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RESUMEN 
Los macrófagos activados participan en los procesos de diversas enfermedades que 

generan inflamación, es importante controlar estas respuestas inmunitarias ya que en 

los peores casos puede ocasionar fallo multiorgánico y sepsis. La alta expresión de 

la proteína CD16 en macrófagos y secreción de Óxido Nítrico, son dos características 

inherentes de los macrófagos activados al fenotipo M1; es decir, proinflamatorios, los 

cuales serán los encargados de promover la respuesta inflamatoria para defender al 

organismo ante antígenos que van a romper con su homeostasis. En los últimos años 

se han estudiado las propiedades farmacológicas de las algas pardas; sin embargo, 

las investigaciones sobre el efecto inmunomodulador de Sargassum buxifolium 

(Chauvin) M.J. Wynne (SabuCh-W), son un campo que no había sido estudiado. Por 

lo tanto, en este trabajo se analizó el efecto inmunomodulador de la Fracción 6 (F6) 

del extracto de SabuCh-W en macrófagos murinos de la cepa CD1 activados con 

Lipopolisacárido (LPS) a través de la expresión de la proteína CD16 por citometría y 

secreción de Óxido Nítrico por medio de la cuantificación de su metabolito estable: el 

nitrito, a las 4, 8 y 12 hrs en medio de cultivo. 

Los resultados de esta tesis demuestran que la Fracción 6 del extracto de SabuCh-W 

regula la activación de los macrófagos en el grupo de Residentes; es decir, en el grupo 

que no se activó con LPS, al añadirle el extracto, provoca una sobreactivación, 

reflejada en la expresión de la proteína CD16, que en esencia es mucho mayor que 

en los macrófagos que solo se activan con LPS, y estos resultados son homólogos 

con la cuantificación de nitritos. De la misma manera, los datos del grupo 

LPS+SabuCh-W no presentan una diferencia significativa en el estado de activación 

con el grupo LPS, a excepción de la cuantificación de nitritos, que es mayor en el 

grupo LPS+SabuCh-W. Los resultados de este trabajo demuestran que la Fracción 6 

de SabuCh-W tienen un efecto en células del sistema inmunológico al promover en 

ellas un estado de sobreactivación aun mayor de la demostrada por el LPS. En 

general, los resultados demuestran el potencial de SabuCh-W para activar células del 

sistema inmune y provocar una repuesta en macrófagos murinos. 
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INTRODUCCIÓN 
La activación de macrófagos es uno de los principales mecanismos de defensa del 

cuerpo ante diferentes agentes que rompen con su homeostasis como lo pueden ser 

mutaciones genéticas, tumores malignos, infecciones por un agente patógeno como 

un virus o una bacteria, daños genéticos o enfermedades autoinmunes (Núñez et al. 

2020).   

Se considera que, para que los macrófagos se activen y promuevan la inflamación y 

estimulación del sistema inmunológico, deben recibir señales como INF-γ o 

Lipopolisacárido (LPS) y esto provoca la polarización al fenotipo 1 (M1), que se 

consideran proinflamatorios y secretan TNF-α, IL-1β, IL-12, que promueven la 

generación de linfocitos Th1, especies reactivas de oxígeno y derivadas de óxido 

nítrico y pueden destruir células tumorales; sin embargo, es importante considerar 

que estas células pueden cambiar de fenotipo, por ejemplo, la fagocitosis de células 

en apoptosis por macrófagos de tipo M1, los desactiva y puede transformar en 

macrófagos tipo M2. Es importante conocer y controlar estas respuestas inmunitarias; 

ya que nos amplían el panorama de los diferentes mecanismos de defensa del cuerpo 

(Ochoa & Bravo 2013). 

En la actualidad, existen diversos tratamientos para suprimir las respuestas 

inmunitarias excesivamente activas (Inhibidores de Interleucinas, glucocorticoides, 

entre otros) o para estimular su activación (Interleucinas, LPS); no obstante, las algas 

pardas contienen varios compuestos orgánicos e inorgánicos que son fuentes 

potenciales de compuestos bioactivos ya que son capaces de producir varios 

metabolitos secundarios con un amplio espectro de actividades biológicas 

interesantes (Callejas J. et al. 2020; Frikha, F. et al. 2011) 

Con relación a lo anterior, los miembros del género Sargassum han demostrado 

poseer diversos compuestos bioactivos que tienen propiedades antibacteriales, 

antineoplásicas, antifúngicas, antioxidantes y antiinflamatorias (Gutiérrez R. et al. 

2016). Específicamente para Sargassum buxifolium miembros de nuestro equipo de 

trabajo han demostrado exitosamente que la fracción 2 del extracto de esta especie 

de alga posee actividad antitumoral en células de carcinoma de cérvix (Luna, 2012 & 

Santiago Rubí 2014); sin embargo, aún no se han realizado estudios que muestren si 

posee actividad antinflamatoria e inmunomoduladora, por lo que en este trabajo de 

investigación se decidió observar el potencial efecto de la Fracción 6 de SabuCh-W 

en macrófagos residentes (no activados, que se encuentran en su estado basal) y 
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activados con LPS para analizar a través de la cuantificación de nitritos y la expresión 

de CD16, los cuales pueden considerarse 2 características de macrófagos activados 

a M1. 
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MARCO TEÓRICO 
 

1. Macrófagos. 
Los macrófagos son células del sistema inmune que forman parte del sistema 

fagocítico mononuclear, el cual constituye el principal mecanismo de defensa del 

organismo frente agentes extraños como los microorganismos, virus, bacterias, entre 

otros (Comalada M. 2002).  

El sistema fagocítico mononuclear son un conjunto de células que se van a originar a 

partir de un precursor mieloide común en la médula ósea, donde por medio de 

diversos estímulos se irán diferenciando (Comalada M. 2002), pasarán al torrente 

sanguíneo y seguirán diferentes rutas de funcionalidad, por lo que se convertirán en 

una población más heterogénea en su morfología debido al tipo de patógenos que 

pueden reconocer, así como el nivel de citocinas proinflamatorias y antinflamatorias 

que producen y todo esto en conjunto va a reflejar el grado de especialización que 

van a requerir para realizar sus funciones (Saldana J. s.f.).  

Los macrófagos pueden estar un tiempo en estado de reposo; sin embargo, si no 

reciben señales que los estimulen a activarse o proliferar, a diferencia de los Linfocitos 

T o B que pueden estar un periodo de tiempo en quiescencia y cuando se activan 

siempre hay un proceso de expansión de estas células, los macrófagos solo pueden 

estar en un periodo de reposo un pequeño lapso y posteriormente mueren por 

procesos de apoptosis (Ver Figura 1) (Comalada M. 2002). 
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Figura 1. Diferentes rutas de acción y funcionalidad para los macrófagos y monocitos 
circulantes. Se observa el linaje de los macrófagos desde el precursor en la médula 
ósea, después de diversos estímulos se convierte en un monocito circulante que sale 
a la sangre periférica y se traslada a diferentes partes del cuerpo, donde finalmente 
se transforma en un macrófago, el cual, puede seguir diversas rutas de funcionalidad, 
dependiendo de los estímulos que reciba, como proliferación, diferenciación, 
activación o apoptosis (Comalada M., 2002). 
 
 

1.1 Origen de los macrófagos. 
Todas las células del sistema inmune, se originan en la médula ósea a partir de una 

célula madre pluripotente, la cual tiene la capacidad de autorregenerarse y el 

potencial para diferenciarse hacia todos los diferentes tipos celulares (Comalada M. 

2002).  

Específicamente para los macrófagos, su diferenciación se lleva a cabo mediante 

diversos procesos que van a culminar con un monocito/macrófago en el torrente 

circulatorio, con la capacidad para trasladarse a los diferentes tejidos del cuerpo 

gracias a la interacción entre moléculas de adhesión (adhesinas e integrinas) y con la 

posibilidad de madurar a una célula activa o diferenciarse a células pertenecientes a 

algún tejido (microglía en el sistema nervioso central, osteoclastos del hueso, células 

de Kupffer del hígado, células de Langerhans de la dermis o en células dendríticas, 

etc). Este proceso puede verse favorecido a causa de eventos relacionados con la 
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homeostasis del organismo, como inflamación, necrosis, apoptosis, etc (Sun Y. et al. 

