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Resumen

Se describen los efectos que los extractos
hidroalcohdlicos de Phenax rugosus (nombre
vulgar: esparietaria), Tabebuia chrysantha
(caniahuate),  Althernantera  williamsii
(sanguinaria) y Solanum dolichosepalum (frutillo)
tienen sobre el leucograma y la produccion de
anticuerpos en ratas.

El estudio se efectuo en ratas inmunizadas con una
suspension de globulos rojos de carnero al 20%. Se
realizaron recuentos leucocitarios (neutrdfilos,
linfocitos, monocitos y eosindfilos) y medicion de
los titulos de anticuerpos anti-globulos rojos de
carnero para valorar la respuesta humoral. El
tratamiento por 10 dias, administrando los
extractos por via oral a dosis de 1 g/kg de peso,
produjo cambios diversos -segun la especie vegetal-
en los valores del leucograma y en la produccion
de anticuerpos, en comparacion con el grupo
control.

Los extractos hidroalcohdlicos de Phenax rugosus
produjeron  aumentos  estadisticamente
significativos en el recuento total de leucocitos y
en los linfocitos, monocitos y eosindfilos (p=<0.05);
no se presentaron cambios significativos en la
produccion de anticuerpos en comparacion con el
grupo control. Hubo una disminucion significativa
(p=0.03) en los valores del hematocrito.

La Tabebuia chrysantha produjo un incremento
estadisticamente significativo (p<0.03) en los
anticuerpos, pero no hubo cambios significativos
en los otros valores.

Rev Med Risaralda, 10 (2), Noviembre de 2004



REVISTA MEDICA DE RISARALDA
\ 4

La Althernantera williamsii produjo cambios
estadisticamente significativos en la disminucion
del hematocrito (p< 0.03), sin cambios
significativos en los otros valores.

El Solanum dolichosepalum mostro un
incremento significativo (p<< 0.03) en el recuento
leucocitario, en los linfocitos y los monocitos,
pero no hubo ningun cambio con significancia
estadistica en los otros pardmetros.
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rugosus, Tabebuia chrysanta, Althernantera
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Introduccién

a Inmunologia, como la rama de las

ciencias biologicas, investiga los

ecanismos moleculares del sistema inmune

y las formas de intervenirlo con farmacos para

estimular o inhibir este intrincado sistema de defensa
y a veces de auto agresion (1,2).

Parte importante de estas investigaciones se refieren
a plantas medicinales usadas en forma tradicional y
empirica por la poblacion en el tratamiento de
multiples patologias infecciosas (3-5). Desde hace
algunos afios se han desarrollado productos
naturales o sintéticos que modulan la respuesta
inmune y que pueden ser usados en
inmunodeficiencias o en enfermedades infecciosas
crdnicas, en la infeccion por VIH y en el cancer.
Entre estos farmacos se destacan la timosina, las
citocinas (interleuquinas, interferones, factores
estimulantes de colonias y factor de necrosis
tumoral), levamizol, bacilo de Calmette-Guerin
(BCQ), glicofosfopeptical, isoprinosina, talidomida
y roquinimex (6).

Sin embargo algunos de ellos presentan serios
inconvenientes, tales como sus altos costos de

produccion -las citoquinas son producidas por
ingenieria genética- y sus reacciones adversas, y por
ello su uso es aun limitado en la terapéutica.

También se han investigado para fines
inmunomoduladores plantas medicinales como Aloe
vera, Morinda citrifolia, FEpimedium hunanense,
Boerhaavia diffusa, Alsophila spinulosa, Tinospora
cordifolia, Withania somnifera, Woodfordia
fruticosa, Echinacea, Physalis angulata,
Dichrocephala bicolor, Urtica dioica, Curcuma
longa, Rudbeckia bicolor, Larrea divaricata, entre
muchas otras (7-11); éstas han mostrado capacidad
para estimular la respuesta inmune, tanto desde el punto
de vista celular como humoral, lo que abre posibilidades
de moléculas novedosas en la terapéutica y para el
disefio de farmacos, una vez se completen las fases de
investigacion preclinica y muestren eficacia e inocuidad
aceptable en sus ensayos clinicos (12-14).

