17,05 mg/ml 0,018 mg/ml 0,47 mg/ml
EXTRACTO CRUDO 40,00 mg/ml 0,12 mg/ml 0,62 mg/ml

8 Para determinar el peso seco 400 pl de cada fraccién se
evaporaron a presién reducida, determinandose el peso del
material remanente.

La concentracién de proteinas se determindé por el método
de Bradford.

C La concentracién de azicares se determindé por el método
del fenol-sulfurico.
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2.6.- Cromatografia de filtracién molecular del

extracto crudo en columna de Sephadex G-50

Una alicuota del extracto crudo se comatografié en una
columna de Sephadex G-50, wutilizando PBS como buffer de
elucién. Se determiné la actividad antifagocitica y
anticomplementaria de las fracciones recogidas, asi como su
concentracién de proteinas y azucares. Como se observa en la
Figura 16, la actividad anticomplementaria fue eluida en el
volumen muerto de la columna, confirmando que el principio
activo tendria un alto PM como ya se habia visto durante los
experimentos de didlisis. Asimismo, cabe destacar que el pico
de actividad anticomplementaria comigré con un pico de
azucares.

Por otro lado, las actividades antifagocitica VY%
antimitogénica eluyeron asociadas en dos picos de PM
aproximados de: 10,500 y 2,500 D segun se determind por
comparacién con marcadores de PM corridos en dicha columna en
las mismas condiciones (Figura 17).

Por ultimo, cabe destacar que ninguna de las actividades
estudiadas comigrdé con algun pico de proteinas.

Este dato es interesante teniendo en cuenta la
sensibilidad de 1la actividad antifagocitica frente a 1la

proteinasa K.
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Figura 16: Cromatografia en columna de Sephadex G-50 del
extracto crudo de T.glabra

Una alicuota de 1 ml de extracto crudo se sembrd en una
columna de Sephadex G-50 de 50 ml de volumen total equilibrada
en PBS. La columna se eluyé con el mismo buffer recogiéndose
fracciones de 3 ml cada una. Se determinaron las actividades
antifagociticas (A), antimitogénicas (B) y anticomplementarias
(C) presentes en las fracciones segun se detalla en la Figura
15.

Asimismo, a cada fraccién se le determindé la concentracién
de proteinas por el método de Bradford y la concentracién de
azucares por el método del fenol-sufurico (D).
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Figura 17: Determinacién de los PM de los picos de actividad
antifagocitica y antimitogénica obtenidos por cromatografia de
filtracién molecular en columna de G-50

Para la calibracién de 1la columna se utilizaron los
siguientes patrones de PM: Apronitina (6,5 x 103 D), Citocromo
C (1,2 x 104 D) y Anhidrasa carbénica (2,9 x 104 D). Todas
estas proteinas se detectaron en las fracciones eluidas por el
método de Bradford. El peso molecular aproximado de las
fracciones activas se estimdé de un grafico del PM en funcién
del Kav obtenido a partir de las sustancias marcadoras
empleadas. E1l Kav se define como la relacién: (Ve - Vo) / (Vt -
Vo), donde Ve: volumen de elucién de la sustancia; Vo: volumen
de exclusién de la columna y Vt: volumen total de la columna.

El volumen total y el volumen muerto de la columna se
determinaron utilizando azul Dextréan y cloruro de cobalto.
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Los motivos por los cuales no se detecten proteinas en el pico
de actividad antifagocitica podrian radicar en la ausencia de
aminoadcidos béasicos en dicho principio, por lo cual no seria
detectado por Bradford (limite de sensibilidad: 0,1 ug/ml).
Podria ocurrir asimismo que la concentracién proteica en dicho

pico sea inferior a los niveles detectables por el ensayo.
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PARTE IV: PURIFICACION DE LOS PRINCIPIOS ACTIVOS

PRESENTES EN HOJAS VERDES DE TRICHILIA GLABRA

Teniendo en cuenta los datos obtenidos durante 1la
caracterizacién bioquimica de los principios activos, en
particular la termoestabilidad de 1los mismos y sus PM
aproximados, se decidié realizar un esquema de purificacién
partiendo del material vegetal seco y pulverizado. Este tipo de
esquema permite un aumento del rendimiento en la obtencidén de
los principios activos, asi como una extraccién secuencial de

los mismos.

1.- Extraccién del material vegetal con distintos

solventes

Las hojas de Trichilia glabra fueron desecadas en horno a
60°C y luego fueron pulverizadas para obtener el material que
sirvidé de punto de partida para la purificacién. Al polvo asi
obtenido se lo sometié a sucesivas extracciones continuas en
Soxhlet utilizando cloroformo, metanol y agua segun se presenta

en el Esquema I.



Esquema 1: Extraccién del material vegetal empleando
distintos solventes por el método de extraccién

continua en Soxhlet
HOJAS SECAS Y MOLIDAS
(20 grs)

Extraccién en Soxhlet con
cloroformo (500 ml) durante 6 h

RESIDUO EXTRACTO CLOROFORMICO
(2,32 grs)

Extraccién en Soxhlet con
metanol (500 ml) durante 6 h

EXTRACTO METANOLICO RESIDUO
(2,57 grs)

Extraccién con agua (500 ml)
a 100°C durante 2 h

EXTRACTO ACUOSO RESIDUO
(4,78 grs)

170
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Cuadro 18
ACTIVIDADES BIOLOGICAS PRESENTES EN LAS FRACCIONES OBTENIDAS DE

LA EXTRACCION CON DISTINTOS SOLVENTES DEL MATERIAL VEGETAL EN

POLVO

"""""""""""""""" Dosis inhibitorias 50 % @
- Actividadd  Actividad Actividad
Fraccién Antifag. Anticompl. Antimitog.
Cloroférmica o o o
Metandlica 256 0 10°
Acuosa 0 128 0

Las fracciones se evaporaron a presién reducida y se
resuspendieron en agua destilada para 'determinar su actividad.
4 Las actividades se expresaron en dosis inhibitorias 50 %
(DIgpy) = inversa de la maxima dilucién en la cual se observa
al menos el 50 % de la actividad inhibitoria estudiada.
La actividades se determinaron segun se detalla en el
Cuadro 12
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Una vez concluidas estas operaciones se determiné la
actividad bioldégica de las distintas fracciones. Como puede
observarse en el Cuadro 18, la fraccién cloroférmica carecid de
actividad. Las actividades antifagocitica y antimitogénica se
encontraron asociadas a la fraccién metandélica y el principio

activo anticomplementario a la fraccién acuosa.

2.- Purificacién del principio activo

anticomplementario

El principio activo anticomplementario se encontraba
asociado a una fraccién acuosa, resultado de la extraccién del
material vegetal con agua caliente. Los datos obtenidos en la
Seccién III indicaban que el principo activo era termoestable y
de elevado peso molecular, precipitando de una solucidén acuosa
por agregado de alcoholes. Todo esto hacia presumir que el
compuesto podria ser un polisacarido. Bajo dicho supuesto, 1la
fraccidén acuosa fue sometida a los pasos de purificacién que se
presentan en el Esquema II con el fin de obtener una fraccién
cruda de polisacaridos.

Como se observa en el Cuadro 19, la actividad
anticomplementaria se encontré asociada a la fraccidén cruda de
polisacaridos, siendo 1la actividad especifica del principio
activo en esta reaccién unas 5 veces mayor a la de la fraccién

acuosa.
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Esquema 2: Obtencién de una fraccién cruda de polisacaridos

(FCPS)

EXTRACTO ACUOSO
(Masa total= 4,78 grs)

Adicién de 4 volumenes de etanol

Centrifugacidén a 10,000 x g

PRECIPITADO SOBRENADANTE
(Masa total= 560 mg)

Resuspension en HpO destilada

Didlisis contra HpO destilada

FRACCION CRUDA DE POLISACARIDOS
(Mas a total= 80 mg)
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2.1.- Cromatografia de intercambio iénico en batch

(DEAE-Sephadex A-25)

Con el fin de obtener una mayor separacidén de la fraccidn
de polisacaridos se realizdé una cromatografia de intercambio
i6énico en batch. Un volumen de la FCPS se aplicé a una resina
intercambiadora aniénica (DEAE Sephadex A-25) equilibrada con
buffer Tris-HCl, pH 6,5; 0,02 M. El material adherido se eluyd
en primer lugar por fuerza iédnica utilizando sucesivamente
soluciones de ClNa de molaridad creciente (0,1; 0,5 y 1 M) vy
luego la elucidn se realizd por variacidén del pH con soluciones
0,5 N NaOH y 1 N NaOH manteniendo una concentracién 1 M de
NaCl. Se obtuvieron asi seis fracciones a las cuales se
dializaron contra agua destilada y se concentraron a presidn
reducida. A una alicuota de 1 ml de cada fraccidén se le
determindé su actividad anticomplementaria y su peso seco
(previa evaporacién a sequedad a presién reducida) con el fin
de determinar su concentracién. Como se observa en el Cuadro 20
si bien todas las fracciones presentaron actividad

anticomplementaria, la mas activa resulté ser la fraccidén NA



Cuadro 19
ESTUDIO DE LAS DISTINTAS FRACCIONES OBTENIDAS DURANTE LA

PREPARACION DE LA FRACCION CRUDA DE POLISACARIDOS

Conc.@ TituloP A.E.C Prot.d Azucares®
Fraccién (mg/ml) (DIgg/ml) (DIgpg/mg) (mg/ml) (mg/ml)
Extracto
acuoso 4,25 32 5,7 0,01 0, 56
Sobrenad. 0
Precip. 4,00 64 16,0 0,15 0,62
FCPS 5,00 128 25,6 0,13 0, 64

4 Para determinar el peso seco 400 pl de cada fraccién se
evaporaron a presién reducida, determindndose el peso del
material remanente.

