EFECTO DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS Y METANOLICOS DE
Phenax rugosus (Poir.) Wedd. Y Tabebuia chrysantha G. Nicholson,
SOBRE LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS TIPO IgG,, e IgM
EN RATAS. ESTUDIO PRELIMINAR.

RESUMEN

Estudios etnofarmacolégicos previos han
demostrado el uso de las hojas de Phenax
rugosus (Poir.) Wedd. y Tabebuia chrysantha G.
Nicholson para el tratamiento de enfermedades
infecciosas y de procesos inflamatorios. En esta
investigacion se obtuvieron los extractos acuoso
y metanolico de cada una de estas plantas para
valorar en ratas Wistar la capacidad de los
mismos para inducir cambios significativos en
los niveles séricos de anticuerpos del tipo IgM
e IgG,,. Los resultados obtenidos muestran que
dichos extractos no produjeron una respuesta
que tuviera significancia estadistica cuando
se compararon las concentraciones de las
inmunoglobulinas de los grupos tratados con
las del grupo control.

Palabras clave: Tabebuia chrysantha, Phenax
rugosus, anticuerpos, IgM, IgG,, productos
naturales.
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ABSTRACT

Previous Ethnopharmacological studies have
showed the use of Phenax rugosus (Poir..)
Wedd. and Tabebuia chrysantha G. Nicholson
leaves for the treatment of infectious diseases
and in inflammatory processes. Aqueous and
methanolic extracts of each plant was obtained in
order to determine the capacity of these extracts
to induce significant changes in the seric levels
of IgM and IgG2b antibodies in Wistar rats. The
results obtained show that these extracts do not
produce a response with statistical significance
when comparing the antibody levels between
the control and treatments groups.
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INTRODUCCION

Los farmacos con acciones moduladoras de la
respuesta inmune pueden ser de origen sintético,
biolégico, biotecnolégico o vegetal. La obtencion
de los tres primeros es, por lo general, bastante
costoso y es por ello que cada vez se investiga
la posibilidad de obtener desde el reino vegetal
moléculas que eventualmente puedan usarse
en el humano como inmunomoduladoras (1, 2).

Adicionalmente a la inmunizacién activa con
vacunas o la pasiva con sueros, se usan los agentes
inmunoestimulantes como los interferones,
los factores estimulantes de colonias, las
interleuquinas y el factor de necrosis tumoral,
productos obtenidos todos por biotecnologia,
con técnicas altamente sofisticadas y costosas
que s6lo unos pocos paises del mundo pueden
costear y que no las posee el nuestro (3). Sin
embargo, si poseemos una rica flora -la segunda
en el mundo sélo superada por Brasil- que es
abundante en moléculas bioactivas, pero ha sido
poco estudiada (4, 5).

Bastante eficaces han sido también los
inmunosupresores como la ciclosporina, el
tacrolimus y el sirolimus -productos naturales
obtenidos de hongos-, usados para evitar
el rechazo en el trasplante de 6rganos. La
ciclosporina se ha usado en el tratamiento de
enfermedades autoinmunes como la artritis
reumatoidea y la psoriasis, entre otras. Una
amplia variedad de anticuerpos monoclonales
(bevacizumab, rituximab, trastuzumab,
cetuximab, etc.) son usados en muchos tipos de
cancer (6-8). En este grupo de inmunosupresores,
que controla aspectos especificos del sistema
inmune, también hay aportes de los productos
naturales como los ya enumerados obtenidos
de hongos, y se espera que las plantas aporten
sustancias que puedan ser valiosas en este
campo.

Es también muy extensa la investigacion
actual para obtener farmacos que estimulen
el sistema inmune, pues éstos se usan en
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diferentes patologias como son la hepatitis B y
C, leucemias, sarcomas, infeccion por Papiloma
virus (interferén alfa), esclerosis multiple
(interferon beta), neoplasias hematolégicas
(interferén gama), neutropenias severas
(factores estimulantes de colonias) y linfopenias
(interleuquina 7) (6). La inmensa variedad de
moléculas que poseen las plantas, podrian
aportar sustancias similares, quizas con menores
costos y toxicidad.