En las zonas dedicadas al cultivo del café ha sido
frecuente el uso empirico de plantas medicinales para
tratar diversas enfermedades, entre ellas las de tipo
infeccioso, y no hay duda del fuerte apoyo que ello ha
significado en la atencion primaria en salud (15,16);
tales usos empiricos y populares son ademas
estimulados por la OMS en particular en los paises en
via de desarrollo (17,18). Estudios etnofarmacologicos
previos (15) han evidenciado la gran demanda que
tienen las plantas como fuente de medicamentos en una
parte importante de la poblacion rural y urbana, lo cual
genera un intercambio de cultivo y comercializacion que
ademas de facilitar el tratamiento medicamentoso en la
atencion primaria en salud, facilita la diversificacion de
cultivos licitos y el cambio de los ilicitos (19).

La seleccion de las cuatro especies de esta investigacion
se hizo con base en un estudio etnofarmacolégico
realizado por nuestro grupo en 154 personas de 32
veredas de la zona rural del municipio de Villamaria y
en 18 herbolarios de la zona urbana de Manizales y
Chinchiné (region centro-occidental de Colombia).
Mediante encuesta se indago sobre el uso de plantas
“tonificantes”, preventivas de enfermedades, curativas

14

Rev Med Risaralda, 10 (2), Noviembre de 2004



REVISTA MEDICA DE RISARALDA
\ 4

de infecciones, para tratar los “fuegos de laboca”,
para aumentar las “defensas del organismo” o
“infecciones de la garganta o gripa”; se trato asi de
explorar posibles efectos inmunoestimulantes o
antiinfecciosos. Dado que las 4 especies de la
presente investigacion estaban entre las usadas por
la comunidad en las condiciones enumeradas en la
encuesta y sin antecedentes bibliograficos para estas
indicaciones, se seleccionaron a fin de evaluarlas in
vitro como antibacterianas, antimicoticas y
posiblemente inmunoestimulantes (15,20). La
presente investigacion se disefio con el fin de evaluar
experimentalmente algunos de los posibles efectos
inmunoestimulantes de los extractos hidroalcoholicos
de cuatro especies vegetales, con base en los cambios
en el leucogramay la respuesta en la produccion de
anticuerpos en ratas.

Materiales y métodos

Material vegetal: hojas de Phenax rugosus
(esparietaria), labebuia chrysantha (caiiahuate),
Althernanterawilliamsii (sanguinaria) y Solanum
dolichosepalum (frutillo) se recolectaron en el
municipio de Villamaria, departamento de Caldas,
a2.000 msnm, temperatura promedio de 20°C. Un
ejemplar de cada una se conserva en el Herbario
del Departamento de Botanica de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad de Caldas,
con los nimeros 010572, 1525, 1256 y 8755
respectivamente. Las hojas se secaron en estufa a
40°C, se pulverizaron y se sometieron a un proceso
de extraccion con una mezcla de alcohol y agua
destilada (50:50) durante 48 horas. Luego, cada
mezcla se concentro en rotavapor a presion reducida
y auna temperatura de 40°C.

Animales de experimentacion: los efectos sobre
el leucograma y la respuesta inmune humoral se
midieron en ratas Wistar machos adultos con peso
entre 250-350 g, provenientes del bioterio de la U.
de Caldas. Se reunieron en 5 grupos de 6 animales
cada uno; cuatro grupos recibieron cada uno un
extracto para evaluar hematocrito, la produccion de
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anticuerpos y los efectos en el leucograma; un grupo
adicional se destin6 a grupo control. En consecuencia,
cada uno de los extractos vegetales se evalud
independientemente y se compararon los resultados
con el grupo control. Todos los animales tuvieron una
luminosidad diaria de 12 horas, temperatura promedio
de 18°C, y recibieron ad libitum agua y dieta de
concentrado habitual para ratas (Purina®). El manejo
de los animales, supervisado por el director del bioterio,
se hizo basandose siempre en el codigo de ética sobre
experimentacion animal y en los principios éticos
internacionales que guian la investigacion biomédica
con animales (21).

Protocolo de experimentacion: con el fin de inducir
la produccion de anticuerpos, los dias primero, tercero
y quinto del ensayo se aplico a todos los animales, por
via intraperitoneal, una suspension de eritrocitos de
carnero al 20%. El sexto dia se extrajo la primera
muestra de sangre a todos los animales (1 ml con
anticoagulante EDTA) para evaluar la respuesta
hematopoyética: recuento total de leucocitos,
diferencial de leucocitos y hematocrito; otro tanto se
recolecto sin anticoagulante, se centrifugo y se uso el
suero para evaluar la respuesta humoral frente al
antigeno inyectado.

