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1. Resumen

Desde tiempos ancestrales se han empleado las plantas, flores y frutos con fines
curativos por diversas culturas, pero hasta hace pocas décadas se comenzd a
investigar el efecto, eficacia y toxicidad de los extractos mas utilizados como
materia prima de productos que se comercializan ampliamente en el pais bajo la
etiqueta de “suplementos alimenticios” que prometen cura a diversas
enfermedades, aumento de energia y fortalecimiento del sistema inmune

principalmente.

Este es el caso del jugo de noni (Morinda citrifolia L.), al que se le han atribuido
propiedades inmuno-reguladoras entre muchas otras. Con el fin de evaluar el
efecto que el extracto acuoso de frutos de noni ejerce sobre el sistema inmunitario
se disefid un estudio en un modelo in vivo conformado por dos grupos de ratones
CD1, que se dividieron en tratados y testigos. Después de 26 y 34 dias de
administracién se aplicaron pruebas celulares y humorales como hemaglutinacion,
cuantificacion de células formadoras de anticuerpos por bazo, proteinas séricas
totales, electroforesis y ceruloplasmina; ademas, se realizé el calculo de indices
cardiaco, esplénico, renal y hepatico para determinar cambios organicos y se
cuantificaron niveles de enzimas cardiacas para determinar dafio en el corazoén.
Los resultados obtenidos sugieren que el extracto acuoso de frutos de noni genera

un efecto regulador del sistema inmune y no parece producir efectos toxicos.
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2. Introduccién

El sistema inmunoldgico es la defensa del organismo humano, que se compone de
una fraccion humoral y una celular,que puede verse afectado por varios sucesos,
como la presencia de agentes patdgenos, tratamientos médicos
inmunodepresores o enfermedades autoinmunes.

Los linfocitos son las células mas importantes del sistema inmunitario y sus niveles
pueden medirse para determinar la eficiencia del sistema inmune de algun
organismo y asi generar inferencias sobre los factores que interfieren en su
desemperio.

Se han reportado indicios de que es posible regular y mejorar la funciéon del
sistema inmune consumiendo diferentes tipos de alimentos de origen vegetal, por
ejemplo el jugo de frutos de noni (Morinda citifolia L.), del que se presumen
propiedades inmuno-potenciadoras hasta el punto de ser considerado un

anticancerigeno natural en algunas regiones de Asia.

A pesar del amplio consumo de este suplemento alimenticio en la poblacion
mexicana, hasta el momento no se han disenado estudios que demuestren el
efecto que este fruto ejerce sobre el sistema inmune en modelos in vivo.

Con el objeto de evaluar el efecto inmuno-regulador de este fruto se preparé un
extracto acuoso que se administré a un grupo de ratones CD1 y se determinaron

ciertos marcadores humorales y celulares como conteo de células formadoras de
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anticuerpos por bazo utilizando la técnica de Jerne, hemaglutinacion,
ceruloplasmina, proteinas totales, electroforesis, enzimas cardiacas y calculo de

indices organicos.

3. Marco teodrico

3.1 Conceptos de inmunologia

La inmunologia estudia los mecanismos mediante los cuales el cuerpo se defiende
de agentes infecciosos y otras sustancias extrafias en su ambiente; cubre muchas
lineas de defensa, incluso las barreras fisicas como piel, sustancias quimicas
protectoras en la sangre y liquidos tisulares, y las reacciones del organismo propio
hacia la lesion o infeccién. Las células y moléculas actuan en conjunto en una red
dinamica denominada sistema inmunitario.’-3

El sistema inmunitario surgié por evolucion para proteger a los organismos
multicelulares de los agentes patdégenos generando una enorme variedad de
células y moléculas capaces de reconocer y eliminar de manera especifica a cada
uno de los invasores.

Ademas, esta capacitado para reconocer células propias alteradas que pueden
desembocar en cancer. Tipicamente, el reconocimiento de un agente patégeno
por el sistema inmunitario activa una reaccion efectora, que suprime o neutraliza al

invasor por medio de células especializadas llamadas anticuerpos. 24

3.1.1 Anticuerpo
Son las proteinas que se unen a un antigeno, se encuentran en la membrana de
las células B y los secretan las células plasmaticas. El anticuerpo unido a la

membrana confiere especificidad antigénica en las células B, la proliferacién de
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clonas de células B especificas de antigeno se activa por la interaccién del
anticuerpo de membrana con antigeno. Los anticuerpos secretados circulan en la
sangre, en donde sirven como los efectores de la inmunidad humoral; alli buscan
y neutralizan antigenos o los marcan para su eliminacion.