Las actividades se expresaron en dosis inhibitorias 50 %
(DIgspg) = inversa de la dilucidén en la cual se observa el 50 %
de la actividad inhibitoria estudiada.

La actividad anticomplementaria se estudié en la via
clasica segin se detalla en el Cuadro 12.

C A.E.: La actividad especifica se determindé realizando el
cociente entre el titulo y la concentracién en peso seco de
cada fraccién

d La concentracién de proteinas se determindé por el método
de Bradford.

€ La concentracién de azucares se determindé por el método
del fenol-sulfurico.
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presentando la actividad especifica mas alta. Por ello se
eligidé esta fraccién para continuar la purificacién. Es
interesante destacar que esta fraccién registré una muy baja
concentracién de proteinas (6,9 png/m) de modo que la totalidad
de la masa de la fraccién (0,18 mg/ml) estaria compuesta por
azucares (0,20 mg/ml). No puede descartarse que las proteinas
presentes estén asociadas a los polisacaridos constituyendo de

esta manera peptidoglicanos.

2.2.- Cromatografia de filtracién molecular en

columna de Sepharosa 2B

Una alicuota de la fraccién NA fue aplicada a una columna
de filtracién molecular Sepharosa 2B (rango de separacidén de
dextranos: 109 - 20 x 100). La columna fue eluida con PBS. Se
determinaron los perfiles de elucién de azucares y de la
actividad anticomplementaria. Como puede observarse en la
Figura 18 se registrd un  unico pico de actividad
anticomplementaria que comigra con uno de los picos de azucar.

Con el fin de estimar el PM de la fraccién activa,
dextranos patrones de PM de 2 x 106, 5 x 10° y 1 x 102 D se
corrieron en la columna en condiciones iguales a las que se

corrié la fraccidén NA. Realizando un grafico de PM vs Kav ,
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Cuadro 20
ESTUDIO DE LAS DISTINTAS FRACCIONES OBTENIDAS

POR CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

Titulo?@ Conc.b A.E.C Aztucares 9 Prot.©
Fraccién (DIggg) (mg/ml) (DIggg/mg) (mg/ml) (ng/ml)
No adsorbida 128 0,18 711,1 0,20 6,9

(NA)

0,1 M NaCl 128 0,80 160,0 0,24 5,2
0,5 m NaCl 128 7,60 16,8 0,87 55,5
1 M NaCl 256 3,80 67,3 0,56 45,1
0,5 N NaOH
1,0 M NacCl 32 0,19 177,0 0,21 38,1
1 N NaOH
1 M NaCl 16 0,17 88,8 0,22 7,0

@ E1 titulo se calculdé como la inversa de la ultima
dilucién en la que se observdé al menos un 50% de actividad
inhibitoria.

La concentracién se determindé evaporando cada alicuota a
presidén reducida para obtener su peso seco y luego se dividié
este valor por el volumen de dicha alicuota.

C Actividad especifica obtenida como el cociente del
titulo y la concentracién en peso seco de cada fraccién.

La concentracién de azucares se determindé por el método
de fenol-sulfurico.

€ La concentracién de proteinas se determiné por el método
de Bradford.
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como se detalld en Materiales y Métodos, Seccidédn 10.3.3.2., se
estimé un PM de 3,16 x 10° D. para la fraccién activa (Figura

19).

2.3.- Evaluacién de la marcha de purificaciéon del

principio activo anticomplementario.

Los datos obtenidos a lo largo de las distintas etapas de
purificacién del principio activo anticomplementario se
resumieron en el Cuadro 21.

Como puede oObservarse, se obtiene un alto indice de
purificacién luego de s6lo 4 pasos de purificacién. Si bien la
recuperacién para el ultimo paso es bajo, estd de acuerdo con
datos de purificacién de polisacaridos de similares
caracteristicas extraidos a partir de hojas (43, 94, 111, 139,
140, 143, 144).

Es interesante destacar que la estimacidén de peso seco del
polisacarido coincide con la de azicares totales. Este dato
conjuntamente con la no deteccidén de proteinas por los métodos
de rutina hacen sospechar fuertemente que dicho polisacéarido no
estaria complejado con proteinas, si bien no podria descartarse
que de existir una unién glicoprotéica esta podria haberse
hidrolizado durante la obtencidén del azicar. Cabe destacar que
dicha molécula seria neutra y de elevado peso molecular. Estos
datos son similares a los obtenidos por Van der Nat y col.

(152), los cuales aislaron un polisacarido neutro de elevado
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Cuadro 21

CUADRO DE PURIFICACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

ANTICOMPLEMENTARIO
Fraccioéon A.E. I.p.b Recuperacion
(DIggg/mg) @ (%)

Extracto Acuoso 5,7 1,00 100,00
Precipitado 16,0 2,80 11,71
FCPS 25,6 4,49 1,67
No Adsorbida 711,1 124,70 0,12
Pico Seph. 2-B 1080, 00 189,47 0,06

a A.E. = Actividad especifica

b 1.p. = Indice de purificacién

C Recuperacién = (material del paso n/

material inicial) x 100
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peso molecular con actividad anticomplementaria de las hojas

verdes de Azadirachta indica.

3.- Purificacién de los principios activos

antifagocitico y antimitogénico.

Segin los datos obtenidos de la extraccién del material
vegetal seco en Soxhlet se determiné que tanto la actividad
antifagocitica como la antimitogénica se encontraban presentes
en la fraccién metandlica. Por lo tanto, se decididé purificar

dichas actividades a partir de esta fraccién.

3.1.- Particién de la fraccidé4n metandlica en un
sistema bifasico constituido por acetato de

etilo y agua

En primer lugar, se realizé wuna particién de 1los
componentes de la fraccién entre acetato de etilo y agua. Para
ello, la fraccién metandlica evaporada (2,57 grs) se
resuspendié en 250 ml de agua destilada. Luego se realizdé la
particién con 1000 ml de acetato de etilo. Se obtuvieron asi
dos fracciones: acuosa Yy acetato de etilo, las cuales se
evaporaron a sequedad antes de resuspender una alicuota de cada
una de ellas en igual volumen de agua destilada para determinar

sus actividad antifagocitica y antimitogénicas. Los resultados
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Figura 18: Filtracién molecular de fraccidén NA en una columna
de Sepharosa 2B

Un mililtro de la fraccidén NA se sembrdé en una columna de
Sepharosa 2B de 160 ml de volumen total equilibrada con PBS. La
columna se eluyé con el mismo solvente y se recogieron
fracciones de 3 ml cada wuna. Se determindé 1la actividad
anticomplementaria y 1la concentracién de azlcares de las
distintas fracciones.

La actividad anticomplementaria se estudié en la via
clasica segun se detalla en la Figura 15.

Las actividades se expresaron en dosis inhibitorias 50 %
(DIgpg) = inversa de la dilucidén en la cual se observa el 50 %
de la actividad inhibitoria estudiada.

La presencia de azucares se detectdé por el método del
fenol-sulfurico (Materiales y métodos, Seccidén 9.1.3)
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Figura 19: Determinacién del PM de la fraccién activa de
polisacaridos eluida de la columna de Sepharosa 2B

Para la calibracién de la columna se utilizaron dextranos
de PM: 9,300, 39.000, 500.000 y 2.000.000. Estos se sembraron
en una columna de Sepharosa 2B y se eluyeron en iguales
condiciones que las descriptas en la Figura 18. Se recogieron
fracciones de 3 ml cada una determinandose el perfil de eluciédn
de azucares por el método del fenol-sulfurico.

El peso molecular aproximado de 1la fraccidén activa se
estimé de un grafico del PM en funcién del Kav obtenido a
partir de las sustancias marcadoras empleadas. El Kav se define
como la relacién: (Ve - Vo) / (Vt - Vo), donde Ve: volumen de
elucidén de la sustancia, Vo: volumen de exclusidén de la columna
y Vt: volumen total de la columna.

El volumen total y el volumen muerto de la columna se
determinaron utilizando azul Dextrdn y cloruro de cobalto.
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se exponen en el Cuadro 22. Como puede observarse, las
actividades antifagociticas y antimitogénicas totales
resultaron similares para ambas fracciones, pero la actividad
especifica de la fraccién acetato de etilo resultd ser mayor
que la de la fraccién acuosa. Por lo tanto, se utilizdé dicha
fraccién para prosequir con la purificacién.

El peso total de la fraccién acetato de etilo evaporada a
sequedad resulté ser de 210 miligramos.