2021). 

En respuesta a Factores de Crecimiento (FC) y citocinas como las Interleucinas IL-1, 

IL-3 e IL-6 y Factores Estimuladores de Colonia (CSF), la célula madre pluripotente 

experimenta una división que dará origen a una nueva célula madre y una célula 

pluripotencial mieloide o pluripotencial linfoide (progenitores comunes de las líneas 

monocítica y granulocítica), dependiendo de la concentración y tipo de estímulos que 

reciban, así como la expresión de receptores de la membrana para citoquinas 

específicas (Echeverria et al. 2004, Martínez M. et al. 2001).  

En este punto, la Interleucina IL-3 y el Factor de Crecimiento GM-CSF (Granulocyte/ 

Macrophage-Colony Stimulating Factor) inducen la proliferación de las Unidades 

Formadoras de Colonias GM-CFUs. que luego se diferencian en Unidades 

Formadoras de Colonias de Granulocitos y Macrófagos (CFU-GM); posteriormente en 

Unidades Formadoras de Colonias de Macrófagos (CFU-M), a continuación, en 

Monoblastos, luego en Promonocitos, después en Monocitos y finalmente en 

Macrófagos. (Martínez M. et al. 2001, Ochoa F. & Bravo A. 2013). 

Como se mencionó anteriormente, los monocitos salen al torrente circulatorio y en los 

tejidos completan su diferenciación y maduración; lo que implica un aumento en el 

grado de especialización; es decir, aumento del tamaño celular, mayor desarrollo del 

sistema lisosomal, tamaño de las mitocondrias, metabolismo energético, entre otros 

(Comalada M. 2002).  

 

1.2 Funciones Biológicas de los macrófagos. 
Los macrófagos juegan un papel importante en las respuestas inmunitarias tanto 

innatas como adaptativas ya que están especializados en la detección, fagocitosis y 

destrucción de patógenos, microorganismos y partículas extrañas, tales como 

bacterias, virus, parásitos, macromoléculas, e incluso células propias dañadas o 

muertas debido a su capacidad para reconocer Patrones Moleculares Asociados a 

Patógenos (PAMP) y Patrones Moleculares Asociados a los Daños (DAMP) (Moreira 

et al. 2020, Comalada M. 2002), utilizando un conjunto de receptores tipo Toll (Toll-

like receptor TLRs, por sus siglas en inglés) que se pueden unir de forma específica 

a diferentes moléculas que expresan los patógenos como azúcares (Lipopolisacárido, 

LPS), ARN, ADN o proteínas extracelulares.  
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En la actualidad se considera que cumplen con tres funciones principales: 1) 

inflamación-regeneración de tejidos, 2) procesos inmunológicos y 3) homeostasis 

(Ochoa F. & Bravo A. 2013). 

Para ello, los macrófagos son capaces de que al momento del reconocimiento de 

patógenos, además de fagocitar, liberen diversas moléculas como citocinas (TNF-a, 

IL-1-b e IL-6) para atraer y activar a otras células inmunitarias al sitio de infección e 

iniciar el proceso inflamatorio (Moreira L. 2020); es decir, son Presentadoras de 

Antígenos (APC, Antigen Presenting Cell) debido a que procesan antígenos extraños 

de los patógenos y los presentan en su superficie para que puedan ser reconocidos 

por los linfocitos T y promover su activación, por lo que también van a tener una 

interacción bidireccional específica con los linfocitos debido a que éstas células 

también tienen la capacidad para secretar citocinas que van a activar a los 

macrófagos y así aumentar su capacidad para realizar funciones específicas 

(Comalada M. 2002, Ochoa F. & Bravo A. 2013). 

Por otro lado, los macrófagos también son capaces de sintetizar y secretar más de 

100 metabolitos biológicamente activos como lo son las especies reactivas de 

oxígeno y especies reactivas de nitrógeno (peróxido de oxígeno, óxido nítrico), 

algunas enzimas (perforina, granzima) (Saldana J. s.f., Echeverria et al. 2004) y 

también poseen más de 100 receptores específicos de superficie celular, tanto para 

la porción constante de las inmunoglobulinas como para las proteínas del 

complemento, por lo que el reconocimiento y eliminación de antígenos extraños se 

lleva a cabo de forma más rápida y eficiente y todo esto en conjunto va a 

complementar y favorecer la actividad antitumoral que poseen los macrófagos 

(Comalada M. 2002). 

Finalmente, también tienen funciones no relacionadas directamente con la respuesta 

inmunológica, sino con la regulación de la homeostasis de los tejidos, ya que algunas 

de estas células van a pasar a formar parte de diversos tejidos en el organismo y 

especializarse en funciones específicas dependiendo del grado de especialización 

(Moreira L. 2020). 

 

 

1.3 Activación y Polarización de los macrófagos. 
La polarización de los macrófagos es un proceso que va a estar íntimamente 

relacionado con el tipo de activación que van a sufrirán. La activación de los 
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macrófagos es un proceso complejo y regulado que va a tener como consecuencia 

modificaciones morfológicas, bioquímicas y funcionales, que van a reflejar el aumento 

de su capacidad para realizar funciones complejas y específicas (Comalada M. 2002). 

Hay dos formas en las cuales los macrófagos se activan: 1) Clásica y 2) Alternativa y 

dependiendo de que se haga, se determinará la polarización de los macrófagos a los 

fenotipos M1 y M2. 

El Interferón gamma (IFN)-γ producido por los linfocitos T y el Lipopolisacárido 

bacteriano (LPS), genera macrófagos activados clásicamente, que se polarizan a M1 

ya que generan citocinas pro-inflamatorias como la Interleucina (IL)-1β , IL-6, IL-12, 

IL-16 y Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF)-α (Gao, J. et al. 2022), además van a 

experimentar un aumento en la expresión de moléculas de Histocompatibilidad Clase 

II (MHC II), tienen mayor capacidad para presentar antígenos y son capaces de 

sintetizar grandes cantidades de óxido nítrico, por lo que también se observa su 

capacidad citotóxica para eliminar patógenos celulares (Comalada M. 2002, Stempin 

C., & Cerbán, F. 2007). 

Por otro lado, los macrófagos activados alternativamente M2 se generan por medio 

del estímulo de IL-4 e IL-13 producidas por Linfocitos T cooperadores y van a producir 

citocinas anti-inflamatorias como lo son la IL-10,  el receptor antagonista de IL-1 (IL-

1RA)  y Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF)-β, por lo que van a estar 

relacionados con la supresión de la respuesta inmunitaria (Gao, J. et al. 2022), no van 

a producir ON a partir del aminoácido L-arginina y van a tener limitada la capacidad 

para eliminar patógenos (Stempin C., & Cerbán, F. 2007). 

 

           1.4 Enfermedades que presentan macrófagos activados.  
 

Existen diversas enfermedades que al desarrollarse presentan activación de 

macrófagos, algunas pueden ser provocadas por algunas mutaciones o daños 

genéticos (enfermedades autoinmunes), mientras que otras desencadenadas por 

fármacos (tratamientos contra el cáncer), tumores malignos o infecciones causadas 

por un agente patógeno como un virus o una bacteria (Nuñez et al. 2020).  

 

Una de las patologías más importantes que presenta activación de macrófagos es el 

Síndrome de Activación de Macrófagos (SAM), el cual consiste en una activación 

descontrolada del sistema inmune, con una estimulación masiva de linfocitos T y 
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macrófagos, lo que conlleva la secreción de enormes cantidades de citoquinas 

proinflamatorias como Interferón gamma (IFN-γ), Factor de Necrosis Tumoral alfa 

(TNF-α) y las IL-1, IL-6 e IL-18, entre otras, que en conjunto conduce a lo que se 

conoce como tormenta de citocinas, debido a la producción exacerbada y persistente 

de citocinas proinflamatorias que genera el sistema inmunitario y que en los peores 

casos produce fallo multiorgánico, shock séptico y muerte (Hernández L. 2021). 

Es importante conocer y controlar estas respuestas inmunitarias dañinas, ya que la 

activación de macrófagos es un mecanismo importante del sistema inmune para 

protegernos ante enfermedades derivadas de diversas causas; pero si no existe una 

autorregulación por parte del sistema inmunitario, puede provocar daños severos al 

paciente. 