Por lo regular, el sistema inmunitario responde al liberar anticuerpos contra varios
epitopos en el antigeno, ésta reaccion requiere la incorporacién de varias clonas
de células B; sus secreciones son anticuerpos monoclonales, cada uno de los
cuales une de forma especifica un determinante antigénico aislado. En conjunto,
estos anticuerpos monoclonales constituyen la respuesta sérica de anticuerpo
policlonal y heterogénea a un antigeno inmunizante.

Las moléculas de anticuerpo tienen una estructura comun de cuatro cadenas
peptidicas, esta estructura se integra con dos cadenas ligeras (L) idénticas y
polipeptidicas, con un peso molecular aproximado de 25 000, y dos cadenas
pesadas (H), también idénticas y peptidicas aunque mas grandes, con peso
molecular de 50 000 o mayor. Al igual que las moléculas de anticuerpo que
constituyen, las cadenas H y L también se llaman inmunoglobulinas. Cada cadena
ligera esta unida a una cadena pesada por un enlace disulfuro y por interacciones
no covalentes, como uniones de sal y enlaces de hidrégeno e hidréfobos, para
formar un heterodimero (H-L). Las dos combinaciones idénticas de cadena pesada
y ligera (H-L) estan unidas entre si por interacciones no covalentes similares y por
puentes disulfuro para formar la estructura de anticuerpo basica de cuatro
cadenas (H-L)2, un dimero de dimeros.

Alrededor de los 110 primeros aminoacidos de la region terminal de una cadena
ligera o pesada varian de modo considerable entre anticuerpos de distinta
especificidad. Estos segmentos de secuencia muy variable se conocen como
regiones V: VL en las cadenas ligeras y VH en las pesadas. Todas las diferencias
de especificidad que poseen los distintos anticuerpos pueden seguirse hasta
variaciones en las secuencias de aminoacidos de las regiones V llamadas
regiones determinantes o complementarias (CDR); estas CDR, sea en la cadena
ligera o en la pesada, son las que constituyen los sitios de unién de antigenos de

la molécula de anticuerpo, las regiones de secuencias relativamente constante
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mas alla de las regiones variables se han designado regiones C: CL en la cadena
ligera y Ch en la pesada. Los anticuerpos son glucoproteinas con pocas
excepciones, los sitios de fijacion de carbohidratos estan restringidos a la regiéon
constante.

En la parte constante de las proteinas se encuentran cinco patrones de secuencia
basicos, que corresponden a cinco diferentes regiones constantes de cadena
pesada (C) (mu, delta, gamma, épsilon y alfa). Cada una de estas cinco distintas
cadenas se conoce como isotipo, la longitud de las regiones constantes es de
unos 330 aminoacidos para delta, gamma y alfa y de 440 aminoacidos para mu y
épsilon, las cadenas pesadas de una molécula de anticuerpo particular determinan
la clase de ese anticuerpo: IgM (mu), IgG (gamma), IgA (alfa), IgD (delta) o IgE
(épsilon).

La estructura de la molécula de inmunoglobulina la determinan las organizaciones

primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. 34
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Figura 1. Estructura de los diferentes tipos de anticuerpos.®

3.1.2 Antigeno

Tradicionalmente, un antigeno se ha definido como todo aquel material, propio o
extrafo, soluble o particulado, que es capaz de despertar una respuesta
inmunitaria en un individuo inmunoldégicamente competente, el antigeno debe ser

capaz de interaccionar especificamente con los productos (anticuerpos y/o
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linfocitos sensibilizados) de la respuesta engendrada. Aquellos antigenos que en
determinadas condiciones referentes a la especie animal, a la dosis del antigeno y
a la via de su administracion, son capaces de inducir respuestas inmunitarias, se