Los pasos hasta aqui detallados se repitieron varias veces
para obtener una mayor cantidad de material para las sucesivas

etapas de la purificacién.

3.2.- Cromatografia de adsorcién en columna de

Silicagel 60 H

Quinientos miligramos de la fraccién acetato de etilo se
resuspendieron en metanol y se mezclaron con silica para
preparar un pastilla segun se indicé en la seccién 10.4.2 de
Materiales y Métodos. Dicha pastilla se sembrdé en la parte
superior de una columna de 120 gramos de silicagel 60 H
equilibrada con cloroformo a un volumen final de 200 ml. La
columna se eluyd sucesivamente con 2 volumenes de columna de
cloroformo, 2 volumenes de una mezcla cloroformo:metanol 95:5,
2 volumenes de cloroformo:metanol 90:10 y un volumen de
cloroformo:metanol 80:20. Las fracciones obtenidas se

evaporaron y alicuotas de cada una de ellas se resuspendieron
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Cuadro 22
ACTIVIDADES ANTIFAGOCITICA Y ANTIMITOGENICA PRESENTES EN LAS
FRACCIONES OBTENIDAS DE LA PARTICION DE LA FRACCION METANOLICA

EN UN SISTEMA ACETATO DE ETILO - AGUA

Fraccidén
Acetato de etilo Acuosa

Actividad antifag.?
DIgpg 1.000 1.000
A.E. (DIgpg/mg) 500 43
Actividad antimitog.@
DIgpg 100.000 100.000
A.E. (DIggg/mg) 50.000 4.301
Concentracién

(mg/ml) 2,00 23,25
Proteinas
(mg/ml) N.D. 0,07
Azlcares 0,50 15,21
(mg/ml)

4La actividad se expresdé en dosis inhibitorias 50%

La concentracién se determindé evaporando cada alicuota a
presién reducida para obtener su peso seco y luego se dividid
este valor por el volumen de dicha alicuota.

A.E.= Actividad especifica.
C La concentracién de proteinas se determiné por el método
de Bradford.

La concentracién de azucares se determindé por el método
de fenol-sulfurico.

N.D.: No detectado
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en agua destilada para determinar sus actividades
antifagocitica y antimitogénica. Los resultados expuestos en el
Cuadro 23 demuestran que dichas actividades se concentraron
principalmente en la fraccién eluida con la mezcla de
cloroformo:metanol 95:5. Por 1lo tanto, dicha fraccién fue

empleada en el siguiente paso de la purificaciédn.

3.3.- Cromatografia en columna de Sephadex LH-20

La fraccién activa de la columna de silicagel (fraccién
95: 5) se resuspendidé en metanol y 1 ml de dicha fraccién se
sembré una columna de Sephadex LH-20 de 120 ml de volumen total
equilibrada con metanol. La columna se eluyé con metanol,
recogiéndose fracciones de 3 ml cada una. Dichas fracciones se
evaporaron a presién reducida y alicuotas de las mismas se
resuspendieron en agua destilada previamente a determinar sus
actividad antifagocitica y antimitogénica. Los datos se
presentan en la Figura 20 demuestran la presencia de dos picos
con ambas actividades. El perfil de elucién obtenido recuerda
al obtenido con la corrida del extracto crudo en una columna de
filtracién molecular de Sephadex G-50 (Resultados, Seccién III,

2.6).
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Cuadro 23
ACTIVIDADES ANTIFAGOCITICA Y ANTIMITOGENICA DE LAS FRACCIONES

OBTENIDAS DE LA COLUMNA DE SILICAGEL 60 H

Actividad Actividad
Fraccién Peso 2- Antifag.C Antimitog.C
Cl13CH:CH30H (mg) (DIgpg/ml) (DIggg/ml)
100: O 58, 30 10 100
100: O 46,75 10 100
95: 5 56,70 51.200 1.000.000
95: 5 80, 00 26.500 100.000
90:10 20,10 160 100
90:10 11,25 10 100
80:20 15,00 10 100

4 Se determindé el peso de las fracciones luego de ser
evaporadas hasta sequedad a presién reducida.

Todas las fracciones se resuspendieron en igual volumen
de metanol (4 ml) y de alli se extrajeron alicuotas de igual
volumen para determinar la actividad antifagocitica y
antimitogénica. Dichas actividades se expresaron en dosis
inhibitorias 50 % (DIgpg) = inversa de la maxima dilucién en la
cual se observa al menos un 50 % de la actividad inhibitoria
estudiada.
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Figura 20: Perfil de elucidén de las actividades
antifagociticas y antimitogénicas de la columna de
Sephadex LH-20

Un volumen de 1,0 ml de la fraccidén activa obtenida de la
columna de silica resuspendida en metanol se sembrdé en una
columna de Sephadex LH-20 (Pharmacia) de 200 ml de volumen
total equilibrada previamente con metanol. La columna se eluyd
con metanol recogiéndose fracciones de 200 gotas cada una
(aproximadamente 3 ml.). La actividad bioldgica de las
fracciones se determiné sequn se explica en la Figura 15.



3.4.- Cromatografia en capa delgada

Los picos con actividad obtenidas de la elucidén de 1la
columna de Sephadex LH-20 se resuspendieron en metanol y se
utilizaron para sembrar una placa de aluminio con soporte de
silicagel 60. Las muestras se sembraron con un punto utilizando
para tal fin tubos capilares. En primer término se realizd una
cromatografia en capa delgada analitica, utilizando
cloroformo:metanol 95:5 como solvente de corrida. Una vez
finalizada ésta se reveld la placa por inmersién en una mezcla
de etanol:acido sulfurico 95:5, seguido de calentamiento a
100°9C. Se observaron 6 bandas correspondientes .al primer pico y
6 al segundo. La relacién frontal (rf: cociente entre la
distancia recorrida por una banda y la distancia recorrida por
el solvente) de las mismas se detallan a continuacién:

Pico 1: rf= 0,72; 0,59; 0,46; 0,20; 0,12 y 0,06.

Pico 2: rf= 0,94; 0,87; 0,68; 0,49; 0,22 y 0,06.

En vista a los resultados obtenidos se procedidé a realizar
una cromatografia en placa delgada preparativa. Para ello, el
material a separar se sembré en una banda utilizando tubos
capilares. La corrida se realizé en iguales condiciones que en
el caso anterior. Los extremos de la placa se cortaron vy
revelaron. Luego se extrajo la silica de aquellas regiones de
la placa sin revelar que se correspondian con bandas
observables en el material reveladq. Los compuestos alli

presentes se eluyeron de la silica empleando metanol. Las
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muestras se evaporaron Yy una alicuota de las mismas se
resuspendié en agqua destilada previamente a determinar sus
actividades antifagocitica y antimitogénica. Como se observa en
los Cuadros 24 y 25, sélo una banda en cada una de las corridas
presentd actividad antifagocitica. En el caso de la corrida del
pico 1 la banda de Rf= 0,12 poseia actividad antifagocitica
mientras que para la corrida del pico 2 la banda activa fue la
de Rf= 0,87.

Con respecto a la actividad antimitogénica se detectaron
tres fracciones activas en el cromatograma del pico 1 (Rf=0,72;
0,59 y 0,12) y dos en el cromatograma del pico 2 (Rf=0,68 y
0,49). De 1las fracciones del pico 1 1la fraccién de mayor
actividad resultdé ser la de Rf=0,59, con una DI50% al menos 100
veces mayor que la de las otras fracciones activas. En el
segundo cromatogrma la fraccién mas activa fue la de Rf=0,68.

El peso seco de las fracciones fue en todos los casos
menor a 0,05 mg, por lo que resultdé imposible la determinacién
de actividades especificas.

Por ultimo, es interesante destacar que no todas las
fracciones <con actividad antimitogénica poseian actividad
antifagocitica. Sé6lo la fraccién de Rf=0,12 del pico 1 presenta
ambas actividades. Este paso de purificacién permite separar
ambas actividades 1las que habian copurificado a lo largo de

todo el protocolo de purificacidén previo.
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Cuadro 24
ACTIVIDADES ANTIFAGOCITICA Y ANTIMITOGENICA DE LAS FRACCIONES
OBTENIDAS DE LA CROMATOGRAFIA EN PLACA DELGADA DEL PICO I DE LA

COLUMNA DE SEPHADEX LH - 20

Pico 1
Actividad @ Actividad 2@
Banda Antifagocitica Antimitogénica

(RF) (DIgpg/ml) (DIggg/ml)
1) 0,72 N.D. 100.000
2) 0,59 N.D. 10.000.000
3) 0,46 N.D. N.D.
4) 0,20 N.D. N.D.
5) 0,12 800 100.000
6) 0,06 N.D N.D.

4@ Las actividades antifagocitica y antimitogénica se
expresaron en dosis inhibitorias 50 % (DIggg) = inversa de la
maxima dilucién en la cual se observa al menos el 50 % de la
actividad inhibitoria estudiada.

Todas las fracciones se resuspendieron en igual volumen de
metanol (10 ml) y de alli se extrajeron alicuotas de igual
volumen para determinar las actividades.