Hoy en día existen diversos tratamientos para suprimir la respuesta inmunitaria 

excesivamente activa (inhibidores de interleucinas, glucocorticoides, esteroides, 

inmunoglobulinas, entre otros); sin embargo, no existe tratamiento que sea 

ampliamente efectivo, ya que dan lugar a poco o ningún aumento de la mejora en 

pacientes y la mayoría se deben de combinar dos o más de ellos para presentar un 

efecto positivo y amortiguar la respuesta inmunitaria excesivamente activa 

(Wunderlich M. et. al. 2016, Montoya I. et al. 2022) 

 

2. Citocinas. 
Las citocinas son glicoproteínas producidas principalmente por células del sistema 

inmunológico (Tortora G. y Derrickson B., 2006) que pueden secretarse o mantenerse 

unidas a la membrana de las células (Bermúdez-Morales et al. 2005). 

Funcionan de forma similar a las hormonas (Ver Fig. 2) (autocrinas si modulan la 

actividad de la misma célula que la produce o paracrina al inducir la producción de 

otras citocinas o provocar un estímulo a otras células) y son encargadas de estimular 

o inhibir varias funciones celulares como crecimiento, activación y diferenciación 

celular; también estimulan la proliferación de células progenitoras, otras se involucran 

en los mecanismos de defensa del organismo en la inmunidad innata o adaptativa 

(Tortora G. y Derrickson B., 2006) 

Las citocinas se secretan en respuesta a una amplia variedad de estímulos, como: 

estrés celular, lesiones inducidas por carcinógenos, infecciones o inflamación 

(Bermúdez-Morales. et al. 2005) y poseen una característica poco común 

denominada pleiotropía; es decir, una única citocina es capaz de actuar en diversos 
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tipos de células y diferentes tipos de células pueden secretar la misma citocina. 

Debido a ello, las citocinas no se pueden clasificar de acuerdo con célula de origen o 

función biológica y es por lo que se agrupan actualmente en Interleucinas (IL), 

numeradas secuencialmente de IL-1 a IL-35, Factores de Necrosis Tumoral (TNF), 

Interferones (IFN), Factores Estimulantes de Colonias (CSF) y Factores de 

Crecimiento Mesenquimal (Barros et al. 2011). 

 
Figura 2. Función de las citocinas sobre las células. Las citocinas tienen la capacidad 
de funcionar de forma similar a las hormonas, autocrinas si modulan la actividad de 
la misma célula que la está produciendo y secretando o paracrina al inducir la 
producción de citocinas o provocar una respuesta en células al estimular o inhibir 
varias funciones celulares como crecimiento, activación y diferenciación celular 
(Filella X. et al. 2002). 
 
 
La respuesta inflamatoria es la manera en la cual un organismo se defiende de 

agentes externos que rompen con su homeostasis y consiste en la activación del 

sistema inmune después de una lesión ocasionada por daños físicos, químicos o por 

la presencia de virus o microorganismos. 

En ese sentido, en macrófagos activados, la producción de citocinas es muy 

importante, ya que producen inflamación actuando como señales para el sistema 

inmune regulando la duración y gravedad de la respuesta frente al daño o infección y 

dependiendo de la citocina específica que se libera, su función puede ser activar o 

regular la respuesta del organismo ya que existen dos tipos de citocinas distinguibles 

con base en su participación en los procesos de infección y/o inflamación. Las 
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citocinas que están involucradas en los procesos inflamatorios reciben el nombre de 

citocinas proinflamatorias (Th1); por ejemplo, la interleucina (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-7, el 

Interferón (IFN)-γ y el Factor de Necrosis Tumoral (TNF)-α y están principalmente 

relacionadas con los macrófagos activados clásicamente, y por otro lado, las citocinas 

que suprimen la actividad de las citocinas pro-inflamatorias son las citocinas anti-

inflamatorias (Th2), entre las que destacan IL-4, IL-10, IL-13 y FTC β (Factor 

Transformador de Crecimiento β), las cuales se asocian a los macrófagos activados 

de forma alternativa (Parra, V. et al. 2020., Bermúdez-Morales. et al. 2005). 

 
3. Óxido Nítrico (ON) secretado por macrófagos activados. 

El óxido nítrico es un gas incoloro e inodoro que se forma a partir de la unión de dos 

átomos, Oxígeno (O) y Nitrógeno (N) (Díaz et al. 2009). En el organismo, es un radical 

libre que va a ser sintetizado a partir del aminoácido L-arginina y por la enzima Sintasa 

de Óxido Nítrico (NOS) (García A., et al. 2003) a consecuencia de estímulos de 

citocinas pro-inflamatorias como la Interleucina 1 (IL-1), IL-12, Interferón gamma 

(INFγ) y el Factor de Necrosis Tumoral-α (TNF-α) (Adarmes H., 2009., Stempin C., & 

Cerbán, F. 2007). 

La enzima óxido nítrico sintetasa posee tres isoformas, NOS-I, NOS-II y NOS-III. La 

NOS-I y la NOS-III son constitutivas dependientes del calcio ya que se requiere el 

incremento en la concentración intracelular de Ca2 y pueden regular la síntesis de ON 

debido a regulaciones génicas, entre otros; sin embargo, NOS-II es inducible, ya que 

es independiente del calcio y calmodulina y es la que se va a producir debido a las 

citocinas pro-inflamatorias; esto es importante debido a que ésta isoforma es la que 

va a producir concentraciones más elevadas de ON con respecto a la NOS-I y la NOS-

III (Adarmes H., 2009) 

La isoforma inducible NOS II se encuentra principalmente en el citosol de células del 

sistema inmunitario como macrófagos y neutrófilos y van a sintetizar ON en respuesta 

a diversos estímulos inmunológicos, patógenos que van a romper con la homeostasis 

del organismo como el Lipopolisacárido bacteriano (LPS) e Interferón gamma (INFγ) 

(Perez-Neri I., 2015). En este sentido, los macrófagos activados clásicamente van a 

producir grandes cantidades de ON, molécula que es citotóxica para células 

tumorales y está implicada en la eliminación de bacterias, virus y protozoos ya que 

oxida los grupos sulfhidrilos de las proteínas, genera agotamiento del glutatión 

citosólico y es capaz de reaccionar con el anión superóxido para formar dióxido de 
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nitrógeno y un radical hidroxilo, moléculas fuertemente oxidantes y reactivas (Fig. 3) 

(Pérez A., 1997).  

La vida media del ON en sistemas biológicos es muy corta, aproximadamente de 4 a 

50 segundos; sin embargo, posteriormente se oxida y forma metabolitos estables: 

nitritos y después nitratos (Perez-Neri I., 2015) 

Diversos autores mencionan que, una vez activados los macrófagos, pueden producir 

ON por tiempos prolongados; sin embargo, la excesiva producción de ON por parte 

de los macrófagos, está implicado en el mecanismo de inflamación aguda por 

diversas enfermedades, puede llegar a provocar importantes patologías y conducir al 

shock séptico (García A., et al. 2003). 

 

 
Figura 3. Ruta simplificada de la producción de metabolitos estables, nitrito y nitrato 
a partir del óxido nítrico. El NO y el radical superóxido reaccionan y forman el 
peroxinitrito, molécula altamente oxidante, el cual finalmente se descompone y forma 
los radicales dióxidos de nitrógeno y radical hidroxilo. Una ruta simplificada muestra 
la producción de nitrito y nitrato a partir del NO. El NO reacciona con grupos sulfhidrilo 
(R-SH) de las proteínas formando nitrosotioles, moléculas reactivas y oxidantes que 
provoca daño en células adyacentes y microrganismos patógenos (Cuellar et al. 
2010). 
 
 

4. Proteína CD16. 
El antígeno CD16 es el receptor de baja afinidad de IgG (FcγRIII). En inmunología se 

denomina CD16 (del inglés cluster of differentiation 16) o FcγRIIIa una proteina 
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transmembranal que se encuentra únicamente en mamíferos y se encuentra en dos 

formas diferentes codificado por dos genes diferentes: FcγRIIIA (o III-2) y FcγRIIIB (o 

III-1). La heterogeneidad genética del CD16 genera otras moléculas ancladas en la 

membrana.  