describen como inmunégenos.® 5-7

3.1.3 Determinantes antigénicos

La inoculacion de un antigeno en un animal provoca a éste la produccién de
anticuerpos. El analisis molecular de los anticuerpos producidos demuestra que no
se trata de un solo tipo de anticuerpo sino de muchos, todos aquellos capaces de
reaccionar con el antigeno usado en la inmunizacién. El numero de moléculas
diferentes de anticuerpo producido serd mayor mientras mas grande sea la
complejidad del inmunoégeno empleado, es decir, la variedad de anticuerpos
obtenidos al inyectar un microorganismo es mas grande que la variedad de los

anticuerpos producidos contra una sola molécula extraiia.t-8

3.2 Tipos de inmunidad

La inmunidad innata (o natural) se refiere a todas las medidas de resistencia
congénitas que se activan y operan desde la primera vez que el cuerpo se
enfrenta a un patdégeno (cualquier microorganismo capaz de causar dafio a tejidos
o enfermedades); este tipo de inmunidad no requiere de un encuentro o
exposicion previa a tal agente, ni tampoco se modifica significativamente con
exposiciones repetidas al patdgeno durante toda la vida de un individuo.

La inmunidad adquirida se refiere a la resistencia del cuerpo que en el primer
contacto con un patégeno es débil o ausente, pero que se incrementa
sustancialmente con las exposiciones subsecuentes al mismo patégeno
especifico.

Ambos sistemas inmunes se componen de numerosos elementos que tienen la
capacidad de llevar a cabo diferentes funciones protectoras. Algunos de estos
elementos son células especializadas que tienen la habilidad para reconocer,
secuestrar y eliminar varios tipos de microorganismos o sustancias dafinas; las

defensas suministradas por tales células se conocen como inmunidad mediada
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por células o inmunidad celular. El resto de los componentes son macromoléculas
solubles (generalmente proteinas) que circulan en la sangre y en el liquido
extracelular, haciendo a estos fluidos inhdspitos para los organismos invasores
extrafios, aun en ausencia de todos los tipos de células defensoras; las defensas
de este tipo, libres de células, se denominan inmunidad humoral. Generalmente

ambos tipos de inmunidad actdan de manera coordinada y sinérgica.’

3.3 Células del sistema inmunitario

Los linfocitos que portan receptores de antigeno son las células centrales de la
inmunidad adaptativa y son las responsables de sus propiedades caracteristicas
de diversidad, especificidad y memoria. Si bien los linfocitos son importantes, otros
tipos de glébulos blancos también tienen funciones esenciales en inmunidad
adaptativa, presentacion de antigenos, secrecion de citocinas y fagocitosis y
destruccion de microorganismos. Ademas, el sistema inmunitario innato, que
comparte muchas células con el adaptativo, realiza un indispensable papel de
colaboracion para inducir respuestas adaptativas. El complemento se sintetiza
principalmente en el higado, aunque los fagocitos mononucleares sintetizan
pequefias cantidades del mismo. Cada célula sintetiza y secreta solamente un
conjunto determinado de citosinas o mediadores de la inflamacién, ademas
existen dos tipos de células dendriticas que tienen importancia para la

presentacion de antigenos a los linfocitos." 2
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Figura 2. Principales células del sistema inmune. '

3.3.1 Células linfoides

Los linfocitos son uno de los muchos tipos de globulos blancos que se producen
en la médula 6sea por el proceso de hematopoyesis, constituyen 20 a 40% de los
glébulos blancos delcuerpo y 99% de las células de la linfa; hay alrededor de un
billon de linfocitos en el cuerpo humano, que salen de la médula ésea, circulan
continuamente en la sangre y la linfa y son capaces de migrar hacia espacios
tisulares y organos linfoides, por lo que constituyen un puente entre distintas
partes del sistema inmunitario.