La investigaciéon etnofarmacolégica ha
conducido al desarrollo de extractos vegetales
o fitofdrmacos que se usan en una gran variedad
de patologias; entre los compuestos obtenidos
de estas fuentes estan la morfina, la atropina,
la quinina y el curare para nombrar sélo
algunos de los mas antiguos; o los taxoles y
artemisina entre los mds recientes (6, 7). En el
campo especifico de la inmunofarmacologia se
cuenta con el Pelargonium sidoides y P. reniforme
(umckaloabo) usadas en el sur del Africa para
tratar afecciones diversas como la diarrea, la
influenza y la tuberculosis y, basados en estudios
preclinicos y clinicos, se usa en varios paises de
Europa y entre nosotros como coadyuvante en
el tratamiento de infecciones respiratorias (9,
10); la Equinacea purpurea (equinacea) se emplea
en el tratamiento del resfriado comtn y cuenta
con estudios cientificos que han sustentado su
uso; el mucilago y el gel del Aloe vera (sabila)
usado tépicamente como cicatrizante y del cual
se han aislado sustancias que interacttian con el
sistema inmune; el garlico (Allium sativum, ajo)
que posee efectos hipotensores, hipolipemiantes
y antiagregantes plaquetarios (por lo general
en dosis altas) y, mas recientemente, se han
hecho estudios que explicarian un efecto
inmunomodulador atil en el tratamiento del
cancer gastrico (11-13). Muchas otras plantas se
encuentran en fase experimental para definir
eficacia y seguridad como inmunomoduladores
en el humano tales como Eupatorium perfoliatum,
Schisandra chinensis, Pfaffia paniculada, Morinda
citrifolia (frutos del Noni), Epimedium hunanense,
Boerhaavia diffusa, Alsopghila spinulosa, Tinospora
cordifolia, Withania somnifera, Woodfordia fruticosa,

ISSN 1657-9550



Efecto de los extractos acuosos y metandlicos de Phenax rugosus (Poir.) Wedd. y Tabebuia chrysantha ...

Physalis angulata, Dichrocephala bicolor, Urtica
dioica, Curcuma longa, Rudbeckia bicolor, Larrea
divaricada. También de algas y hongos -como
Cordyceps sinensis (de amplio uso tradicional en
la China)-, se han extraido principios activos con
buena actividad inmunomoduladora (14-20).

Se han realizado diversos estudios
etnofarmacolégicos en el area rural y urbana
y en herbolarios de diferentes municipios del
Eje Cafetero con el objetivo de identificar las
plantas mas utilizadas como antimicrobianas
o estimulantes del sistema inmune (21, 22).
Phenax rugosus y Tabebuia chrysantha hacen
parte de un grupo de plantas que la poblacion
usa tradicional y empiricamente para tratar
infecciones, y se ha encontrado que los extractos
de hojas de Tabebuia chrysantha G. Nicholson
incrementan in vivo en ratas Wistar los niveles
de anticuerpos dirigidos contra glébulos rojos
de carnero (23); sin embargo, estudios recientes
de nuestro grupo han demostrado la inducciéon
de linfopenia por parte de extractos metandlicos
de ambas plantas (datos sin publicar).

Estudios realizados con extractos obtenidos de
la corteza de especies como Tabebuia avellanedae
(también denominada como T. rosea o T.
impetiginosa) han demostrado diferentes efectos
sobre la respuesta inmune (34). Los extractos
acuosos mas no los metanélicos, inhibieron los
linfocitos T luego de ser estimulados con anti
CD3, efecto asociado con la inhibicién en la
expresion de CD25 y CD71 en la superficie de
estas células sin modificacion en la secreciéon
de citoquinas tales como TNF-alfa e IL-2 (35).
La beta lapachona, por su parte, posee la
capacidad de inducir apoptosis al inhibir las
ADN topoisomerasas (36). Es probable que otras
especies relacionadas con Tabebuia avellanedae,
como Tabebuia chrysantha, presenten compuestos
activos en sus hojas.

Phenax rugosus (SW) Wedd. es una planta
perteneciente a la familia Urticaceae; en la
literatura cientifica no se han encontrado
referencias de la actividad de la misma sobre la

respuesta inmune (24). Esta especie vegetal se ha
empleado tradicionalmente como antiinfeccioso
topico para tratar principalmente infecciones
por hongos, y estudios preliminares realizados
indican que extractos obtenidos de las hojas de
esta planta poseen actividad contra dermatofitos
in vitro (25). Experimentos realizados en ratas
Wistar han indicado que los extractos de esta
planta incrementan el nimero de linfocitos,
monocitos y eosindfilos, asi como también los
niveles de anticuerpos dirigidos contra glébulos
rojos de carnero (23); aunque estudios mds
recientes han demostrado una disminucién
estadisticamente significativa en el namero de
eosindfilos (datos sin publicar).