A partir del séptimo dia se empezaron a administrar
los extractos de las plantas (1g/kg de peso) mediante
sonda orogastrica, y al grupo control se le administro
agua destilada (2ml/kg) durante 10 dias. El dia 17 se
obtuvo nuevamente una muestra de sangre de todos
los animales y se realizaron los mismos analisis.
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Con las muestras de suero se realizo la prueba de
microhemaglutinacion directa segtn lo descrito en
publicaciones previas (12,13,22), que basicamente
consiste en que los eritrocitos de carnero,
previamente lavados y procesados hasta una
concentracion del 5%, se ponen en contacto en una
placa de microtitulacion con diferentes diluciones
del suero de rata, se incuban en bafio maria a 37°C,
se dejan sedimentar los globulos rojos y se observa
la presencia de aglutinacion microscopica, utilizando
un microscopio invertido. Se establece como titulo
final de anticuerpos aquella dilucion en la que se
presenta al menos el 50% de aglutinacion.

El grupo control que se describe en las tablas como

basal es el grupo que habiendo recibido los
eritrocitos de carnero, se le toma muestras de sangre

Resultados

el dia sexto; a partir de alli recibe hasta el dia 17 agua
destilada y aparece en las tablas referido como control
pos-tratamiento. Igualmente el grupo de tratamiento se
describe como tratamiento basal hasta el dia sexto y a
partir de alli, cuando empieza a recibir el extracto
vegetal, se describe en las tablas como pos-tratamiento.

El manejo estadistico se realizd con datos tabulados y
procesados en el software SPSS para Windows. Las
diferencias intraindividuales (pre-tratamiento vs pos-
tratamiento) se compararon mediante estadistica no
paramétrica (test de Wilcoxon). Todos los test son de
dos colas y se consideraron significativos los valores
de p<0.05.

Tabla 1. Efectos del extracto hidroalcohdlico de Phenax rugosus sobre el

hematocrito, el leucogramay en la produccion de anticuerpos en ratas.

Enlatabla 1 se muestran los
efectos de los extractos
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hidroalcohdlicos de Phenax
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el leucograma y la respuesta
en la producciéon de
anticuerpos en ratas. Se
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observa un incremento

estadisticamente significativo en los valores de
leucocitos y en los de linfocitos, monocitos y
eosinodfilos (p<0.046, 0.046, 0.03 y 0.03,
respectivamente); no se presentaron cambios

significativos en la produccion de anticuerpos en
comparacion con el grupo control basal. Hubo una
disminucion significativa (p<0.03) en los valores del
hematocrito.

Tabla 2. Efectos del extracto hidroalcoholico de 1abebuia chrysantha sobre

el hematocrito, el leucograma y en la produccion de anticuerpos en ratas.

La Tabebuia chrysantha
(tabla 2) produjo un

- incremento estadisticamente
significativo en los anticuerpos
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22 (p<0.03).

% No hubo cambios
1= significativos en los otros
w0z parametros evaluados.
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Enlatabla 3 se muestran los efectos del extracto de | la disminucion del hematocrito (p<0.03). No hubo
Althernantera willamsii sobre el hematocrito, | cambios significativos en los otros valores.
leucogramay la produccion de anticuerpos en ratas;

produjo cambios estadisticamente significativos en

Tabla 3. Efectos del extracto hidroalcoholico de Althernanterawillamsii sobre el hematocrito, el leucograma
y en la produccion de anticuerpos en ratas.
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Enlatabla 4 se muestran los efectos de los extractos | estadistica en los otros valores.

de Solanum dolichosepalum sobre los mismos | Losvalores del grupo control basal no tuvieron cambios
parametros; produjo un incremento significativo (p< | estadisticamente significativos cuando se comparan con
0.03) en el recuento leucocitario, en los linfocitosy | los valores del grupo control pos-tratamiento.