N.D.: No detectado.
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Cuadro 25
ACTIVIDADES ANTIFAGOCITICA Y ANTIMITOGENICAS DE LAS FRACCIONES
OBTENIDAS DE LA CROMATOGRAFIA EN PLACA DELGADA DEL PICO II DE

LA COLUMNA DE SEPHADEX LH - 20

Pico 2
Actividad @ Actividad @
Banda Antifagocitica Antimitogénica

(RF) (DIgpg/ml) (DIgpg/ml)
1) 0,94 N.D. N.D.
2) 0,87 400 N.D.
3) 0, 68 N.D. 10.000.000
4) 0,49 N.D. 1.000.000
5) 0,22 N.D N.D.
6) 0,06 N.D N.D.

@ Las actividades antifagocitica y antimitogénica se
expresaron en dosis inhibitorias 50 % (DIggg) = inversa de la
maxima dilucién en la cual se observa al menos el 50 % de la
actividad inhibitoria estudiada.

Todas las fracciones se resuspendieron en igual volumen
de metanol (10 ml) y de alli se extrajeron alicuotas de igual
volumen para determinar las actividades.

N.D.: No detectado.
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DISCUSION
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La familia de las Meliaceas constituye un grupo de plantas
que ha sido extensamente wutilizado por distintos grupos
aborigenes para el tratamiento de un gran numero de
enfermedades (26, 33, 46, 47, 85, 88, 107, 119, 126). Las
investigaciones llevadas a cabo durante varios afos en nuestro
laboratorio con el fin de determinar la base cientifica de 1la
utilizacién de estas plantas medicinales, han establecido que
los extractos acuosos de hojas de distintas plantas de la
familia Meliaceae poseen actividades inmunomoduladoras vy
antivirales. Extractos acuosos de Melia azedarach L. y Cedrela
tubiflora son capaces de inhibir "in vitro" la replicacién de
gran variedad de virus, tanto de genoma ADN como ARN (7, 9, 10,
35, 44, 157, 158) en ausencia de citotoxicidad (7, 8).

Por otro lado, se comprobé que los extractos acuosos de

hojas verdes de Melia azedarach L., Cedrela lilloi, Trichilia

elegans y Cedrela tubiflora presentan actividades
inmunomoduladoras tanto "in vitro" como "in vivo" (22, 23, 24,
41, 42, 114).

En este contexto se considerd® interesante la realizacidn
de estudios tendientes a evaluar 1la potencial actividad
inmunomoduladora de los extractos de otra planta autdéctona de
la misma familia: Trichilia glabra (118).

Las investigaciones desarrolladas en el presente trabajo
de tesis demuestran claramente que el extracto acuoso de hojas

verdes de Trichilia glabra es capaz de modificar
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significativamente distintos pardmetros de la respuesta inmune
del ratén Balb/c.

Los primeros datos obtenidos en tal sentido indicaron que
el extracto poseia una significativa actividad
anticomplementaria "in vitro" sobre el suero del ratén. Este
efecto era dependiente de la dosis y mas pronunciado en la via
clasica que en la alterna.

Datos similares han sido reportados para otras melidceas.
La incubacién de suero humano o de ratdén con distintas
concentraciones de los extractos acuosos de Melia azedarach L.
0 Cedrela tubiflora reducen de un modo dependiente de la dosis
la capacidad hemolitica de dicho suero. Esta inhibicién resultd
ser 1independiente de la via de activacién del complemento
ensayada (clasica o alterna) (23, 24). Cabe destacar que el
efecto reportado para Cedrela tubiflora resultdé ser méas
importante que el observado en Melia azedarach L o Trichilia
glabra. Recientemente se ha reportado 1la presencia de
actividades anticomplementarias "in vitro" en los extractos
acuosos de hojas de las meliaceas autéctonas Cedrela lilloi y
Trichilia elegans (114). Por otro lado, Labadie y col. (100)
han demostrado que extractos acuosos de corteza de otras dos
meliadceas, Azadirachta indica y Mumromia pumila, exhiben un
fuerte efecto anticomplementario, inhibiendo 1la capacidad
hemolitica del suero de ratén tanto sobre la via clasica como
sobre la alterna (100, 152). En vista que esta actividad se ha

detectado en practicamente todas las melidceas estudiadas es



probable que el principio activo en cgestién sea comun a todas
ellas.

El efecto anticomplementario del extracto acuoso de
Trichilia glabra se evidencidé también "in vivo". Los sueros
obtenidos de animales tratados con una unica dosis (pero
empleando distintas concentraciones) del extracto presentaron
una marcada disminucién en su capacidad hemolitica. Asi como en
el sistema "in vitro", el efecto fue mds importante sobre la
via clésica que la alterna. Dicho efecto fue dosis dependiente
y se mantuvo en los animales tratados por el término de 48 (via
alterna) o 72 h (via cléasica).

Es interesante destacar que el sistema del complemento,
aparte de su rol benéfico en el control de distintas
infecciones, también interviene en distintas enfermedades
inflamatorias causando dafios a los tejidos. El complemento es
el principal responsable del fendémeno de inflamacién aguda que
se produce cuando un microorganismo, capaz de disparar la via
alterna, penetra en los tejidos. Los factores C3a y C5a actuian
como anafilotoxinas e inducen la liberacidén por parte de 1los
mastocitos de compuestos vasoactivos que inducen la
vasodilatacién y el aumento de la permeabilidad vascular con la
consiguiente hinchazén y enrojecimiento. A su vez el componente
C5a atrae a los PMN al sitio de la inflamacién donde liberan
compuestos tdéxicos que coadyuvan al dafio tisular. Este tipo de
respuestas se encuentra exacerbada en algunas enfermedades

inflamatorias como el reumatismo o la artritis reumatoidea. Por
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lo tanto, el contar con un compuesto con actividad
anticomplementaria podria ser de suma utilidad para el control
de dichas afecciones.

Todos estos datos hacian interesante el aislamiento vy
caracterizacién del principio activo anticomplementario con
vistas a su eventual utilizacién para el tratamiento algunas
afecciones inflamatorias. Por 1lo tanto, en primer lugar se
intentaron determinar 1las caracteristicas bioquimicas del
principio activo anticomplementario para lo cual el extracto de
Trichilia glabra fue sometido, entre otros tratamientos, a
dialisis, calentamiento y al pasaje por columnas de filtracién
molecular.

Se determindé asi que la actividad anticomplementaria era
no dializable (PM > 12,000 daltons) (Cuadro 10) y termoestable
(no se detectd disminucidn de las actividad estudiada luego de
calentar el extracto a ebullicidén durante distintos) (Figura
15). Tampoco se verificdé disminucién de dicha actividad luego
del tratamiento del extracto crudo con dos enzimas
proteoliticas: la tripsina de pancreas bovino y la proteinasa K
(Cuadro 12). Estos datos por si solos no permiten descartar una
naturaleza proteica del principio anticomplementario ya que
para ello seria necesario realizar ensayos con otras proteasas.

Tampoco se observdé una disminucién significativa de la
actividad anticomplementaria luego de tratar el extracto con
NaOH o HCl. En otra serie de experimentos, se determiné que al

mezclar el extracto crudo con distintos alcoholes (isopropanol
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o etanol) se producia 1la precipitacién de 1la actividad
anticomplementaria (Cuadro 14). Por ultimo, se realizd una
corrida cromatografica del extracto crudo en una columna de
filtracién molecular (Sephadex G-50, rango de separacién:
1,500-30,000 D) determinandose que la actividad
anticomplementaria era excluida totalmente de 1la columna
eluyéndose en la fraccién correspondiente al volumen muerto
(Figura 16). Ademas, al determinarse 1la concentracién de
proteinas y azucares de las fracciones obtenidas la actividad
anticomplementaria comigraba con un pico de azlcares.

Estos datos obtenidos al estudiar las caracteristicas
bioquimicas del principio activo anticomplementario concuerdan
con la naturaleza quimica de los polisacéaridos.

En base a 1los datos obtenidos resultaba interesante
entonces intentar la purificacién del ©principio activo
anticomplementario presente en las hojas de Trichilia glabra.
Para ello se partié de hojas secas y trituradas hasta 1la
obtencién de un polvo finamente particulado. Este material se
extrajo con solventes de polaridad creciente (cloroformo,
metanol Y agua) determindndose que la actividad
anticomplementaria se encontraba presente en la fraccién
acuosa. Dicha actividad se precipité por agregado de etanol y
se dializé para obtener una fraccién cruda de polisacaridos.
Esta fraccién se cromatografié en una resina de intercambio
anidénico determinandose que la actividad anticomplementaria se

encontraba mayoritariamente en la fraccién no adsorbida.
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Finalmente dicha fraccién se sembré en wuna columna de
filtracién molecular donde se obtuvo un solo pico con
actividad, de unos 300,000 D de PM segin se determind por
comparacién con marcadores de PM. No se detectaron proteinas en
esta fraccién.