Las células asesinas naturales (células NK) son linfocitos granulares grandes
que forman parte del sistema inmunitario innato y no expresan el grupo de
marcadores de superficie caracteristico de las células B o T. Los linfocitos By T
que no han interactuado con antigeno (a los que se denomina virgenes, inocentes
0 no cebados) son células pequenas moviles no fagociticas que no es posible
diferenciar entre si a nivel morfolégico. En su estado inactivo, permanecen en la
fase de reposo (Go) del ciclo celular. Dichas células, que se llaman asimismo
linfocitos pequenos, solo tienen alrededor de 6 ym de diametro; su citoplasma
forma anillos apenas discernibles alrededor del nucleo. En condiciones
apropiadas, la interaccion de los linfocitos pequefios con antigeno induce a estas
células a avanzar en el ciclo celular de Go a la fase de crecimiento (G1) y mas

adelante a S (replicacion de ADN), Gz(segunda fase de crecimientocelular) y M

10
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(divisién celular). A medida que experimentan el ciclo celular, los linfocitos crecen
hasta convertirse en células de 15 ym de diametro llamadas linfoblastos; éstos
muestran una relacién citoplasma:nucleo mas alta y mayor complejidad de
organelos que los linfocitos pequefos. Los linfoblastos proliferan y al final se

diferencian en células efectoras o bien en células de memoria.2*

3.3.1.1 Linfocitos B

Cuando los linfocitos B han madurado dentro de la médula ésea y la abandonan,
cada uno expresa un receptor de union de antigeno unico en su membrana. Los
extremos aminoterminales de los pares de cadena pesada y ligera forman una
hendidura dentro de la cual se unen los antigenos.

Cuando una célula B virgen (la célula que no ha encontrado antes algun antigeno)
halla por primera vez el antigeno que corresponde a su anticuerpo unido a la
membrana, la union del antigeno al anticuerpo da lugar a que la célula se divida
con rapidez y su progenie se diferencie en células B de memoria y células
Befectoras llamadas células plasmaticas. Las células B de memoria tienen un
periodo de vida mas prolongado que las células virgenes y expresan el mismo
anticuerpo unido a membrana que su célula B original. Las células plasmaticas
producen el anticuerpo en una forma que puede secretarse y no tienen anticuerpo
unido a membrana, o muy poco, se estima que una célula plasmatica aislada
puede liberar mas de 2000 moléculas de anticuerpos por segundo y los
anticuerpos secretados son las principales moléculas efectoras de la inmunidad

humoral.3 8

3.3.1.2 Linfocitos T

A diferencia de las células B, que maduran dentro de la médula dsea, las células T
migran a la glandula timo para madurar, durante la maduracion dentro del timo, la
célula T comienza a expresar en su membrana una molécula de union de antigeno
unica, la denominada receptora de la célula T. Al contrario de los anticuerpos
unidos a membrana en las células B, que pueden reconocer antigenos aislados,

los receptores de la célula T unicamente pueden identificar antigenos unidos a

11



Sara Elizabeth Gonzalez Garcia.Evaluacién del efecto inmuno-regulador del extracto acuoso del fruto noni
(Morinda citrifolia L.) en ratones CD1.

proteinas de membrana celular llamadas moléculas del complejo de mayor
histocompatibilidad (MHC). Las moléculas del MHC que actuan en este fendmeno
de reconocimiento, que se conoce como “presentacion de antigenos”, son
glucoproteinas polimoérficas que se encuentran en las membranas celulares.
Existen dos tipos principales de moléculas de MHC: moléculas del MHC clase |,
que expresan casi todas las células nucleadas de las especies de vertebrados y
que poseen una cadena pesada unida a una proteina invariable pequefia llamada
microglobulina beta y moléculas del MHC clase I, integradas por una cadena de
glucoproteina alfa y una beta, que sélo las expresan las células presentadoras de
antigeno. Cuando una célula T virgen encuentra antigeno combinado con una
molécula de MHC en una célula, la célula T prolifera y se diferencia en célula T de

memoria y varias células T efectoras.

Figura 3. Representacion de la accion de linfocitos.®

Existen dos subpoblaciones de células T bien definidas: células T colaboradoras
(TH) y células T citotoéxicas (Tc). Estos tipos de células pueden diferenciarse entre
si por la presencia de glucoproteinas de membrana CD4 o CD8 en su superficie.
Las células T que muestran CD4 suelen funcionar como células TH, en tanto que
las que evidencian CD8 lo hacen casi siempre como células Tc.