El objetivo de la presente investigacion fue el de
profundizar en el posible efecto sobre el sistema
inmune de estas dos plantas, midiendo los
niveles séricos de IgG, e IgM en ratas tratadas
con extractos acuosos y metanolicos de las hojas
de Phenax rugosus (Poir.) Wedd. y Tabebuia
chrysantha.

MATERIALES Y METODOS
Materiales vegetales

Phenax rugosus (Poir.) Wedd. se recolect6 en la
vereda El Guayabo, municipio de Cartago, Valle
del Cauca, a 1400 msnm y 22°C de temperatura
promedio, y Tabebuia chrysantha G. Nicholson fue
recolectada en la vereda Santadgueda, municipio
de Palestina, Caldas, a 1800 msnm y a una
temperatura promedio de 20°C. Ambas especies
fueron identificadas y clasificadas en el herbario
de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Caldas y debidamente
comparadas con las muestras de referencia 1016
para la Phenax rugosus (Poir.) Wedd. y 1525 para
Tabebuia chrysantha G. Nicholson.

Preparacion de los extractos

Las hojas se lavaron con abundante agua
destilada, se secaron a una temperatura de 40°C
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durante 48 horas, y se almacenaron a -4°C hasta
el momento de ser empleadas.

Las muestras vegetales fueron sometidas a un
proceso de maceracion en frio con metanol y
agua. Se obtuvieron 2 extractos, metandlico
y acuoso, de las especies objeto de estudio; el
extracto metandlico se conservo en estado seco
a -4°Cy el acuoso fue liofilizado (29).

Animales de experimentacién y tratamiento

Se emplearon ratas Wistar hembras con un
peso promedio de 200 g, provenientes del
bioterio de la Universidad de Caldas; recibieron
alimento especial para roedores y agua ad
libitum, con una temperatura promedio de 18°C
y con una luminosidad diaria de 12 horas. Los
animales fueron mantenidos en cajas plésticas
transparentes.

Se trabaj6é con 36 animales asignados a tres
grupos experimentales, conformados por 6
animales cada uno, distribuidos de la siguiente
manera: para evaluar los extractos de Phenax
rugosus, un grupo control; un segundo grupo
al que se le administré extracto acuoso, y un
tercer grupo al que se le administré extracto
metandlico; de igual manera se evaluaron
los extractos de Tabebuia chrysantha. Cada
experimento se repitio tres veces.

Los extractos se administraron diariamente en
ayunas mediante sonda orogastrica (30) durante
10 dias consecutivos a una dosis de 1g/kg de
peso, empleando como vehiculo una mezcla
de glicerina, propilenglicol, solucién salina
normal y tween 20 en proporcién 10:10:10:70.
A los animales control se les proporcioné un
volumen equivalente del vehiculo en las mismas
condiciones que los grupos a los que se les
administré extracto.

Los animales se manejaron bajo los
condicionamientos éticos de los Derechos
Internacionales de los Animales aprobados por
la ONU y la UNESCO (31), las pautas aprobadas
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por el Ministerio de Salud (32), el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Colombia (33) y el visto bueno del Comité de
Etica de la Facultad de Ciencias para la Salud
(Universidad de Caldas).

Determinacion de los niveles de anticuerpos

Las muestras para la determinacién de IgM e
IgG,, se obtuvieron del seno venoso orbitario
bajo sedacién con éter etilico (30). Se analizaron
las muestras obtenidas el dia 0 y el dia 16 del
experimento.

Los niveles de anticuerpos se determinaron
por ELISA en microplacas de 96 pozos. Se
estandariz6 una curva de calibraciéon para cada
ensayo, utilizando en la fase sélida anti IgM
monoclonal purificada (BD Pharmingen™) o
anti IgG, monoclonal (Sigma ®) y diferentes
concentraciones de un patron de IgM e IgG,, de
rata (BD Pharmingen™).