Por lo tanto, luego de esta marcha de aislamiento se
obtuvo un polisacdrido con un indice de purificacién de 189 y
una recuperacién del 0,06% respecto al material de partida. Si
bien este ultimo valor es bajo, es similar al obtenido durante
la purificacién de polisacéridos con actividad
anticomplementaria extraidos a partir de hojas de distintas
plantas medicinales (43, 94, 111, 139, 140, 143, 144).

Por otro lado, 1la no deteccién de proteinas por los
métodos de rutina conjuntamente <con la resistencia al
tratamiento con proteasas hacen sospechar fuertemente que dicho
polisacdrido no estaria complejado con proteinas, si bien no
podria descartarse que de existir una unién glicoproteica ésta
podria haberse hidrolizado durante la obtencién del azucar.

Estos datos son similares a los obtenidos por Van der Nat
y col. (152), 1los cuales aislaron un polisacdrido neutro de
elevado peso molecular con actividad anticomplementaria de las
hojas verdes de Azadirachta indica, planta de la familia de las
meliaceas con reportada actividad antiinflamatoria.

Asimismo, numerosos reportes han asignando a polisacaridos
la actividad anticomplementaria presente en extractos acuosos

de distintas plantas medicinales empleadas en el tratamiento de
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afecciones inflamatorias. Entre otros cabe destacar 1la
actividad anticomplementaria de polisacaridos acidos extraidos
de semillas de Plantago asidtica , de Malva verticillata (148)
y de Coix lacrima-jobi var Ma-yuen (186), de raiz de Bupleurum
falcatum L. (188) y Glycyrrhiza uralensis (56, 83 y 134), de
rizomas de Cnidium officinale y heteroglicanos &acidos de hojas
de Artemisia princeps (182, 190). También se han aislado
polisacaridos neutros con la misma actividad del estoldén de
Glycyrrhiza glabra (141), arabinogalactanos extraidos de raices
de Angelica acutiloba (92) y heteroglicanos de hojas de Panax
gingseng (62). Es interesante mencionar que en todos estos
casos, tanto los polisacaridos acidos como los neutros
presentan actividad anticomplementaria, no pudiéndose encontrar
hasta el presente una relacidén entre la estructura de dichos

compuestos y su actividad inmunolégica (181).

En otra serie de experimentos se decididé estudiar el
efecto del extracto de T. glabra sobre los PMN. Dichas células
poseen en cultivo una vida media muy corta lo cual refleja una
caracteristica inherente a dichas células en el organismo. El
neutr6filo posee receptores para C3b y Fc de IgG y es en
general un fagocito altamente eficiente excepto cuando 1la
particula a fagocitar es grande en relacién a la célula o
cuando la cantidad de particulas a fagocitar es muy elevada.

Los PMN llegan minutos después de producida la inflamacién a la
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zona donde se encuentra el agente infeccioso. Moléculas de
adhesién especificas para PMN aparecen en la membrana de las
células endoteliales después de un estimulo inflamatorio vy
mucho antes de que aparezcan moléculas de adhesidén especificas
para monocitos y linfocitos (129). El1 neutrdéfilo se adhiere
entonces a la pared del endotelio y la atraviesa por
diapédesis. A partir de alli se mueve en contra de un gradiente
de concentracidén de un agente quimiotactico hasta alcanzar al
microorganismo invasor. El PMN puede realizar tanto fagocitosis
especifica (mediada por receptores para Fc de 1IgG) como
inespecifica (mediada por receptores tales como las lectinas).
Generalmente el estimulo fagocitico dispara mecanismos de
muerte intracelular dependientes del oxigeno, denominados
corrientemente estallido respiratorio debido al alto consumo de
oxigeno por parte de las células, el cual es utilizado en la
produccién de compuestos microbicidas tales como el anién
superdéxido, peréxido de hidrégeno, oxigeno singulete y 1los
hipocloritos. Por todas estas caracteristicas los PMN resultan
ser una primera linea de defensa en el organismo. Sin embargo,
a pesar de todos estos efectos beneficiosos los PMN también
intervienen en gran cantidad de enfermedades que cursan con
procesos inflamatorios. Entre otras cabe citar: el enfisema, la
artritis reumatoidea, la vasculitis inmune, 1la gota, la
dermatosis neutrofilica y la psoriasis. El dafio tisular
inducido por los PMN se debe a la producciénvy liberacién de

metabolitos téxicos del oxigeno y a enzimas proteoliticas
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presentes en sus granulos las cuales son liberadas
extracelularmente a los tejidos circundantes en lugar de hacia
el interior de las vacuolas fagociticas. Esto puede ocurrir
durante un fenbémeno denominado como fagocitosis frustrada, una
condicién en la cual el neutréfilo intenta fagocitar sustancias
imposibles de ser ingeridas, como por ejemplo superficies
dariadas de tejidos. Un ejemplo especifico de enfermedad donde
el PMN ejerce un rol central es la gota. En dicha enfermedad
los PMN fagocitan «cristales insolubles de &cido urico
depositados en las articulaciones. El PMN no puede digerir esta
sustancia y se destruye 1liberando sustancias toéxicas que
generan dano tisular. Otra enfermedad donde intervienen los PMN
es la artritis reumatoidea. En este caso enzimas lisosomales y
otros mediadores de inflamacién liberados por los neutréfilos
luego de la ingestién de complejos inmunes depositados en las
articulaciones serian responsables de parte del fendmeno
inflamatorio caracteristico de dicha enfermedad.

Por todo esto, y teniendo en cuenta 1la inhibicién
observada para el complemento, resultaba interesante determinar
si el extracto era también capaz de inhibir 1la actividad
fagocitica y el estallido respiratorio de los PMN. Debido a que
el PMN ejerce su accidén poco tiempo después de establecida una
infeccién o una lesién (en el caso de ciertas enfermedades
inflamatorias) se establecieron tiempos cortos de incubacién
con el extracto con el fin de determinar si el mismo era capa:z

de afectar de una manera rapida la actividad de estas células.
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Es asi que cultivos de PMN se incubaron por espacio de 15 min
con distintas concentraciones del extracto y luego se
realizaron los ensayos para evaluar las actividades estudiadas
(Cuadro 6). Se observé que a altas concentraciones del extracto
se producia una inhibicidén significativa de la fagocitosis de
zymosan opsonizado y del metabolismo oxidativo en ausencia de
toxicidad celular.

Resultados dispares han sido, obtenidos con otras
melidceas. Los extractos acuosos de hojas de C.tubiflora
ejercen un efecto antifagocitico sobre PMN murinos, aunque en
este caso no se modifica el metabolismo oxidativo de dichas
células (23). Por otro lado, el extracto acuoso de Melia
azedarach L. no afectdé la actividad fagocitica o el metabolismo
oxidativo de los leucocitos polimorfonucleares (21, 22). Cabe
destacar que Labadie y col. (100) han demostrado que extractos
acuosos de corteza de Azadirachta indica inhiben la
quimioluminiscencia inducida por zimosan de PMN humanos si bien
su capacidad para ingerir bacterias radioactivas no se altera
(100, 152). La purificacién de 1los principios activos
involucrados revelé que los mismos eran compuestos fendlicos de
bajo PM: el acido galico, la (+)-catecina y la (-)-epicatecina,
pero ninguno de estos compuestos afectaba 1la actividad
fagocitica de dichas células. Asimismo, existen reportes que
indican que extractos acuosos de hojas de Gingko biloba y de
Aloe vera inhiben la produccién de aniones superdxido por parte

de neutrdfilos humanos (110). En el caso de A.vera se ha
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determinado que los responsables de la mencionada actividad son
compuestos de PM < 10.000 (142). Un efecto inhibitorio sobre 1la
produccidén de radicales libres del oxigeno también ha sido
descripto para la curcumina (diferuloil metano), un compuesto
activo antiinflamatorio aislado de rizomas de Curcuma longa
Linn. (138). Por otro lado, se ha reportado que los extractos
acuosos de hojas de Chrysanthemum parthenium inhiben la
capacidad fagocitica de polimorfonucleares humanos. Se
considera que en este caso el efecto sobre los neutréfilos
podria deberse al bloqueo de grupos sulfhidrilos en ciertas
proteinas de dichas células (104).

Los efectos inhibitorios "in vitro" del extracto acuoso de
Trichilia glabra sobre PMN y el sistema complemento se
correlacionan con los resultados obtenidos "in vivo" sobre un
modelo de inflamacidén inmediata inducido por zimosan. En dicho
modelo la inyeccidén en la almohadilla plantar de una suspensién
de zimosan provoca en los animales una inflamacién en el curso
de las seis horas subsiguientes. La inflamacidén es causada por
una accién conjunta del complemento y los PMN. El tratamiento
de los animales con el extracto produjo wuna inhibicién
significativa (y dosis dependiente) de la respuesta de
inflamacién inmediata (Figura 12). Por lo tanto, se puede
concluir que las actividades presentes en el extracto
presentarian caracteristicas promisorias para su eventual
empleo en el tratamiento de enfermedades inflamatorias. Es

interesante destacar que 1los extractos acuosos de A.indica
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también presentan actividad antiinflamatoria en un esquema de
hipersensibilidad inmediata en ratones siendo el &cido gdlico
el compuesto responsable de dicho efecto (98).