Se caracteriza por poseer un peso molecular de 50-80 kDa y su naturaleza bioquímica 

la coloca dentro de la familia de las inmunoglobulinas.  

Su función biológica en la célula es actuar como componente del receptor de baja 

afinidad para Fc, FcγRIII, y mediar en la fagocitosis y citotoxicidad debida a células 

dependientes de anticuerpos. Se expresa específicamente en neutrófilos, células NK 

y macrófagos (Janeway, Jr et al. 2000). 

 

5. Lipopolisacárido (LPS). 
El Lipopolisacárido (LPS), que también se le conoce como endotoxina, es uno de los 

principales componentes de la membrana de las bacterias Gram negativas (Fig. 4) 

(Comalada M. (2002), qué se considera en la actualidad un Patrón Molecular 

Asociado al Patógeno (PAMP) ya que funciona como un antígeno capaz de 

desencadenar la activación de la respuesta inmunológica al desempeñar un papel 

importante en la interacción patógeno-hospedero (Raduolovic, K., et al. 2018). 

 

 
Figura 4. El Lipopolisacárido (LPS). Del lado izquierdo se muestra el Lipopolisacárido 
como un componente de la membrana de las bacterias Gram negativas. Del lado 
derecho se muestra la estructura del LPS y sus tres unidades; el Lípido A, el Antígeno 
O y el núcleo, el cual se divide en núcleo central y núcleo externo (Tomado y 
modificado de Labsther Theory, 2021) 
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Desde el punto de vista estructural, el LPS está formado por tres regiones distintas, 

una de ellas es lipídica y las otras dos son glicosídicas y estas regiones poseen 

funciones independientes y/o sinérgicas: 

Una región central compuesta por polisacáridos repetitivos llamado núcleo o core, un 

dominio hidrofóbico formado por seis cadenas de ácidos grasos que también se 

denominan lípido A, y representa el componente biológicamente activo del LPS  

(éstas dos regiones se unen entre sí por el KDO (2-keto-3-deoxioctanato)) y este a su 

vez se une a una estructura de tipo antígeno-O  (Ver Fig. 4) (Martínez J. (2018). 

 
          5.1 Actividad del LPS en la respuesta inmune y macrófagos activados. 
El LPS posee su propio receptor de alta afinidad que pertenece a la familia Tollkie 

receptor (TLR). En la región citoplasmática, los TLRs son proteínas 

transmembranales de tipo I que presentan una alta similitud con los receptores de la 

IL-1 (IL-1R) porque ambos poseen dominios TIR (Toll/IL-1R homology) que están 

emparentados con las inmunoglobulinas; sin embargo, en la región extracelular, los 

TLRs tienen dominios ricos en leucina (LRR), importantes para la interacción proteína-

proteína. Actualmente, se han descrito diez diferentes tipos de TLRs que se expresan 

en diferentes células del sistema inmunológico y el TLR4, es el receptor específico 

del LPS que se va a encargar de recibir la información de la naturaleza del antígeno 

y permitir a la célula responder contra una amenaza.   

Para que el LPS desencadene una respuesta inmunológica (Ver Fig. 5), éste se une 

al LBP (LPS-binding protein) y forma el complejo LBP-LPS, facilitando que el LPS se 

una al receptor CD14; el CD14 transfiere el LPS al complejo encargado de su 

reconocimiento (TLR4/MD-2). Posteriormente TLR4 comienza una interacción con 

dominios TIR (MyD88) que van a mediar la transducción del LPS a través de diversas 

reacciones que van a activar el Factor de Transcripción Nuclear (NF-κB) y éste se va 

a translocar al núcleo donde se va a unir a la región promotora de los genes de 

respuesta inflamatoria, donde finalmente se va a llevar a cabo la transcripción y 

expresión de Interferones y citocinas pro-inflamatorias, como TNFα, IL-6 e IL-1β 17 

(Comalada M. 2002, Raduolovic, K., et al. 2018).  
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Figura 5. Cascada de señalización del LPS para desencadenar la respuesta 
inmunológica (Comalada M. 2002).  
 

En los macrófagos, el LPS va a provocar que éstos se activen de forma clásica, 

generando una respuesta inmunológica que va a verse reflejada en la síntesis de 

citocinas proinflamatorias para defender al organismo de este antígeno, como del 

Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-a), IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IFN-a/b, TGF-b, 

metabolitos del ácido araquidónico (prostaglandinas y leucotrienos), péptidos 

quimiotácticos como MIP-1a (macrophage inflammatory protein), y especies reactivas 

de Oxígeno y Nitrógeno.  

La respuesta generalizada y exacerbada debido al estímulo persistente de LPS puede 

producir un shock séptico y muerte (Comalada M. 2002). 

 

6. Generalidades de las Algas. 
Las algas son organismos autótrofos acuáticos de estructura simple pertenecientes 

al Reino Protista, que tienen escasa o nula diferenciación celular y por lo tanto, 

carecen de tejidos complejos; sin embargo, el nivel de tamaño, complejidad y forma 

varía en función de la cantidad, diferenciación y desarrollo celular en las estructuras 

de cada una de ellas (León D. y Nuñéz M. 2017). 

Taxonómicamente, se clasifican en tres grupos: Chlorophyta o clorofitas, Phaeophyta 

o feofitas y Rhodophyta o rodofitas; que corresponden respectivamente a las algas 
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verdes, pardas y rojas, esto debido al tipo y cantidad de pigmentos que poseen (Ver 

Fig. 6) (Quitral R, 2012., Li, Y. et al. 2021).  

 

 
Figura 6. Clasificación de las algas y sus pigmentos. Existen tres grandes grupos en 
los que se dividen las algas: Clorophyta, que son las comunmente llamadas algas 
verdes, Phaeophyta, llamadas algas pardas y finalmente Rhodophyta, que 
corresponden al nombre común de algas rojas. Cada grupo posee diversos pigmentos 
que les dan su coloración característica, algunos de los cuales se observan en la 
segunda columna junto con ejemplos de especies pertenecientes a estos grupos 
(Quitral R. 2012). 
 
 
Las algas son importantes a nivel biológico ya que son organismos capaces de 

producir oxígeno al realizar fotosíntesis, forman parte de la cadena alimenticia del mar 

y del ecosistema al generar condiciones para la vida de otros organismos (León D., 

et al. 2017). 

Por otro lado, se consideran un recurso valioso debido a su utilización en diversos 

aspectos en la vida del hombre; por ejemplo, gastronómico al ser ingrediente de 

diversos alimentos y aportar nutrientes; cosmético al ser utilizado como hidrogeles; 

agropecuario al constituir un buen fertilizante para ciertos cultivos y a nivel químico-

farmacéutico al contar con diversos compuestos bioactivos que tienen propiedades 

farmacológicas (Alvarez M. y Gallardo T., 1989, Quitral R. et al. 2012). 

 

          6.1   Algas Pardas. 
El Phylum Phaeophyta de las comúnmente llamadas algas pardas se encuentran 

principalmente en ambientes acuáticos marinos, distribuidas en todos los océanos del 

mundo, exceptuando en el ártico, aunque también se pueden encontrar algunas 

especies de agua dulce. 

La filogenia de las algas pardas se ha estudiado utilizando varias técnicas, incluyendo 

datos morfológicos, moleculares y genómicos por lo que en la actualidad se considera 
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que existen 20 Clases y comprende unos 265 géneros con unas 1500-2000 especies 

(Thomas D. N. 2002). 

 

          6.2 Género Sargassum.  
Sargassum (F. Sargassaceae), del orden Fucales, subclase Cyclosporeae y clase 

Phaeophyceae, es un género de algas pardas que se encuentran por los océanos 

Atlántico, Pacífico e Índico, habitando principalmente ambientes tropicales y 

subtropicales donde forma densos bosques submarinos y arrecifes (Rushdi, M. et al., 

2020, Catarino, M., et al. 2023, . 

En México se pueden encontrar especies de este género en las costas del Golfo de 

México, Mar Caribe, la Península de Baja California y en el litoral del Océano Pacífico. 