los monocitos, pero no hubo ningiin cambio con

significancia

Tabla 4. Efectos del extracto hidroalcoholico de Solanum dolichosepalum sobre el hematocrito, el leucograma
y en la produccion de anticuerpos en ratas.
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Discusion
de los diferentes investigadores hacia el desarrollo de
La creciente aparicion de infecciones reemergentes, | farmacos con actividad inmunoestimulante, con el fin
las mutaciones de agentes patogenos, la resistencia | de buscar una forma adicional de defender mas
presentada por los microorganismos frente a los | eficazmente el organismo contra las infecciones (6,22).
agentes quimioterapicos, la epidemia del VIH y las
enfermedades neoplasicas han dirigido la atencion
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Multiples estudios han evaluando sustancias sintéticas
y de origen natural, buscando efectos
inmunomoduladores. Los hallazgos de
inmunoestimulantes no han sido tan exitosos como
los de inmunosupresores, pues la ciclosporina, el
sirolimus, el tacrolimus y otros mas, son fairmacos
ampliamente usados en transplantes de 6rganos y
otras patologias que requieren suprimir la respuesta
inmume (23,24).

La modulacion de esta respuesta se ha visto
enriquecida con investigaciones iz vivo como las mas
recientes con la talidomida, farmaco teratogénico
retirado en la década de los 60’s, pero que demostro
posteriormente un efecto inmunomodulador
importante, como es el de inhibir el factor de necrosis
tumoral alfa, lo que lo hace promisorio como
coadyuvante en el tratamiento del cancer, artritis
reumatoide, tuberculosis, eritema nodoso leproso y
VIH; también inhibe la proliferacion linfocitica en
respuesta a estimulos alogénicos y mitogénicos y, por
tanto, es promisorio como coadyuvante en
transplantes de 6rganos; finalmente, es inhibidor de
las angiogenesis, lo que lo haria util en la neuropatia
diabética, en la degeneracion de la macula, el cancer
y muchas otras patologias (25-27). También se ha
investigado la actividad inmunomoduladora de los
acidos grasos n-3, capaces de modular la sintesis
de lipidos precursores de citoquinas, de la activacion
deleucocitos y de la activacion endotelial; su efecto
modulador de la respuesta inmune ha permitido que
se empleen ampliamente en cirugias y el efecto
beneficioso sobre los pacientes se ha reconocido
(28-30).

Muchos esquemas terapéuticos para el tratamiento
del cancer y la hepatitis -entre otras patologias-
agregan un inmunoestimulante a los antineoplasicos
o antivirales con el fin de mejorar la respuesta del
paciente (27).

Estos son algunos de los ejemplos que ilustran la

importancia de investigar plantas que por evidencias
empiricas puedan tener un efecto sobre el sistema
inmune. Por los antecedentes de principios activos
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inmunoestimulantes en varias especies vegetales y de
los resultados de un amplio uso de plantas en las
comunidades, en la busqueda de efectos
farmacologicos y antiinfecciosos (15,31), es muy
probable que se puedan encontrar principios activos
nuevos en plantas de nuestra region y que posean tal
actividad farmacologica.

Existe una tradicion en nuestra cultura que consiste en
el uso de plantas medicinales con fines curativos y
paliativos de muchas enfermedades; dicha tradicion ya
no hace parte exclusiva de las generaciones anteriores,
pues muchas plantas que fueron usadas de forma
empirica cuentan hoy con un sustento cientifico y se
usan y comercializan ampliamente (32-34). En nuestras
universidades y en algunos institutos de investigacion
se han evaluado diversas plantas buscando efectos
antibacterianos, antimicoticos y, unas pocas veces,
antivirales, pero casi nada se ha hecho sobre el efecto
de nuestra flora en relacion con su actividad biologica
en el sistema inmune. Por ello la presente investigacion
se enfoco a explorar mediante ensayos preliminares
los efectos de los extractos en el hematocrito, recuento
leucocitario y la produccion de anticuerpos, de tal
manera que si se observan cambios en ellos, sirvan
como guia para investigar con mayor profundidad otros
efectos en el sistema inmune.