En otra serie de estudios se determiné que la capacidad
fagocitica de los macréfagos peritoneales de ratdén resultaba
inhibida luego de 24 h de cultivo en presencia de distintas
concentraciones del extracto (Cuadro 1). La concentracién de
extracto que inhibid la fagocitosis al 50 % (CIggg) fue de
27,98 pg/ml. El1 extracto no sélo produjo un disminucién en el
nimero de células fagociticas sino en el numero de glébulos
rojos incorporados por cada célula (Figura 2). El1 alto indice
de viabilidad luego del tratamiento (95%) conjuntamente con la
reversién del estado antifagocitico generado en las células
(Figura 3), permitié descartar que la actividad inhibitoria
registrada fuera consecuencia de un efecto téxico de 1los
extractos sobre dichas células. Estudios complementarios
permitieron determinar que eran necesarias al menos seis horas
de incubacién con el extracto para que se registrara dicho
efecto (Figura 4), por lo cual se podria decir que el extracto
induce en las células un "estado antifagocitico". Conviene
aclarar que la capacidad fagocitica de las células se dosd
mediante un ensayo de opsonoeritrofagocitosis. Es decir, se
utilizé material particulado y opsonizado con IgG. Con el fin
de profundizar los estudios acerca de la actividad
antifagocitica del extracto crudo, se realizaron ensayos de

fagocitosis inespecifica utilizando particulas de silica. Este
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material ingresa a las células unicamente por fagocitosis
resultando altamente toéxico para las mismas, ya que mueren al
poco tiempo de haberlo ingerido. Era de esperar que si el
extracto inhibia dicho proceso fagocitico, las células tratadas
se verian protegidas de la muerte celular inducida por la
silica, ya que esta no podria penetrar en el interior de la
células. Se determindé que esto no ocurre (Cuadro 2) ya que el
porcentaje de células supervivientes luego de la incubacidén con
particulas de silica no difiere entre células tratadas con el
extracto y <controles. Estos resultados sugieren que 1la
inhibicién observada en los ensayos de opsonoeritrofagocitosis
podria deberse a una "incapacidad"” de los gldébulos rojos
opsonizados para adherirse a 1las células. Con el fin de
confirmar esta hipdétesis se realizé un ensayo de rosetas. En
este tipo de experimentos se enfrentan las células tratadas con
gldébulos rojos opsonizados a 4°C de modo que las particulas
opsonizadas puedan adherirse a los receptores de la membrana,
pero no ingresar. Los resultados de este experimento
determinaron una inhibicién en la formacién de rosetas por
parte del extracto. Es interesante destacar que en este caso la
CIggg fue de 28,32 pg/ml, similar a la obtenida en el ensayo de
inhibicidén de la opsonoeritrofagocitosis. Asi, esta inhibicién
podria explicarse en principio por una ausencia de unién entre
las células y las particulas opsonizadas. Este efecto podria
deberse a una ausencia de receptores especificos en la membrana

de las células tratadas o a una modificacién de esos receptores
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lo cual les impediria reconocer a su ligando. En ambos casos
esto concuerda con el hecho de que el efecto antifagocitico no
se manifiesta de forma inmediata, sino que es necesario cierto
tiempo de incubacién, por lo cual quedaria descartada la
posibilidad de un bloqueo directo del receptor. Quizas dicho
tiempo sea el necesario para que se produzca el reciclaje de
los receptores de la membrana, los cuales no serian
reemplazados o bien serian reemplazados por otros defectuosos.
Para detectar la presencia de receptores Fc gamma en la
membrana de estas células podrian wutilizarse anticuerpos
marcados con un fluorocromo. También seria interesante realizar
estudios de <cinética de aparicién/desaparicién de dichos
receptores en la membrana.

Por otro lado, se pudo comprobar mediante un ensayo de de
reduccion del NBT, que el extracto era capaz de afectar el
estallido respiratorio de las células fagociticas inhibiendo su
capacidad de generar radicales libres. Dicha inhibicidén se
manifesté tanto si se utilizaba como inductor un estimulo
fagocitico (zimosadn opsonizado) o uno no fagocitico (PMA)
(Cuadros 4 y 5). Estos datos ponen en evidencia que el extracto
acuoso de hojas verdes de Trichilia glabra no sbélo es capaz de
impedir la ingestidén de antigenos particulados sino que ejerce
un efecto directo sobre el metabolismo oxidativo de las células
fagociticas.

Asimismo, el extracto inhibié levemente el consumo de

glucosa por parte de los macréfagos tratados (Figura 5). En
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base a estos datos no es aventurado suponer que el extracto
provoca una disminucidén en el metabolismo basal de las células
tratadas.

Resultaba interesante pues observar como se comportaba un
marcador bioldégico en los macréfagos tratados. Se utilizd para
tal fin el virus Herpes simplex tipo I. Cultivos de macréfagos
peritoneales murinos tratados <con una concentracién del
extracto que inhibia totalmente la fagocitosis se infectaron
con el virus. Mas tarde se cosechdé el virus producido y se 1lo
titulé observandose gque el tratamiento con el extracto no
provocaba una reduccién de la produccidén viral en las células
(Figura 6) sino que, por el contrario, aumentaba la cantidad de
virus producido. Efectos similares fueron reportados para el
extracto acuoso de hojas verdes de Melia azedarach L.; 1la
administracién intraperitoneal de dicho extracto disminuia la
sobrevida de ratones infectados con el virus Herpes simplex. Se
demostré que este efecto estaba asociado a un aumento de
susceptibilidad de 1los macréfagos peritoneales extraidos de
ratones tratados a la infeccién con el virus. Se comprobédé
también que el tratamiento con dicho extracto inhibia 1la
produccién de interferédn-B tanto "in vivo" como "in vitro"™ (11,
38). Esta inhibicién de la produccidén de interferd4n-B seria uno
de los mecanismos que puede explicar el aumento de la
susceptibilidad de los macréfagos a la replicaciédn viral, no
pudiendo descartarse otras variables. Algo similar podria estar

ocurriendo en este sistema con el extracto acuoso de T.glabra.
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Por lo tanto, en base a los datos obtenidos, el extracto de
T.glabra no pareciera afectar sustancialmente la funcionalidad
de la maquinaria celular.

Por otro lado, es importante destacar que para que el
virus infecte a las células es necesario que se asocie a
receptores especificos en la membrana celular. Como 1la
replicacién viral no se vid disminuida podria suponerse que la
presencia y funcionalidad de dichos receptores no se encontraba
modificada. Esto indica que quizas no todos los receptores de
membrana estarian afectados por el tratamiento con el extracto,
como podria llegar a suponerse a partir de los datos obtenidos
en los ensayos de inhibicién de la formacidén de rosetas. Quizas
aquellos receptores con "turn-over" mas alto sean los méas
afectados por el tratamiento con el extracto. Sin embargo, por
no disponer de la informacidén respectiva no es posible por el
momento confirmar dicha hipdétesis. Sin embargo, para tratar de
evaluar el efecto del extracto sobre otros tipos de receptores
de membrana se incubaron macréfagos tratados durante 24 h con
el extracto con un anticuerpo monoclonal que reconoce las
isoformas de 200 kD de los antigenos CD45. Estos antigenos se
expresan en todos los leucocitos y constituyen un grupo de
alrededor de ocho glicoproteinas de membrana los cuales son
productos de un unico complejo génico presente en el cromosoma
1 del ratén. Estos antigenos presentan un dominio
intracitoplasmatico con actividad de tirosina fosfatasa. El

tratamiento con los extractos no produjo modificacién aparente
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en la expresidén de estos antigenos por parte de los macrdéfagos
vya que no hubo diferencias significativas en el nuUmero de
células positivas para inmunofluorescencia en tratados vy
controles.

Por otro lado, macréfagos tratados del mismo modo que en
el ensayo anterior se utilizaron para una reaccién de
inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo monoclonal O0X6,
que reconoce moléculas de histocompatibilidad de tipo II. En
este caso, se observdé una disminucién significativa en la
expresién de dicho antigeno. Cabe destacar que estos antigenos
intervienen activamente en el fenbémeno de ©presentacién
antigénica por parte de los macréfagos. De modo que una
disminucién en la expresién de dichos antigenos podria traer
aparejada una disminucién de la respuesta inmune global. Estos
resultados evidencian que el efecto del extracto se manifiesta
selectivamente sobre algunas moléculas presentes en la membrana

de las células.

Todos estos datos confirmarian un efecto supresor y en
principio no generalizado, del extracto sobre la funcionalidad
de los macréfagos. Si bien estas células son criticas para el
control y eliminacién de un gran numero de patdgenos, también
pueden producir dafio tisular asociado a la generacién de
metabolitos téxicos oxigenados (15). Existen evidencias que

indican que el anién superéxido puede modificar moléculas de
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IgG provocando su agregacién. Estos agregados actuarian como
estimulo para la generacién de mas aniones superdxido
provocando asi una reaccién autoinmune que puede ser la causa
de muchas inflamaciones crénicas como las asociadas a 1la
artritis reumatoidea (106). Por lo tanto, el efecto inhibitorio
observado tanto sobre la fagocitosis especifica como sobre el
estallido respiratorio (dependiente o independiente del
estimulo fagocitico) es muy interesante en vistas a una
eventual utilizacién de los principios activos presentes en el
extracto acuoso de T.glabra para el tratamiento de distintas
afecciones inflamatorias.