La base de datos AlgaeBase tiene registrados 874 nombres de especies para éste 

género en particular, de las cuales 340 están reconocidos taxonómicamente y al 

menos 62 se han estudiado en múltiples investigaciones por su diversidad de 

compuestos (Murillo A. et al. 2011) y metabolitos bioactivos entre los cuales se 

encuentran terpenos, oxilipinas, florotaninos, hidrocarburos volátiles como el alginato, 

laminarina y fucoidan y productos de origen biogenético mixtos  (Echavarría Z. et al. 

2009, Li, Y. et al. 2021) a los cuales se les atribuyen diversas actividades biológicas 

que en una primera instancia y a nivel biológico favorecen al alga como estrategias 

de sobrevivencia (como el calor, la contaminación, el estrés, la concentración de 

oxígeno y las radiaciones ultravioleta) pero también a nivel farmacológico se ha 

demostrado que ofrecen un amplio espectro de acción como lo son inhibidores de 

diferentes enzimas, antioxidantes, anticoagulantes, actividad antimicrobiana, 

citotóxica, antibacteriana, antidiabética, antiinflamatoria, inmunomoduladora y 

actividad antineoplásica (Ayyad S. et al. 2011, Echavarria Z. et al.  2009). 

En general este género se considera que posee un talo diferenciado en un sostén de 

10 a 200 cm de largo que puede ser lineal o tupido con varios ejes principales divididos 

en ramas que contienen estructuras foliares, vesículas y receptáculos (órgano 

reproductor) de diversas formas y longitudes (Ver Fig. 7). Con excepción de S. natans 

y S. fluitans, que se reproducen sólo por fragmentación, Sargassumlas algas se 

reproducen sexualmente. La forma de las hojas puede ser simple, bífida o dividida 

varias veces, redondas, espatuladas, turbinadas, lanceoladas, ovoides o lineares. El 

pedicelo puede ser de longitud variable, cilíndrico o aplanado en secciones y liso. El 

margen de las hojas puede ser simple o doblado en el ápice, y puede ser liso, 
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ondulado, finamente dentado, profundamente dentado, o cualquier aspecto 

intermedio. La nervadura central puede ser corta y gruesa o más delgada y alcanzar 

el vértice o cualquier longitud intermedia. El ápice puede ser agudo, redondeado o 

truncado, simple o mostrar una depresión en forma de copa.  

Un hecho interesante de este género es que, debido a los cambios en las condiciones 

ambientales, las estaciones, la edad y la etapa reproductiva, tiene la capacidad de 

presentar cambios morfológicos dentro de una misma especie (Catarino, M., et al. 

2023, Rushdi, M. et al. 2020). 

 

 
Figura 7. Sargassum sanyaense sp. Sargassum (sargazo) es un género de 
macroalgas planctónicas de la clase Phaeophyceae (algas pardas) en el orden 
Fucales Rushdi M. et al. 2020). 
. 

6.3 Sargassum y el Sistema Inmunológico. 
En relación con las actividades inmunomoduladoras, diversos autores mencionan que 

varias especies del género Sargassum tienen efectos en células inmunes, ya que 

poseen compuestos bioactivos como COX-1, COX-2, 5-LOX, PLA2,  hialuronidasas 

(Anusree Maneesh y Kajal Chakraborty, 2017) y fucoidan, que son capaces de inhibir 

o estimular directamente el sistema inmunológico (Queiroz K. et al. 2008., Peng Li et 

al. 2017). 
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ANTECEDENTES DIRECTOS 
 
En el Laboratorio de Oncología Celular, L-4 PB, de la Unidad Multidisciplinaria de 

Investigación Experimental, FES Zaragoza, UNAM, se han obtenido resultados 

interesantes a partir del extracto etanólico de Sargassum buxifolium (Chauvin) M. J. 

Wynne (Fig. 8), del cual se obtuvieron 20 fracciones, de las cuales se determinó 

exitosamente el nivel de actividad citostática para células tumorales CaLo e INBL y 

debido a ello, se ha decidido evaluar la fracción 6 para observar si posee algún efecto 

inmunomodulador en macrófagos activados de ratones de la cepa CD1. 

 

 
Figura 8. Sargassum buxifolium sp. Imagen tomada de la tesis de Ávila Lopez Sergio 
Erick, 2016: Caracterización morfológica y aislamiento de algunos compuestos  
activos de Sarggasum buxifolium s.p., en dos localidades de Veracruz durante épocas 
diferentes (secas y lluvias).  
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JUSTIFICACIÓN 
 
La activación de macrófagos es un mecanismo importante del sistema inmunológico 

para protegernos ante diversas enfermedades; sin embargo, es importante controlar 

esta respuesta ya que, si no existe una autorregulación, la respuesta exacerbada de 

óxido nítrico y citocinas pueden producir lesiones en los órganos y shock séptico. 

En años recientes, los descubrimientos en los usos y aplicaciones de los extractos de 

algas han crecido; sin embargo, las investigaciones sobre el efecto de Sargassum 

buxifolium en células del sistema inmune son un campo que no ha sido estudiado. 

Por esta razón, el presente estudio se enfocará en determinar el efecto 

inmunomodulador del extracto de esta especie de alga en macrófagos activados con 

Lipopolisacárido a través de la expresión de la proteína CD16 y cuantificación de 

Nitritos. 

 
 
HIPÓTESIS 
 
Se sabe que algunos miembros del género Sargassum poseen compuestos 

bioactivos estimulantes e inhibidores de Sistema Inmunológico, por lo cual, si se utiliza 

la fracción 6 del extracto de Sargassum buxifolium (SabuCh-W) en un modelo in vitro 

de macrófagos murinos activados de la cepa CD1, se podrá determinar si posee un 

efecto inmunomodulador. 

 

 

OBJETIVOS 
 
Objetivo General. 
Determinar el efecto inmunomodulador en macrófagos murinos activados mediante el 

uso de la fracción 6 del extracto de Sargassum buxifolium (SabuCh-W). 

 

Objetivos Particulares. 
1. Obtener un modelo de macrófagos activados provenientes del peritoneo de 

ratones hembra de la cepa CD1. 
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2. Evaluar la producción de óxido nítrico mediante el método de Griess en los 

grupos de estudio. 

3. Evaluar la expresión del receptor FcγRIII CD16 mediante citometría de flujo en 

los grupos de estudio. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 
 

• Modelo Animal. 
Se utilizaron ratones hembra de 10 semanas de edad de la cepa CD1 adquiridas del 

Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza. 

Todos los ratones se mantuvieron en condiciones controladas siguiendo los 

estándares de cuidado animal, controlando la salud y minimizando el dolor y 

sufrimiento, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999 y el 

Reglamento para el ingreso al Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores 

Zaragoza. 

 

• Grupos experimentales. 
Se consideraron los siguientes grupos experimentales: 

Grupo A (Residentes) 

 

Grupo B (LPS) 

 

(+) SabuCh (-) SabuCh (+) SabuCh 

 

Donde: 

Grupo A: Ratones que no se les inyectó nada (Residentes). 

Grupo B: Ratones que se les inyectó LPS (Activados).  

En los que cada grupo tenía su control negativo y positivo al estímulo de la fracción 6 

de SabuCh. 

Todos los grupos de estudio fueron evaluados a las 4, 8 y 12 hrs. 

 

• Activación de macrófagos. 
Se generó la activación de macrófagos grupo C (LPS) siguiendo el Protocolo descrito 

por Raduolovic, K., et al. 2018, inyectando de forma intraperitoneal (IP) 2 µg/kg de 

peso de ratón de Lipopolisacárido (LPS) disuelto en PBS estéril a 0.2 µg/µl y se dejó 

actuar durante 3 días. 

 

• Extracción de macrófagos. 
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Se sacrificaron los ratones por medio de la Cámara de CO2 y se confirmó su muerte 

a través de dislocación cervical.  

Posteriormente se fijaron los ratones con el dorso hacia abajo a una tabla de disección 

y con la ayuda de pinzas y tijeras de disección se realizó un corte a lo largo del 

abdomen cuidando de no romper la membrana peritoneal. 

Una vez expuesto el peritoneo, se realizaron lavados inyectando 10 ml de solución 

salina inyectable y dando masajes durante 1 minuto, para después extraer la solución 

en tubos de 15 ml. 