Las placas se sensibilizaron con el antianticuerpo
por un periodo de 24 horas a 4°C, en buffer
carbonato-bicarbonato 0,1 M; se retiré el exceso
de anticuerpo no unido mediante lavados con
PBS-Tween 20, se bloquearon los sitios de unién
inespecifica con una solucién al 1% de albiimina
sérica bovina durante una hora; se lavo y se
incub6 con la muestra de suero diluida (1:10000
para la determinacién de la IgM y 1:20000 para
la determinacion de la IgG,,) en PBS-albamina
sérica bovina (1%). Se incub6 a 37°C durante
una hora y se lavé cuatro veces con PBS-Tween.
Se eliminé el exceso de solucién de lavado y
se agreg6 la anti IgM monoclonal o anti IgG
marcada con biotina (BD Pharmingen™) a una
concentraciéon de 2pg/ml; se incub6é por una
hora a 37°C, se lavoé con PBS-Tween y se agreg6
una dilucién (1:3000) de avidina y fosfatasa
alcalina (Sigma ®); se incubé nuevamente
por una hora a 37°C para luego agregar una
solucién de paranitrofenil fosfato (Sigma ®).
Se incub6 40 minutos a temperatura ambiente,
se detuvo la reaccién con acido clorhidrico 3N
y se realiz6 la lectura en un lector de ELISA
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(Titertek-Multiscan) a una longitud de onda de
450 nm, comparando las absorbancias con el
blanco localizado en el primer pozo de la placa.
Se estableci6 la concentracion de IgM e IgG,,
(ug/ml) en cada una de las muestras, empleando
una curva de calibracién.

Para comparar los valores de los tres grupos
(controles, acuoso y metandélico) antes de la
administracion de los extractos o del vehiculo,
se hizo el analisis estadistico mediante pruebas
no parameétricas de Kruscal-Wallis; cuando los
valores de p resultaron significativos se aplico
la prueba “Post-hoc” del test de comparaciones
multiples de Dunn’s para definir cudles eran
las parejas diferentes. El andlisis estadistico de
los resultados obtenidos, luego de realizada la

administracion de los extractos y el vehiculo,
se realiz6 mediante la prueba no paramétrica
Test de Wilcoxon. Para el andlisis de los datos
se empleo el software GraphPad PRISM, version
5.0 for Window (San Diego, CA).

RESULTADOS

Los niveles basales de las concentraciones de
IgG,, elgM enlos grupos control y en los tratados
con los extractos metanoélico y acuoso de ambas
plantas, aparecen en la Tabla 1. Se observan
diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de IgG,, del grupo Phenax y de IgM
del grupo Tabebuia, tal como aparece explicado
en dicha Tabla.

Tabla 1. Niveles basales (pre-tratamiento) de inmunoglobulinas G, y M
en las diferentes camadas de ratas.

EXT. EXT.
(CA00) (SOOI 2 ACUOSO METANOLICO P'
Phenax
IeM (ug/ml) 1077£342 16342706 16482512 0,155
1eG,, (ug/ml) 666506 812309 208460 0,008
Tabebuia
IgM (ug/ml) 10612670 46473 1402+1531 0,006°
1eG,, (ng/ml) 284+137 281+177 3284287 0,927

1: Test de Kruscal-Wallis.

2 Diferencias significativas entre extractos acuoso vs metanolico (test de comparaciones multiples de Dunn’s).
*: Diferencias significativas del extracto acuoso con el control y con el extracto metanélico (test de comparaciones

multiples de Dunn’s).

En la Tabla 2 se muestran los valores de IgG,,
e IgM antes y después del tratamiento con
los extractos acuosos y metandlicos de Phenax
rugosus'y Tabebuia chrysantha; con ninguno de los
extractos se obtuvo diferencias estadisticamente

significativas en los niveles séricos de ambas
inmunoglobulinas en las ratas que recibieron
dichos extractos comparados con los valores
pre-tratamiento.
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Tabla 2. Niveles de inmunoglobulinas G, y M en estados pre y post-tratamiento
con los extractos acuoso y metanoélico de Phenax rugosus (Poir.) Wedd.
y Tabebuia chrysantha G. Nicholson.

GRUPO 15G,, (ng/ml) p' IgM (ug/ml) p'
Pre-trat. Pos-trat. Pre-trat. Pos-trat.

Phenax

Control 666+506 295+122 0,156 1077+342 715+146 0,063
Ext. Acuoso 812+309 752+286 0,562 1634+706 1506+424 | 0,688
Ext. Metandlico 208+60 168+19 0,313 1648+512 1244+372 | 0,063
Tabebuia

Control 284+137 219450 0,313 1061+670 676+230 0,156
Ext. Acuoso 281+176 217+137 0,999 464+73 357+165 0,219
Ext. Metanodlico 328+287 217+77 0,313 1402+1531 1063+547 0,844