Datos similares han sido obtenidos con extractos acuosos
de otras meliadceas. En particular, se ha reportado que el
tratamiento de macréfagos peritoneales murinos con los extracto

"2

acuosos de Melia azedarach L. y C.tubiflora inhibieron "in
vitro" la fagocitosis y el estallido respiratorio de dichas
células. Se demostrdé asimismo que, como ocurre en Trichilia
glabra, esta inhibicién del metabolismo oxidativo ocurre
independientemente de que el estimulo utilizado involucre o no
la activacién de receptores de membrana (41, 42, 21). Extractos
acuosos de las meliaceas Melia azedarach var. variegada, Melia
toona, Melia toosedans, Cedrela 1lilloi y Trichilia elegans
(114) también inducen una actividad antifagocitica en estas
células.

Es importante mencionar los datos obtenidos en los ensayos

de fagocitosis "in vivo" con el extracto acuoso de Trichilia
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glabra. En los animales tratados con el extracto no se observod
una disminucién en la capacidad fagocitica del. sistema
reticuloendotelial (Figura 11), pero es importante destacar que
el ensayo utilizado involucraba la remocién de carbén coloidal
del torrente sanguineo. Teniendo en cuenta que el carbén es una
particula que es fagocitada inespecificamente y que el
tratamiento <con el extracto aparentemente no inhibe 1la
fagocitosis inespecifica "in vitro", este resultado no seria
sino la expresién "in vivo" de dicho fenémeno. Sin embargo,
para evaluar en forma completa el efecto que ejerce el extracto
"in vivo" seria necesario realizar por ejemplo, un ensayo de
remocién del torrente sanguineo de particulas opsonizadas,
tales como complejos inmunes marcados con cro5l. Dichos
experimentos podrian dar una respuesta definitiva respecto al
posible efecto antifagocitico "in vivo" ejercido por el

extracto.

Por otro lado, resultdé interesante determinar si el
extracto acuoso era capaz de ejercer algun efecto sobre otras
células del sistema inmune, en particular sobre los linfocitos.
Para ello se realizaron cultivos de células esplénicas de ratédn
y se indujeron a proliferar con mitdégenos en presencia de
distintas concentraciones del extracto. Los mitdégenos
utilizados para estos ensayos "in vitro" fueron LPS y Con A los

cuales inducen principalmente la proliferacién de linfocitos B
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y T respectivamente. En ambos casos el extracto produjo una
marcada inhibicién de la proliferacién celular, sin afectar la
viabilidad de las células (Cuadro 7 y Figura 7). El mismo
efecto se observd cuando se utilizaron los ganglios linfaticos
como fuente de células (Cuadro 8). Por 1lo tanto, en este
contexto el o los principios activos presentes en el extracto
de T.glabra parecen actuar indistintamente sobre células B o T.
Es importante destacar que para estos ensayos de proliferacién
no se habia realizado purificacién alguna de la suspensién
celular. Es decir que ademads de los linfocitos se encontraban
presentes otros tipos celulares, en particular macréfagos, los
cuales intervienen en dicho proceso proliferativo aportando
citoquinas (66). Se planteé entonces la duda sobre si el efecto
antiproliferativo observado se debia a un efecto directo sobre
los linfocitos, o bien podia explicarse unicamente a la luz de
algun efecto inhibitorio directo del extracto sobre el
metabolismo de los macréfagos. Se decidié entonces depletar en
el mayor grado posible a la suspensidén de células de bazo de
las células adherentes que contuviera por medio de dos
incubaciones sucesivas en soporte de plastico. Esta suspensioén
semipurificada de células linfoides fue entonces inducida a
proliferar en presencia de distintas concentraciones del
extracto. Como en el caso anterior, se observdé una importante
inhibicién de 1la proliferacién celular. Por lo tanto, cabe
presumir que este efecto antiproliferativo podria estar dado

por un efecto directo del extracto sobre los linfocitos, si
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bien no puede descartarse que en la suspensién de células de
bazo, no depletada totalmente de adherentes, el efecto
inhibitorio del extracto sobre el metabolismo de los macréfagos
remantes también aportard al efecto antiproliferativo total
observado. Hubiera sido interesante realizar una deplecién mas
profunda de células adherentes para sacar una conclusién final
sobre este tema. Por ejemplo, hubiera resultado de utilidad
contar con un suero antimacrdéfago para realizar dicha
eliminacién celular efectiva. Experimentos complementarios
determinaron que el efecto antimitogénico del extracto se
correspondia con una disminucién en la capacidad de las células
linfoideas para producir una linfooquina: el Interferé4n gamma.
Los cultivos de células tratados con el extracto producian
niveles de interferdn significativamente inferiores a sus pares
no tratados (Cuadro 9).

Es interesante destacar que el tratamiento "in vitro" de
linfocitos de bazo o ganglio de ratén con distintas
concentraciones de los extractos acuosos de Melia azedarach L.,
Cedrela tubiflora, Cedrela lilloi y Trichilia elegans produjo
un marcado descenso en la proliferacién inducida por mitdégenos
en dichas células (114, 21, 41)

Los datos obtenidos "in vitro" con el extracto acuoso de
Trichilia glabra hicieron interesante determinar si dicho
extracto ejerce "in vivo" algun efecto sobre ciertas respuestas
inmunitarias donde intervienen activamente los linfocitos, como

son la produccién de anticuerpos, la reaccidén de injerto contra
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huésped y el fenémeno de hipersensibilidad retardada. Cabe
destacar que en este tipo de respuestas también intervienen
otros tipos celulares, en particular los macréfagos los cuales
actuan principalmente como células presentadoras y ejercen
algan rol efector en el fendémeno inflamatorio generado, en
particular durante la respuesta de hipersensibilidad retardada
(128) .

Lo primero que se estudidé fue el efecto que ejercia el
extracto sobre la respuesta de produccién de anticuerpos en el
ratén frente a la inoculacién i.p. de eritrocitos de carnero.
Se emplearon distintas vias y esquemas de administracién del
extracto, pero unicamente cuando el extracto fue administrado
por via intragastrica durante los dos dias anteriores a la
induccién fue posible observar algun efecto inhibitorio en la
respuesta de anticuerpos. Estas diferencias podrian estar
indicando que quizas se requiere algun tipo de degradacidén o
metabolizacién particular de algun/os componentes del extracto
para ejercer el efecto detectado.

En el caso de Melia azedarach L. la administracién del
extracto por via intraperitoneal fue <capaz de inhibir
significativamente la produccién de anticuerpos y el numero de
células formadoras de placas de 1lisis, por 1lo cual no se
ensayaron otras vias de administracién del extracto (41).

A continuacidén, se evalué el efecto del extracto de
Trichilia glabra sobre la respuesta de hipersensibilidad

retardada (HSR) de ratones inmunizados con bajas dosis de
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gldébulos rojos de carnero (GRC). La respuesta de HRS no se
manifiesta cuando el huésped toma contacto con el antigeno por
primera vez pero si aparece en cualquier contacto subsiguiente
con el mismo. En esta reaccién estan involucrados
principalmente dos tipos celulares: macréfagos y linfocitos T
de hipersensibilidad retardada. Cuando estos linfocitos son
sensibilizados por un antigeno determinado son capaces, al
entrar en contacto por segunda vez con dicho antigeno, de
liberar linfoquinas que atraen y activan a los macréfagos,
desencadenandose asi una reaccién de tipo inflamatorio.

Para estudiar el efecto de 1los extractos sobre 1la
respuesta de HSR a GRC, se utilizdé un modelo en ratdén el cual
consta de dos fases: una de induccidén de la respuesta y otra
fase de desencadenamiento de la respuesta. El1 estudio del
efecto del extracto sobre este sistema consistié en realizar
dos tratamientos distintos. Un grupo.de animales fue tratado
s6lo durante los dias previos a la induccidén de la respuesta
mientras que otro grupo de animales fue tratado sélo durante la
fase de desencadenamiento de la respuesta. En ambos casos se
obtuvo una disminucién significativa y dosis dependiente de 1la
respuesta estudiada (Figura 13), si bien el efecto resultd ser
mads marcado cuando el extracto se aplicé durante la segunda
fase de la respuesta. Es necesario destacar que mediante estos
ensayos no se prueba unicamente el efecto del extracto sobre la
actividad de lla células T debido a que los macréfagos se

encuentran involucrados en los distintos procesos relacionados
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con estas pruebas, ya sea como célulaq presentadoras durante 1la
etapa de sensibilizacidén de las células T (fase de induccién de
la respuesta de HSR) o como células efectoras durante la fase
de desencadenamiento de dicha respuesta.

Cabe destacar que los extractos acuosos de Melia azedarach
L., Cedrela 1lilloi y Trichilia elegans ejercen "in vivo" un
efecto supresor de la respuesta de hipersensibilidad retardada
en el ratén albino similar al ejercido por T.glabra (41, 114).