El extracto hidroalcoholico de la planta Phenax
rugosus mostré un aumento del recuento leucocitario,
a expensas de linfocitos, monocitos y eosinéfilos que
también se incrementaron; es claro que este efecto
aislado no puede tomarse como una respuesta
inmunoestimulante; sin embargo, seria importante
explorar si esta accion podria deberse a componentes
similares al lipopolisacarido, a alquilamidas o
polialquenos que se han encontrado con frecuencia en
plantas medicinales antiinfecciosas y que activan la
inflamacion y actian como un factor estimulante de
colonias. De esta forma ejercerian una accion similar a
la de las citoquinas hematopoyéticas y aumentarian en
sangre periférica las tres lineas celulares antes
mencionadas.
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Otros aspectos que merecen explorarse en trabajos
experimentales posteriores serian los efectos en otros
parametros de la respuesta inmune: ya sea porque
la planta tiene accion quimiotactica, porque estimula
la produccion de factores quimiotacticos, o porque
incrementa la produccion de diferentes citoquinas.

También seria recomendable explorar en estudios
posteriores con este extracto los efectos en la
hipersensibilidad inmediata, que permitan valorar de
manera indirecta los niveles de Ig E y la accion de
los mastocitos en la respuesta a diferentes alergenos.
Igualmente, se podria explorar la accion frente a las
infecciones parasitarias por helmintos (1,2).

La Althernanterawillamsii no presento en nuestras
condiciones experimentales efectos significativos en
la produccion de anticuerpos ni en la modificacion
del recuento leucocitario. Sin embargo, su uso
popular empirico parece indicar que podria tener
efectos antimicrobianos -lo cual esta siendo
evaluado por nuestro grupo- o bien en otros
aspectos del sistema inmune, no evaluados en este
trabajo. Por tanto, no es descartable que tenga
efectos sobre el sistema inmune, razon por la cual
se requeriria, para ésta y las otras especies
estudiadas en la presente investigacion, estudios en
la respuesta inmune mas complejos y sofisticados
que los empleados en esta investigacion, los cuales
deben considerarse como estudios exploratorios
preliminares.

La Phenax rugosus 'y la Altherantera williamsii
requieren estudios adicionales para explicar las
causas de la disminucioén del hematocrito que
produjeron sus extractos; sin embargo, una
disminucion en este parametro no indica de manera
absoluta un efecto toxico ya que al ser el hematocrito
un valor relativo, esta afectado por otros factores
como el grado de hemoconcentracion de los
animales y la concentracion de hemoglobina; por
esta razon, para estudiar mas ampliamente este
efecto se deben medir la concentracion de
hemoglobinay el recuento de eritrocitos.
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Solanum dolichosepalum produjo una elevacion
importante del recuento leucocitario, a expensas de
linfocitos y monocitos; las razones de este incremento
las desconocemos, pero hipotéticamente serian
similares a las expresadas arriba para la Phenax
rugosus;, si bien no produjo ningin efecto en la
produccion de anticuerpos, su uso empirico es bastante
difundido como antiinfeccioso, lo que podria deberse
aun efecto antibacteriano demostrado por nuestra linea
de investigacion en estudios complementarios
antibacterianos (35).

El extracto hidroalcohdlico de la planta 7abebuia
chrysantha mostré un importante incremento en los
anticuerpos, lo cual nos hace pensar que es una especie
vegetal a la cual se le deberian hacer estudios mas
profundos sobre su efecto en el sistema inmune, pues
tal como se expreso para Phenax rugosus, estos datos
aislados so6lo se pueden tomar unicamente como
probables inmunoestimulantes. Pero para la 7abebuia
chrysantala investigacion experimental podria dirigirse
a detectar IgM, IgG y explorar la accion sobre linfocitos
B, como cofactor estimulante en la produccion de
anticuerpos.

En nuestras condiciones experimentales, tres de las
especies vegetales estudiadas no modificaron
significativamente la respuesta de anticuerpos, aun
cuando si produjeron efecto en algunas de las células
que tienen que ver con los mecanismos efectores de la
respuesta inmune. Dado el amplio uso de estas plantas
en forma empirica para tratar
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diversos procesos infecciosos, no son descartables
los efectos en el sistema inmune en la produccion de
interleuquinas, interferones, factor de necrosis
tumoral, etc- que no son detectables en nuestro
modelo experimental, pues para ellos se necesitan
técnicas mucho mas sofisticadas. Por otra parte
creemos que son necesarios estudios preliminares
como el presente, dada la gran importancia de los
inmunoestimulantes y la carencia de especies
vegetales con tales efectos en el Listado de Recursos
Naturales Empiricos aceptados oficialmente por el
INVIMA-Ministerio de la Proteccion Social (36,37),
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