Una vez que la célula Tu reconoce un complejo de antigeno y molécula de MHC

clase Il e interactua con él, se activa la célula —se convierte en una célula efectora

12
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que secreta varios factores de crecimiento conocidos en conjunto como citocinas.
Las citocinas secretadas tienen una funcién importante en la activacion de células
B, células Tc, macrofagos y varios tipos celulares mas que intervienen en la
reaccion inmunitaria. Las diferencias en el patron de citocinas producidas por
células Tw activadas tienen como resultado tipos de respuesta inmunitaria
diferentes.

Bajo la influencia de citosinas derivadas de Tw, una célula Tc que reconoce un
complejo de antigeno y molécula de MHC clase | prolifera y se diferencia hacia
una célula efectora llamada linfocito T citotoxico (CTL). En contraste con la célula
Tc, el CTL no suele secretar muchas citocinas y, por el contrario, muestra una
actividad destructora de células o citotéxica. EI CTL tiene una funcién vital en la
vigilancia de las células del cuerpo y la eliminacion de cualquiera que muestre
antigeno, como las células infectadas por virus, las células tumorales y las células
de un injerto de tejido extrafio. Las células que muestran antigeno extrafio en
complejo con una molécula de MHC clase | se denominan células propias

alteradas y son blancos de los linfocitos T citotdxicos.? #

Durante la respuesta de fase aguda, el higado incrementa temporalmente la
sintesis de mas de 30 proteinas séricas diferentes, a menudo llamadas proteinas
de fase aguda. Muchas de éstas como los factores del complemento C3, factor B,
MBL, LBP, proteina C reactiva y la proteina P sérica, participan en la defensa
antimicrobiana; otras proteinas son los factores de la coagulacion, como el
fibrinégeno, el factor estimulante de colonias de granulocitos, antioxidantes, asi
como proteinas séricas de union a metales que secuestran hierro, zinc y cobre, de
manera que los microorganismos invasores no pueden disponer de estos
nutrientes esenciales para sus funciones.

La respuesta de fase aguda tiene lugar cuando los hepatocitos se exponen a
citosinas particulares, en especial, interleucinas liberadas localmente o hacia la
circulacion sanguinea por otras células huésped. Uno de los inductores mas
potentes de estas citosinas, en coordinacion con mecanismos nerviosos originan

fiebre, somnolencia, pérdida del apetito, etc.?-4

13
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El bazo es un 6rgano linfoide secundario, un ganglio capaz de drenar antigenos de
la sangre. Formado por dos fracciones que se han denominado pulpa roja y pulpa
blanca. La pulpa roja participa en la destruccion de eritrocitos deteriorados y en la
mielopoyesis de eritrocitos, granulocitos y plaquetas. Por otra parte, la pulpa
blanca constituye el tejido linfoide que participa en la generacion de respuestas
inmunes frente a antigenos llegados hasta él por via sanguinea, en el bazo se
encuentran todos los tipos celulares necesarios para generar respuestas inmunes
celulares y humorales (linfocitos T, linfocitos B, células Natural Killer, macréfagos,
etc.) ademas del entramado histico necesarios para su correcta interaccion mutua.
Los linfocitos T y B también se activan y proliferan cuando se incuban con
anticuerpos dirigidos contra ciertas moléculas presentes en su membrana. Los
anticuerpos anti-TCR por ejemplo, estimulan la proliferacion de las células T,
mientras que los anticuerpos anti-BCR estimulan la proliferaciéon de los linfocitos B.
La agregacion, por entrecruzamiento, de los receptores para antigeno es la sefal

que inicia la activacion y proliferacion de estas células.® 1% 11

La determinacion cuantitativa de los niveles de cada inmunoglobulina por
inmunodifusion radial es quiza la medida mas sencilla de la actividad de las
células B, el método clasico consiste en medir la cantidad de Ig sintetizada y
secretada por las células linfoides presentes en la sangre periférica al cabo de 6 o
7 dias de estimulacion el cultivo. La técnica mas utilizada para determinar la
presencia de células productoras de anticuerpos es la hemdlisis localizada en gel,
descrita inicialmente por Jerne, donde se observa principalmente IgM. También es
posible obtener una medida de la potencia de la respuesta del sistema inmunitario
ante un estimulo cuantificando el numero de anticuerpos mediante la técnica de
hemaglutinacion, y determinando cantidades de proteinas séricas e inmuno-
proteinas mediante electroforesis.