Finalmente se centrifugaron los tubos a 500 g durante 5 minutos, se desechó el 

sobrenadante y el botón celular se cultivó en 2 ml de RPMI 1640 durante 12 h en 

Incubadora a 37° C y 5% de CO2 para permitir la adherencia de los macrófagos. 

 

• Aislamiento y conteo de macrófagos. 
Una vez pasadas 6 h y teniendo en cuenta de acuerdo con Mihai A., 2019, que, de 

las células extraídas, sólo el 30 - 40% son macrófagos, se desechó el medio y se 

realizaron lavados con PBS para eliminar las células no adherentes y obtener una 

población homogénea de macrófagos.  

Después se realizó un conteo celular en Cámara de Neubauer y se colocaron 1x10^6 

de macrófagos en cajas Petri con medio RPMI 1640 al 10% SFB. 

 

• Tratamiento con SabuCh-W. 
Una vez que se tenían los macrófagos aislados en cajas Petri, en oscuridad, se colocó 

el tratamiento de Medio RPMI 1640 al 10% SFB suplementado con la fracción 6 de 

SabuCh-W (Ver Anexos para observar el procedimiento a seguir para la preparación 

de Medio suplementado con SabuCh-W) a los correspondientes grupos de estudio 

para su posterior evaluación a 4, 8 y 12 hrs. 

 

• Evaluación de Óxido Nítrico a través de nitritos. 
El reactivo de Griess se preparó en base a la metodología descrita por Adarmes H., 

et al. 2009 (Ver Anexos para observar el procedimiento para preparar los Reactivos 

de Griess). 

Se tomaron 60 μl del sobrenadante de las cajas Petri de los diferentes grupos, se 

añadieron a una placa de 96 pozos añadiendo en oscuridad 30 μl del Reactivo 1 
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(Sulfanilamida) y 30 μl del Reactivo 2 (N-(1-Naftil)Etilendiamina) y se leyó en un 

Espectrofotómetro a 540 nm.  

 

 

 

• Evaluación del receptor FcγRIII CD16. 
Se desechó el sobrenadante de las cajas Petri y se les añadió 2 ml de Verseno, 

dejando actuar durante 10 minutos en la Incubadora de CO2.  

Pasado ese tiempo se despegaron los macrófagos de las cajas Petri y se llevaron a 

tubos Eppendorf de 2 ml, donde se centrifugaron a 500 g durante 5 minutos. 

Una vez que se tuvo el botón celular, se desechó el sobrenadante y se añadieron 100 

μl de PBS filtrado y 1 μl del anticuerpo Ab CD16 conjugado con FIT C, dejando incubar 

a temperatura ambiente durante 40 min en oscuridad.  

Finalmente se centrifugó y desechó el sobrenadante para lavar y se resuspendió en 

100 μl de Paraformaldehído al 4% y 300 μl de PBS filtrado, pasándolo a tubos FACS 

para su lectura en el citómetro. 
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RESULTADOS 
 
Cuantificación de Nitritos. 
La cuantificación de ON es difícil en medios biológicos debido a su corta vida media 

(de 6 a 10 segundos) y a sus bajas concentraciones. Sin embargo, el ensayo de 

Griess es uno de los métodos colorimétricos más generales para la detección de óxido 

nítrico in vitro ya que proporciona un enfoque indirecto para la detección de ON 

mediante la cuantificación de sus metabolitos estables: nitritos y nitratos.   

La reacción de Griess se basa en la formación de un cromóforo por la reacción de 

sulfanilamida con nitrito en medio ácido, seguido de un acoplamiento con aminas 

bicíclicas tales como el N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro, formando un producto 

diazo de color rosado que va aumentando en intensidad conforme aumenta la 

concentración y exhibe una fuerte absorbancia a 540 nm (Goshi E. et al. 2019., 

Adarmes H. et al. 2019). 

Se realizó una curva estándar de Nitritos (NaNO2) en un rango de 0.5 a 90 µmoles.  

La concentración se expresó como µmoles/L. El Coeficiente de determinación (R^2) 

se encuentra dentro del rango de 0 y 1, con un Valor de 0.9974; lo que demuestra 

que la curva se ajusta a la variabilidad de los datos y que, por lo tanto, es válida para 

la extrapolación de los datos obtenidos de absorbancia. 
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Figura 9. Curva estándar de Nitritos de Sodio (NaNo2). Se realizó una curva estándar 
para evaluar la secreción de óxido nítrico a través de la cuantificación de su metabolito 
más estable: el nitrito. Se realizaron disoluciones de nitritos en concentraciones 
conocidas de 0.5 a 90 µmoles añadiendo los reactivos de Griess y se leyeron en un 
espectrofotómetro a 540 nm. Se recabaron los datos de Absorbancia (Abs) para 
realizar una gráfica de Abs y Concentración.  
 
 
Secreción de Óxido Nítrico en Macrófagos Residentes. 
Se evaluó en primera instancia la secreción de óxido nítrico a través de la 

cuantificación de Nitritos por el método de Griess en macrófagos residentes; es decir, 

que no fueron activados con LPS y que se podrían contemplar como el estado basal 

de los mismos al no añadirles ningún tratamiento o estímulo que provocara una 

respuesta. La Figura 10 muestra el nivel de Absorbancia que mostraron las muestras 

a las 4, 8 y 12 horas. En la gráfica se observa el promedio del nivel de Absorbancia 

detectado por el espectrofotómetro. Utilizando la curva estándar, se extrapolaron los 

datos con la curva de nitritos y se obtuvo que el nivel de nitritos detectado es de 15 

µmol/L para las 4, 8 y 12 hrs; es decir, se mantienen en un mismo nivel conforme al 

tiempo. 
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Figura 10. Cuantificación de nitritos en macrófagos residentes. Se cuantificaron los 
Nitritos a las 4, 8 y 12 hrs por medio del método de Griess utilizando 60 µl del 
sobrenadante de medio donde se encontraban los macrófagos residentes y 30 µl del 
reactivo 1 y 2 del ensayo de Griess.  
 

Secreción de Óxido Nítrico en Macrófagos Residentes con SabuCh-W. 
Se evaluó la secreción de óxido nítrico a través de la cuantificación de nitritos por el 

método de Griess en macrófagos residentes; es decir, que no fueron activados con 

LPS pero que una vez extraídos y aislados se les añadió medio RPMI 1640 al 10% 

SFB suplementado con la Fracción 6 de Sargassum buxifolium (SabuCh-W) durante 

4, 8 y 12 hrs a una dilución de 1:1,194,540. 

La Figura 11 muestra el nivel de Absorbancia que mostraron las muestras de este 

grupo a las 4, 8 y 12 horas. En la gráfica se observa el promedio del nivel de 

Absorbancia detectado por el espectrofotómetro. Utilizando la curva estándar, se 

extrapolaron los datos con la curva de nitritos y se obtuvo que el nivel de nitritos 

detectado a las 4 hrs fue de 42 µmol/L; a las 8 hrs fue de 56 µmol/L y a las 12 hrs fue 

de 66 µmol/L; es decir, presentó un incremento en la secreción de oxido nítrico 

conforme al tiempo en cultivo.  
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Figura 11. Cuantificación de nitritos en macrófagos residentes + SabuCh-W. Se 
cuantificaron los nitritos a las 4, 8 y 12 hrs por medio del método de Griess utilizando 
60 µl del sobrenadante de medio donde se encontraban los macrófagos residentes + 
SabuCh-W y 30 µl del Reactivo 1 y 2 del ensayo de Griess.  