Con el fin de completar los ensayos "in vivo", se decidib
estudiar el efecto del extracto sobre un sistema de injerto
contra huésped. Las moléculas pertenecientes al Complejo Mayor
de Histocompatibilidad tienen como funcién bioldégica central
servir como marcadores de lo propio en el reconocimiento de
antigenos extranos por parte de los linfocitos T. Se denomina
alorreactividad T a la respuesta inmune llevada a cabo por las
células T dirigidas hacia antigenos mayores de
histocompatibidad no propios. Entre 1los distintos modelos
experimentales que permiten evaluar este aspecto de 1la
respuesta inmune se halla la reaccién local de injerto contra
huésped decripta por Ford y Simonsen, utilizada en este trabajo
(58). Los resultados obtenidos indicaron que al inocular
células de bazo de una de las cepas parentales (Balb/c) a
ratones hibridos Fl1 (Balb/c x AKR/J) no se observé modificacidn
alguna de 1la respuesta de injerto contra huésped en los
animales tratados con extracto respecto a los controles sin

tratar. Es interesante destacar que en este caso los animales
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recibieron una unica dosis del extracto y por via endovenosa.
No se puede descartar que, como en el caso de la respuesta de
anticuerpos, el empleo de otras vias y/o esquemas de
administracién del extracto pueda producir efectos inhibitorios
en este tipo de respuesta. Por el contrario, utilizando el
mismo esquema de tratamiento que para T.glabra, el extracto
acuoso de Melia azedarach L. ejerce "in vivo" un efecto
supresor de la reaccién injerto contra huésped (41).

Por lo tanto, los resultados obtenidos en los experimentos
tanto en "in vitro" como "in vivo" fesultan muy promisorios
puesto que determinan que el extracto acuoso de hojas de
Trichilia glabra contiene principios activos capaces de
modificar distintos aspectos de la respuesta inmune del ratén,
sin provocar toxicidad aparente. Resultdé interesante entonces
caracterizar los principios activos antifagociticos Y%
antimitogénicos con vistas a una eventual utilizacidén de 1los
mismos para el tratamiento de distintas afecciones
inflamatorias. Con vistas a determinar 1las caracteristicas
bioquimicas de dichos principio/s activo/s presentes en el
extracto de Trichilia glabra se hicieron en primer lugar los
mismos estudios sobre el extracto crudo que 1los realizados
durante la caracterizacidén del principio activo
anticomplementario. Se determiné asi que las actividades
antifagocitica y antimitogénica se ©perdian durante una
didlisis. Para determinar si la actividad antifagocitica o la

antimitogénica estaban asociadas a compuestos de bajo PM o si
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la ausencia de actividad se debia a la pérdida de pequefios
cofactores se procedié a realizar una didlisis reversa. Se
verificd entonces que ambas actividades se encontraron
presentes en el interior de la bolsita y a valores comparables
a los presentes en el extracto crudo. Por lo tanto, se pudo
asignar dichas actividades a principios de bajo peso molecular
(PM < 12,000 daltons) (Cuadro 10).

Por otro lado, ambos principios activos resultaron ser
termoestables ya que no fue posible detectar una disminucién
apreciable en ninguna de las actividades estudiadas luego de
calentar a ebullicién el extracto durante distintos tiempos.
Asimismo, tampoco se verificd disminucidén de dichas actividades
luego del tratamiento del extracto crudo con una enzima
proteolitica, la tripsina de pancreas bovino, pero si se
observé una marcada disminucién de la actividad antifagocitica
al tratar al extracto con proteinasa K (Cuadro 12). Es
interesante destacar que esta sensibilidad de 1la actividad
antifagocitica frente a la proteasa estaria indicando una
identidad proteica del principio activo. No es posible
descartar que el principio antimitogénico también fuera de
naturaleza proteica, para ello seria necesario realizar ensayos
con otras proteasas.

Por otro lado, las actividades antifagocitica y
antimitogénica fueron abolidas totalmente al tratar el extracto
con NaOH o HCl 1llevando el pH del mismo a 10 o 3

respectivamente. Al realizar una corrida cromatografica del
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extracto crudo en una columna de filtracién molecular (Sephadex
G-50) se determiné que las actividades antifagocitica vy
antimitogénica comigraban en dos picos que se correspondian a
fracciones de 10,500 y 2,500 D de PM segin se determindé por
comparacién con patrones de PM (Figura 16). Es interesante
destacar que dichas actividades no comigraban con pico alguno
de proteinas o azucares.

En base a los datos obtenidos resultaba interesante
entonces intentar la purificacién de los principios activos
presentes en las hojas de Trichilia glabra. Para ello las hojas
de Trichilia glabra se desecaron y luego trituraron hasta la
obtencién de un polvo finamente particulado. Este material se
extrajo en caliente sucesivamente con solventes de polaridad
creciente, cloroformo, metanol y agua, determinandose que la
actividades antifagocitica y antimitogénica eran extraidas con
metanol. El1 extracto asi obtenido se evaporé a sequedad y luego
se resuspendidé en agua para realizar una particién con acetato
de etilo. Se comprobdé que las actividades quedaban distribuida
en ambas fracciones, siendo la actividad especifica de la
fraccién acetato de etilo varias veces superior a la presente
en la fraccién metanélica. Por lo cual se decididé continuar la
purificacién a partir de la primera de dichas fracciones. Esta
fue evaporada a sequedad y luego se sembré en un columna de
silicagel y se eluydé con distintas mezclas de cloroformo vy
metanol. La fraccidén activa resultdé ser la cloroformo:metanol,

95:5 la <cual se cromatografié en una coiumna de LH-20
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obteniéndose dos picos con ambas actividades. Dichos picos
fueron cromatografiados en placa delgada revelandose 7 bandas
en cada una de las corridas. Las actividad antifagocitica se
encontrd asociada a las bandas de rf: 0,12 para el cromatograma
del pico 1 y rf: 0,87 para el cromatograma del pico 2. La banda
de rf: 0,12 también presentd actividad antimitogénica. El -resto
de las bandas con actividad antimitogénica (rf: 0,59 para el
cromatograma del pico 1 y rfs: 0,68 y 0,49 para el cromatograma
del pico 2) no presentaron actividad antifagocitica, por 1lo
tanto en este paso de purificacién fue posible separar ambas
actividades. En vista a todos estos datos se puede concluir que
las actividades estudiadas son ejercidas distintos por
compuestos de bajo peso molecular, y de naturaleza peptidica
para el <caso del compuesto responsable de la actividad
antifagocitica. Dado que ambos principios activos presentaron
caracteristicas quimicas similares, no seria arriesgado suponer
una naturaleza quimica similar para los mismos.

Es interesante destacar que, mas alla de lo reportado en
nuestro laboratorio para Cedrela tubiflora, Cedrela 1lilloi,
Melia azedarach L. y Trichilia elegans, la bibliografia es
practicamente nula en lo que respecta a compuestos de origen
vegetal con actividad antimitogénica y/o antifagocitica. Por el
contrario, se ha reportado la existencia de extractos vegetales
o compuestos de origen vegetal con actividades estimuladoras de
la mitosis de <células 1linfoides o de 1la fagocitosis de

macréfagos. En particular, polisacaridos acidos obtenidos a
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partir de la hierba medicinal japonesa "Juzan-tahio-to" vy
polisacdridos neutros extraidos de pimpollos de Hibiscus
sabdariffa estimulan significativamente 1la proliferacién de
cultivos de células esplénicas de ratoﬁes BALB/c (189, 98). Una
estimulacién "in vitro" de la fagocitosis de macréfagos ha
sido reportada para rhamnoarabinogalactanos y arabinogalactanos
extraidos de las flores de Calendula officinalis,
arabinogalactanos aislados de cultivos celulares de Echinacea
purpurea (105, 156). Por ultimo, cabe destacar que la
administracién por via i.p. de polisacaridos extraidos del
rizoma de Curcuma longa, de la raiz de Glycyrrhiza uralensis o
del rizoma de Cnidium officinale provocan un aumento de la tasa
de eliminacién de carbén del torrente sanguineo en un ensayo de
fagocitosis "in vivo" en ratones (182,149).

Como conclusién respecto del efecto del extracto sobre
distintos pardmetros de la respuesta inmune del ratdn, se puede
decir que el extracto de Trichilia glabra ejerce una poderosa
actividad inhibitoria "in vitro" sobre macréfagos, PMN,
linfocitos y el sistema complemento.

Por otro lado, los datos obtenidos en este trabajo de
tesis indican que el extracto acuoso de hojas verdes de
Trichilia glabra pareciera ejercer, "in vivo", un efecto
inhibitorio preferencial sobre fendémenos inflamatorios, como
son la respuestas de inflamacién inmediata Y de

hipersensibilidad retardada.
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La escasa disponibilidad de compuestos que ejerzan las
actividades aqui estudiadas hacen atractiva la continuacidén de
estas 1investigaciones, las que quizas en un futuro no muy
lejano puedan aportar nuevos productos terapeuticos que tiendan

a mejorar la calidad de vida de los seres humanos.
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