A continuacion se mencionan los fundamentos de algunas técnicas que permiten
determinar el perfil inmunitario, ademas se explican pruebas como calculo de

indices esplénico, renal, hepatico y cardiaco que, junto con la cuantificacion de
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enzimas del corazén proporcionan algun indicio de toxicidad o dafo organico de

los organismos en experimentacion.

3.4 Cuantificaciéon de células productoras de anticuerpos (Técnica de Jerne)

La técnica mas utilizada para determinar la presencia de células productoras de
anticuerpos es la hemdlisis localizada en gel, descrita inicialmente por Jerne,
donde se observa principalmente IgM. Se utiliza para visualizar las células
productoras de anticuerpo y para cuantificarlas. Tomando en cuenta el numero de
placas liticas, el numero de células usadas en el ensayo y el numero total de
células en el bazo, se puede tener una idea muy aproximada del numero de

células productoras de anticuerpo en el bazo entero.

Figura 4. Deteccion de células productoras de anticuerpo segun la técnica de Jerne

clasica.’®

La técnica de Jerne detecta principalmente células productoras de anticuerpos de
la clase IgM (técnica directa), y se requiere de una incubacion previa a la adicion
de complemento, con un antisuero (de conejo, por ejemplo) contra
inmunoglobulinas de raton, para detectar las células productoras de anticuerpos

de la clase IgG (técnica indirecta). 2 13

3.5 Reaccién de hemaglutinacion
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La interaccion entre el anticuerpo y un antigeno particulado resulta en un
agrupamiento visible llamado aglutinacion. Los anticuerpos que producen estas
reacciones se denominan aglutininas. Las reacciones de aglutinacion son
similares en principio a las reacciones de precipitacion; dependen del enlace
cruzado de antigenos polivalentes. Del mismo modo que en un exceso de
anticuerpo inhibe las reacciones de precipitacidon este exceso también puede
inhibir las reacciones de aglutinacion; tal inhibicion se denomina efecto prozona.
Ya que los efectos prozona pueden encontrarse en muchos tipos de
inmunoensayos, comprender la base de este fendmeno tiene importancia general.
Diversos mecanismos pueden causar el efecto prozona. Primero, a
concentraciones altas de anticuerpo, el numero de sitios de unién de anticuerpo
puede exceder en grado considerable el de epitopos. Como resultado, casi todos
los anticuerpos se unen a antigeno solo de manera univalente en lugar de
multivalente.

Los anticuerpos que se unen de manera univalente no pueden enlazar en forma
cruzada un antigeno con otro. Los efectos prozona se diagnostican con facilidad al
valorar una diversidad de concentraciones de anticuerpo (o antigeno); conformese
diluye a una concentracién optima de anticuerpo, se observan valores mas altos
de aglutinacion o cualquier parametro que se mida en la valoracion que se utilice,
el efecto prozona también puede ocurrir por otra razén cuando se emplean
anticuerpos policlonales. Es posible que el antisuero contenga concentraciones
altas de anticuerpo que se unen a antigeno pero no inducen aglutinacion; estos
anticuerpos, llamados anticuerpos incompletos, a menudo son de la clase IgG. A
concentraciones altas de IgG, los anticuerpos incompletos pueden ocupar la
mayor parte de los sitios antigénicos y bloquear asi el acceso de la IgM, que es
una buena aglutinina. Este efecto no se presenta con anticuerpos monoclonales
aglutinantes.

La sensibilidad y la sencillez de las reacciones de aglutinacién pueden extenderse
a antigenos solubles con la técnica de hemaglutinacién pasiva. En este método se
preparan globulos rojos cubiertos con antigeno mediante la mezcla de un antigeno

soluble con los eritrocitos que se trataron con acido tanico o cloruro de cromo,
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porque ambas sustancias promueven la adsorcién del antigeno a la superficie de
las células. El suero que contiene anticuerpo se diluye de manera seriada en fosos
de una placa de microtitulos y luego se afiaden globulos rojos recubiertos con
antigeno a cada foso; la aglutinacion se valora por el tamafo del patron de
diseminacion caracteristico de los glébulos rojos aglutinados en el fondo del foso,

igual que el patron que se observa en las reacciones de aglutinacién.? 12 14

Figura 5. Reaccion de hemaglutinacion pasiva.?