. Test de Wilcoxon.
DISCUSION Los resultados obtenidos en la presente

Las grandes transnacionales farmacéuticas estan
derivando una parte importante de sus recursos
destinados a la investigacion, al desarrollo
y produccién de productos biotecnolégicos,
una empresa que es supremamente compleja
y costosa. Ninguno de los medicamentos
de origen sintético, semi-sintético o natural
que hay disponibles en la actualidad, poseen
los altisimos costos de produccién de los
obtenidos por medios biotecnolégicos por
varias razones: son moléculas heterogéneas y
complejas, con pesos moleculares cien veces
mayores a los de los farmacos tradicionales,
producidas a través de clones o células vivas
con caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas
dificiles de manipular y con delicados procesos
biolégicos y tecnolégicos necesarios para su
extraccién, conservacion, empaque, etc. Si se
agrega que estos productos no tienen genéricos
y que la produccion de biosimilares es también
altamente costosa, con altos estandares en los
controles de eficacia y calidad, se entiendela gran
preocupacion de los distintos paises del mundo,
dado el gran impacto en los presupuestos para
la salud que esto esta generando (26-28). Una
posible alternativa, es buscar en las plantas,
algas y hongos, sustancias quimicas que puedan
reproducir mecanismos de accion similares a los
obtenidos por otras fuentes.
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investigacion son concordantes con resultados
previos obtenidos por nosotros con estos
extractos al evaluar los cambios inducidos sobre
el hemograma en ratas Wistar. Encontramos
que no se observaban cambios significativos en
el nimero de células linfoides al administrar
los extractos metanodlicos de Phenax rugosus,
y cambios significativos con los extractos
metanoélicos de Tabebuia chrysantha, en donde
se encontr6é una caida en el recuento de estas
células. En la presente investigacion, se observa
una tendencia no significativa a disminuir los
niveles séricos de IgM tanto con el extracto
metanolico de Phenax, como con los extractos
acuosos de Tabebuia. Estudios realizados por
otros investigadores con los extractos acuosos
de Tabebuia avellanedae han demostrado un
efecto supresor en la proliferacién de los
linfocitos T, independiente de IL-2, de CD25 y
de CD71 (36). El efecto observado en el presente
estudio podria estar asociado con el bloqueo
de factores de sefializaciéon a nivel intracelular
ya sea inhibiendo moléculas importantes en
la activacién de linfocitos B presentes en la
membrana del mismo o por un efecto téxico
sobre estas células. Las diferencias en los niveles
basales de IgG,, entre los grupos tratados con
los extractos acuoso y metandlico de P. rugosus
puede ser explicado por el hecho de emplear
en los experimentos cepas de ratas Outbred, las

ISSN 1657-9550



Efecto de los extractos acuosos y metandlicos de Phenax rugosus (Poir.) Wedd. y Tabebuia chrysantha ...

cuales tienen una base genética heterogénea;
estudios previos en dichos animales han
indicado que los niveles séricos totales de
IgM pueden variar y afectar los niveles séricos
totales de otros isotipos de Inmunoglobulinas
(37). Adicionalmente, es conocido que la edad
de los animales experimentales puede influir
en los niveles basales de IgM e IgG en ratas. En
general, las ratas incrementan gradualmente sus
niveles séricos de inmunoglobulinas con la edad
(38). En nuestro caso, a pesar de haber empleado
animales experimentales con peso promedio de
200 g, es posible haber tenido diferencias en la
edad de los animales entre los distintos grupos
experimentales.

A pesar de que se ha demostrado que la beta
lapachona, un constituyente de T. avellanedae,
tiene un efecto citotéxico o apoptético sobre un
amplio nimero de células(36, 39), en el presente
estudio se observa que los niveles de anticuerpos
varian muy poco luego de administrar los
diferentes extractos; este hallazgo puede
estar indicando que hay bajos niveles de
este compuesto en las hojas de T. chrysantha,

molécula que es la de mayor importancia no sélo
para la modulacién de la respuesta inmune sino
también para la eliminacién de diferentes tipos
de tumores (39). Por lo tanto, es necesario llevar
a cabo estudios fitoquimicos que determinen la
concentracion de esta molécula en las hojas de
T. chrysantha.

Hay que resaltar el hecho de que plantas del
género Tabebuia han sido declaradas en vias de
extincion por efecto de la tala de los bosques,
de la urbanizacién y de las enfermedades
que eventualmente las aquejan. El uso de la
corteza interna de dicha planta, donde se han
identificado sus compuestos activos, puede
ser un factor que contribuya a la disminucién
de los miembros de este género, razén por la
cual es necesario buscar los compuestos activos
en partes de la planta que al removerse no le
generen traumatismos mayores. Por esta razon,
la bisqueda de los compuestos activos en las
hojas es una muy buena alternativa y validaria el
uso empirico de las mismas por las comunidades
que asi las utilizan.
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