 
Secreción de Óxido Nítrico en Macrófagos activados con LPS. 
Se evaluó la secreción de óxido nítrico a través de la cuantificación de nitritos por el 

método de Griess en macrófagos activados de forma intraperitoneal con 2 µg/kg de 

peso de ratón de Lipopolisacárido (LPS) disuelto en PBS estéril a 0.2 µg/µl y una 

vez extraídos y aislados, se evaluaron a las 4, 8 y 12 hrs 

La Figura 12 muestra el nivel de Absorbancia que mostraron las muestras de este 

grupo a las 4, 8 y 12 horas. En la gráfica se observa el promedio del nivel de 

Absorbancia detectado por el espectrofotómetro. Utilizando la curva estándar, se 

extrapolaron los datos con la curva de Nitritos y se obtuvo que el nivel de nitritos 

detectado a las 4 hrs fue de 30 µmol/L; a las 8 hrs fue de 26 µmol/L y a las 12 hrs fue 

de 25 µmol/L; es decir, presentó un ligero descenso.  
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Figura 12. Cuantificación de nitritos en macrófagos activados con LPS. Se 
cuantificaron los nitritos a las 4, 8 y 12 hrs por medio del método de Griess utilizando 
60 µl del sobrenadante de medio donde se encontraban los macrófagos activados y 
30 µl del Reactivo 1 y 2 del ensayo de Griess.  
 

Secreción de Óxido Nítrico en Macrófagos activados con LPS + SabuCh-W. 
Se evaluó la secreción de óxido nítrico a través de la cuantificación de nitritos por el 

método de Griess en macrófagos activados de forma intraperitoneal con 2 µg/kg de 

peso de ratón de Lipopolisacárido (LPS) disuelto en PBS estéril a 0.2 µg/µl y una vez 

extraídos y aislados, se cultivaron en medio RPMI 1640 al 10% SFB suplementado 

con la Fracción 6 de Sargassum buxifolium (SabuCh-W) durante 4, 8 y 12 hrs a una 

dilución de 1:1,194,540. 

La Figura 13 muestra el nivel de Absorbancia que mostraron las muestras de este 

grupo a las 4, 8 y 12 horas. En la gráfica se observa el promedio del nivel de 

Absorbancia detectado por el espectrofotómetro. Utilizando la curva estándar, se 

extrapolaron los datos con la curva de nitritos y se obtuvo que el nivel de nitritos 

detectado a las 4 hrs fue de 22 µmol/L; a las 8 hrs fue de 38 µmol/L y a las 12 hrs fue 

de 46 µmol/L; es decir, fue en aumento conforme al tiempo en cultivo. 
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Figura 13. Cuantificación de nitritos en macrófagos activados con LPS + SabuCh-W. 
Se cuantificaron los nitritos a las 4, 8 y 12 hrs por medio del método de Griess 
utilizando 60 µl del sobrenadante de medio donde se encontraban los macrófagos 
activados con SabuCh-W y 30 µl del Reactivo 1 y 2 del ensayo de Griess.  
 
 
Expresión de CD16 macrófagos Residentes con SabuCh-W.  
Después de haber cuantificado los nitritos en los diferentes grupos y haber 

demostrado que la fracción 6 del extracto de SabuCh-W provoca una mayor secreción 

óxido nítrico en macrófagos murinos respecto a los grupos a los cuales no se les 

añadió, incluido el LPS, se procedió a analizar si el extracto regula la expresión de 

CD16. Para ello, los macrófagos residentes; es decir, que no fueron activados con 

LPS pero que una vez extraídos y aislados se les añadió medio RPMI 1640 al 10% 

SFB suplementado con la Fracción 6 de Sargassum buxifolium (SabuCh-W) durante 

4, 8 y 12 hrs a una dilución de 1:1,194,540, se centrifugaron y se les añadió 1 μl del 

anticuerpo Ab CD16 conjugado con FIT C, dejando incubar a temperatura ambiente 

durante 40 min en oscuridad. Posteriormente se fijaron con paraformaldehído al 4% 

y se pasaron a tubos FACS para su lectura en el citómetro. 

Se analizó la expresión de CD16 en macrófagos residentes + SabuCh (Fig. 14). En el 

histograma se observa que el estado de activación a las 4 hrs (color rojo) tiene dos 

poblaciones que muestran diferente grado de activación y a las 8 (color verde) y 12 

hrs (color azul) se mantienen en el mismo nivel, aunque es ligeramente mayor la 

expresión del marcador. 
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Figura 14. Expresión de CD16 en macrófagos residentes + SabuCh-W. Se analizó la 
expresión de CD16 en macrófagos residentes + SabuCh-W a las 4, 8 y 12 hrs.  
 
 
Expresión de CD16 macrófagos Activados con LPS. 
 
Se analizó la expresión de CD16 en macrófagos activados con 2 µg/kg de peso de 

ratón de Lipopolisacárido (LPS) disuelto en PBS estéril a 0.2 µg/µl. Para ello, se dejó 

actuar durante tres días y una vez extraídos y aislados, se cultivaron en medio RPMI 

1640 al 10% SFB y se analizó la expresión de CD16 a las 4, 8 y 12 hrs añadiendo 1 

μl del anticuerpo Ab CD16 conjugado con FIT C, dejando incubar a temperatura 

ambiente durante 40 min en oscuridad. Posteriormente se fijaron con 

Paraformaldehído al 4% y se pasaron a tubos FACS para su lectura en el citómetro. 

Se analizó la expresión de CD16 en macrófagos activados con LPS (Fig. 15). En el 

histograma se observa que el estado de activación a las 4 hrs (color rojo) 8 (color 

verde) y 12 hrs (color azul) se mantienen en el mismo nivel. 
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Figura 15. Expresión de CD16 macrófagos activados con LPS. Se analizó la 
expresión de CD16 en macrófagos activados a las 4, 8 y 12 hrs.  
 
Expresión de CD16 macrófagos Activados con LPS + SabuCh-W. 
Se analizó la expresión de CD16 en macrófagos activados con 2 µg/kg de peso de 

ratón de Lipopolisacárido (LPS) disuelto en PBS estéril a 0.2 µg/µl. Para ello, se dejó 

actuar durante tres días y una vez extraídos y aislados, se cultivaron en medio RPMI 

1640 al 10% SFB suplementado con la Fracción 6 de Sargassum buxifolium (SabuCh-

W) durante 4, 8 y 12 hrs a una dilución de 1:1,194,540, se centrifugaron y se les 

añadió 1 μl del anticuerpo Ab CD16 conjugado con FIT C, dejando incubar a 

temperatura ambiente durante 40 min en oscuridad. Posteriormente se fijaron con 

Paraformaldehído al 4% y se pasaron a tubos FACS para su lectura en el citómetro. 

Se analizó la expresión de CD16 en macrófagos activados con LPS + SabuCh (Fig. 

16) En el histograma se observa que el estado de activación a las 4 hrs (color rojo) 8 

(color verde) y 12 hrs (color azul) presenta un ligero descenso en su estado de 

activación. 
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Figura 16. Expresión de CD16 macrófagos activados con LPS + SabuCh-W. Se 
analizó la expresión de CD16 en macrófagos activados + SabuCh-W a las 4, 8 y 12 
hrs.  
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 
 
La activación del sistema inmunológico comienza con el reconocimiento celular de 

diferentes microorganismos o patógenos que rompen con la homeostasis del 

organismo; esto genera la activación de la célula y la síntesis de diversas proteínas, 

citocinas y especies reactivas de Oxígeno y Nitrógeno que son mediadores de las 

respuestas de las células inmunitarias (Courtney B. et al. 2019). 

La activación de macrófagos es uno de los principales mecanismos de defensa del 

cuerpo ante agentes infecciosos, ya que son células especializadas en la detección, 

fagocitosis u destrucción de bacterias y otros organismos dañinos, además de poseer 

la capacidad de presentar antígenos; es decir, funcionan como APC, e inician el 

proceso inflamatorio mediante la liberación de citocinas que activan a otras células, 

por lo que son de importancia clave en el inicio y regulación de las respuestas 

inmunitarias (Carrillo & Cuellar, 2013). 

 

En la actualidad se han realizado diversos estudios que han demostrado que los 

miembros del género Sargassum como S. fulvellum,  S. serratifolium, entre otras, 

poseen una amplia variedad de compuestos bioactivos que presentan propiedades 

inmunomoduladoras, incluidos fucoidanos, fucosterol y florotaninos, que son 

responsables de regular la señalización inmunitaria y la actividad antiinflamatoria (Liu, 

J et al, 2020). Por ejemplo, un estudio realizado por Fitton et al. (2015) encontró que 

los fucoidanos extraídos de algas pardas inhibieron la producción de citocinas 

proinflamatorias, como el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNF-α) y la interleucina-6 

(IL-6), en células inmunes in vitro, lo que sugiere su capacidad para modular la 

respuesta inflamatoria y Kim et al. (2017) encontró que un polisacárido sulfatado de 

algas pardas aumentaba la actividad fagocítica de los macrófagos y la proliferación 

de linfocitos en cultivos celulares, lo que sugiere su capacidad para activar la 

respuesta inmune mediante la activación de células clave del sistema inmunológico; 

sin embargo, para Sargassum buxifolium y sus efectos en el sistema inmunológico, 

es un campo que comienza a ser estudiado. 