3.6 Ceruloplasmina

La ceruloplasmina (Cp) se sintetiza principalmente en higado como una cadena
polipeptidica simple y se secreta como una a 2-glicoproteina a nivel plasmatico,
pertenece a la familia de las multicuprooxidasas, estas enzimas constituyen un
grupo de proteinas evolutivamente conservado, se caracterizan desde el punto de
vista estructural por presentar tres tipos de sitios de uniéon para el cobre con
caracteristicas espectroscopicas diferentes y, desde el punto de vista funcional,
por catalizar la reduccion de una molécula de oxigeno con formacién de una de
agua, sin la liberacién de intermediarios potencialmente toxicos (027, H202); su
actividad oxidasa es inespecifica y participa en reacciones de oxidacion de
diversos sustratos organicos e inorganicos in vitro, como por ejemplo: Fe?*,
bencidina, p-fenilendiamina, N,N’- dimetilfenilendiamina y otros, sin embargo, solo
el i6n Fe?* se considera un sustrato bioldgico para esta enzima. El higado es la
mayor fuente de Cp sérica y un aumento en el pool hepatico de cobre resulta en
un aumento sostenido en la concentracion de Cp, mientras que en el suero de
individuos que presentan deficiencia nutricional de este oligoelemento, se observa

una disminucion en la concentracion de Cp circulante.
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La ceruloplasmina es una proteina de color azul debido a su contenido de cobre y
transporta el 90% de este metal presente en el plasma, con un peso de 132 kDa,
punto isoeléctrico de 4.4, movilidad electroforética de 4.6; clasificada dentro de las
proteinas de cinética de evolucion lenta, ya que aumenta su concentracion en un
50% sobre su nivel basal, alcanzando un pico detectable de 3-4 dias, con una vida
media de entre 3-6 dias y retornando a la normalidad de 10 a 15 dias; se sabe que
la ceruloplasmina juega un papel de ferroxidasa que ayuda en la importacion y
exportacion del hierro a través de la membrana celular, catalizando la conversion
de hierro ferroso (Fe*?) a su forma férrica (Fe *3).
Las funciones fisiologicas de la ceruloplasmina incluyen:

e Transporte de cobre.

e Coagulacion.

e Angiogénesis.

e Ayuda en el estrés oxidativo por captacion de radicales superoxidos y

secuestro de iones libres de cobre.
e Oxidacion de lipoproteinas de baja densidad.
e Homeostasis de hierro como ferroxidasa, catalizando la conversion de Fe*?

toxico en Fe*™ no toxico.

Figura 6. Papel de la ceruloplasmina como plasmaferroxidasa'’
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La Cp es una proteina multifuncional; la funcion que la misma cumpla dependera
de los cambios en las condiciones fisiologicas y patoldgicas presentes en el
organismo frente a una situacién determinada, aunque su aumento después de
procesos inflamatorios y traumaticos se us6 para clasificarla como proteina de
fase aguda, su funcion fisiolégica puede ser amplia y variada, ademas de
participar en la homeostasis del hierro, se le reconocen propiedades antioxidantes
contra la peroxidacion lipidica y oxidantes frente a varias aminas; en circulacion, la
proteina se encuentra como apoceruloplasmina y holoceruloplasmina, la primera
de estas formas corresponde a la enzima sin actividad, mientras que la segunda
corresponde a la enzima activa, la incorporacién de cobre en su estructura
proteica promueve un cambio conformacional esencial desde la forma apo hacia la
de holoenzima, la apoceruloplasmina contribuye aproximadamente en un 10% a la
concentracion proteica total de Cp en adultos presumiblemente sanos; esta
proteina es abundante en suero pero no en la barrera hematoencefalica por lo
que no es posible su deteccion directamente en el SNC, al haber gran cantidad de
Fe*? se incrementa el dafio secundario y una disminucion de la funcionalidad,
originando una neurodegeneracion; se ha encontrado que los niveles de Cp sérica
y la actividad del cobre se incrementan en enfermedades autoinmunes o en las de
dafo celular, el transporte de cobre en los conductos biliares es interrumpido por
el colapso de estos y por tanto el cobre se acumula en el higado, asi es probable
que los niveles de Cp aumenten para metabolizar los acumulos de cobre en el
higado, sin embargo, los niveles de Cp en suero no son significativos para
diagnosticar enfermedades autoinmunes, pero si en cicatrizacion del higado por

ejemplo cuando se encuentra dafiado por factores fisicos, quimicos o bioldgicos.'®
19