 

El óxido nítrico en macrófagos es sintetizado en respuesta a la activación de estos al 

fenotipo M1; sin embargo, se desconocía si el extracto de SabuCh-W puede regular 

la secreción de óxido nítrico en macrófagos residentes (no activados) y activados con 
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LPS, el cual se considera un PAMP, provocando una activación del sistema 

inmunológico al simular un agente infeccioso.  

Los resultados de este trabajo demuestran que los macrófagos residentes presentan 

un mayor estado de activación que se representa en una elevada secreción de óxido 

nítrico cuando se les añade el extracto de SabuCh-W, ya que en la cuantificación de 

nitritos se puede observar un aumento progresivo conforme al tiempo en cultivo y en 

comparación con el grupo de residentes sin SabuCh-W, los cuales se mantuvieron 

estables conforme al tiempo con una mínima cantidad secretada de óxido nítrico. 

Por otro lado, los macrófagos activados con LPS que se les añadió el extracto de 

SabuCh-W presentan un mayor estado de activación, reflejado en el aumento de la 

cuantificación de nitritos conforme pasa el tiempo en comparación con los que sólo 

fueron activados, pero no se les añadió SabuCh-W, ya que estos presentan una ligera 

disminución; sin embargo, su cuantificación de nitritos demuestra que el estado de 

activación del grupo que activado con LPS, a pesar de que se considera a esta 

molécula como un potente estimulador del sistema inmune, es menor que los grupos 

del LPS + SabuCh-W y residentes + SabuCh-W.  

Una vez confirmado que el extracto de SabuCh-W tiene un efecto en macrófagos al 

regular la secreción se óxido nítrico, se procedió a evaluar la expresión del receptor 

CD16, el cual es un receptor de membrana que, al expresarse de forma elevada, se 

relaciona directamente con el estado de activación de los macrófagos. 

De esta forma, los resultados obtenidos en este trabajo de investigación, en los 

histogramas se demuestra que la expresión del receptor CD16 es mucho mayor en 

macrófagos residentes que se les añadió SabuCh-W  mostrando sus picos más altos 

en 10^5, en relación a los grupos de LPS y LPS + SabuCh-W, que se mantuvieron 

aproximadamente en 10^4. A pesar de que mostraron variaciones en el tiempo 

conforme al nivel de expresión del receptor, en general,  los resultados obtenidos son 

paralelos entre la secreción de óxido nítrico y la expresión del receptor CD16 por lo 

que se relaciona que la Fracción 6 del extracto de Sargassum buxifolium es un potente 

activador del sistema inmunológico mucho más efectivo que el LPS. 

 

De forma indirecta, estos resultados nos sugieren que el extracto de SabuCh-W 

contiene diferentes compuestos bioactivos y metabolitos que poseen propiedades 

inmunomoduladoras que son potencialmente aplicables para estimular la respuesta 

inmunitaria o controlar la actividad de las células inmunitarias y de igual forma, estos 
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compuestos también pueden afectar múltiples objetivos en los mecanismos 

inmunológico que son importantes para el sistema inmune. 

 

En general, los resultados de este trabajo son un primer paso en descubrir los efectos 

de SabuCh-W en el sistema inmunológico, ya que demuestran que la Fracción 6 del 

extracto de Sargassum buxifolium tiene propiedades inmunoreguladoras; por lo que 

se recomienda hacer estudios más profundos del extracto del SabuCh-W y su 

mecanismo de acción para poder determinar el alcance de sus efectos sobre células 

inmunitarias. 
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CONCLUSIONES 
 

Los resultados de este trabajo demuestran que el SabuCh-W provoca altos niveles 

de óxido nítrico en macrófagos residentes (no activados) en comparación con los 

activados con LPS. Esto se ve reflejado de forma paralela en el aumento de la 

expresión de CD16 en este grupo, aumentando de forma gradual a las 4, 8 y 12 hrs, 

por lo que se deduce que la Fracción 6 del extracto de Sargassum buxifolium es un 

potente activador del sistema inmunológico en un modelo de macrófagos murinos y 

esto es un primer paso para continuar con estudios para evaluar el potencialmente 

aplicable uso para estimular la respuesta inmunitaria. 

 

PERSPECTIVAS  
 

La fracción 6 del extracto de Sargassum buxifolium modula el sistema inmune al 

estimular la sobreactivación de estas células; sin embargo, se requiere profundizar en 

más estudios para confirmar los resultados obtenidos y confirmar su actividad 

inmunoreguladora. Por lo tanto, se proponen las siguientes perspectivas: 

 

• Evaluar el efecto de SabuCh-W en los grupos de estudios a través de 

marcadores de citocinas Th1 y Th2 para confirmar profundizar en el estudio de 

la acción de SabuCh-W en el sistema inmunológico. 

 

• Caracterizar y aislar los compuestos bioactivos de la Fracción 6 de Sargassum 

buxifolium para determinar las moleculas que presentan actividad 

inmunoreguladora. 

 
• Evaluar el efecto de SabuCh-W en otras células del sistema inmunológico para 

determinar el alcance de sus efectos inmunoreguladores sobre células 

inmunitarias. 
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ANEXOS 
 

• Preparación de los Reactivos de Griess. 
El reactivo de Griess se prepara mezclando una solución de sulfanilamida (2% p/v en 

5% HCl) con una solución de N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro (0,1% p/v en 5% 

de HCl). 

Para ello, se preparó inicialmente el Reactivo 1 (Sulfanilamida) realizando una 

solución de HCL al 5% al mezclar 150 ml de agua miliQ y aforarla con 7.5 ml de HCL.  

Una vez obtenida esta solución se utilizó la formula: 

%P/V=(g soluto/ml disolución) x100 

Una vez sustituidos los valores de la formula y realizado los cálculos 

correspondientes, se disolvieron 1.3 g de Sulfanilamida en los 150 ml de HCL al 5% 

y el resultado fue el Reactivo 1. 

 

Posteriormente, se preparó el Reactivo 2 (N-1-(naftil) etilendiamina dihidrocloruro) 

realizando una solución de HCL al 5% al mezclar 150 ml de agua miliQ y aforarla con 

7.5 ml de HCL.  

Una vez obtenida esta solución se utilizó la formula: 

%P/V=(g soluto/ml disolución) x100 

Con lo cual, se disolvieron 0.15 g de N-1-(naftil) etilendiamina en los 150 ml de HCL 

al 5% y el resultado fue el Reactivo 2. 

 

Para utilizar el ensayo de Griess, en oscuridad se colocaron 60 μl de la muestra a 

analizar (medio sobrenadante) en una placa de 90 pozos y se le añadieron 30 μl del 

Reactivo 1 (Sulfanilamida) dejando actuar durante 10 minutos y posteriormente se 

añadieron 30 μl del Reactivo 2 (N-1-(naftil) etilendiamina) y se dejó actuar duran 40 

minutos en un agitador de bandeja.  

Pasado ese tiempo se leyó en un Espectrofotómetro a 540 nm. 

 

Cabe destacar que ambas soluciones se prepararon en oscuridad y se almacenaron 

a 4 °C protegidas de la luz en frascos ámbar para mantenerse estables. 

 

• Preparación del Medio RPMI 1640 suplementado con SabuCh-W. 
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De la Tesis de Rubí Santiago (2012) obtuvo que la Fracción 6 fue la segunda en 

presentar mayor actividad citostática mostrada en el IC50 para la línea celular INBL a 

una dilución 1:1,194,540. 

Para ello se realizó la dilución de la F6 del extracto de SabuCh-W a la dilución antes 

mencionada en Medio RPMI 1640 al 10% de Suero Fetal Bovino (SFB) y se almacenó 

en tubos nuevos y estriles a 4 °C protegida de la luz. 
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