3.7 Peroxidacioén lipidica

La peroxidacion lipidica es un proceso que se relaciona con la formacion de
radicales libres reactivos e inestables, mediante reacciones en cadena que causan
la degradacion de lipidos, en particular su accion es a nivel de la membrana

celular; los peroxidos lipidicos alteran la estructura primaria de moléculas
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endbégenas por medio del entrecruzamiento y fragmentacion de moléculas, este
proceso se relaciona con diversas alteraciones patolégicas como la inflamacion,
toxicidad hepatica, trastornos vasculares y envejecimiento y es catalizada por
enzimas o por mecanismos no enzimaticos (radiaciones, catalizados por metales).
Todas las células estan rodeadas por una membrana celular que las separa del
medio extracelular; la membrana celular contiene enzimas, canales, receptores y
antigenos que juegan papeles vitales en la interaccion de la célula con otras
células, hormonas y otros agentes reguladores del liquido extracelular, la
estructura basica de todas las membranas biologicas es la bicapa lipidica, la que
funciona como una barrera de permeabilidad selectiva, éstas son ricas en acidos
grasos poliinsaturados (PUFAspssei) y por lo tanto vulnerables al ataque de
radicales libres. De particular importancia son las reacciones mediadas por
radicales libres que traen como consecuencia la peroxidacion lipidica, esta es
generalmente inducida por un radical hidroxilo (HO--) que sustrae un hidrégeno a
la cadena lateral de un acido graso formando un radical carbonado (Re), este
ultimo reacciona con oxigeno para formar peroxidos ciclicos y radicales
hidroperoxidos (ROQOe<) que propagan esta reaccion en cadena; se forman
igualmente radicales alcoxilicoslipofilicos (ROe); la peroxidacion lipidica puede
seqguir propagandose en presencia de metales de transicion (Me n+) existentes en

el plasma, los que son catalizadores oxidativos. '°

Figura 7. Representacion de las reacciones de peroxidacion Lipidica. 1° 1°

3.8 Proteinas totales y electroforesis
Tras un dafio tisular (traumatico, infeccioso, inflamatorio, etc.), el organismo lleva a

cabo una serie de complejas reacciones que son:
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e Aislar e inactivar el agente causal.

e Prevenir dafio tisular.

e Activar los mecanismos de reparacion necesarios para retornar a la

normalidad.

El proceso llamado inflamacion y las reacciones inmediatas que se llevan a cabo
tras el dano tisular constituyen la respuesta de la fase aguda, que es
desencadenada por la accion de varias citocinas sobre el SNC, las principales son
la IL-1, IL-6 y TNF; estas citocinas son liberadas a partir del foco de inflamacién y
su concentracion aumenta en el plasma, estos eventos provocan cambios en la
sintesis de proteinas de fase aguda que aumentan en su nivel plasmatico durante
la inflamacion; la sintesis de estas proteinas se lleva acabo principalmente en el
higado, ya que los hepatocitos incrementan la biosintesis de estas proteinas
incrementando consecuentemente su concentracion, por lo que son llamados
reactantes positivos de fase aguda y a su vez los hepatocitos disminuyen la
sintesis de otras proteinas llamadas reactantes negativos de fase aguda; entre las
proteinas de fase aguda que son reactantes positivos tenemos la globulina alfa,
que se dividen en los grupos a 1 y a 2. Dentro de las globulinas a 2 encontramos
la ceruloplasmina, su sintesis es inducida por la accion de IL-6, por lo que es
llamada proteina de fase aguda tipo 2.
Las proteinas son separadas en la electroforesis de zona casi exclusivamente
sobre la base de su carga eléctrica superficial. El medio de sostén es en teoria
inerte y no impide ni estimula el flujo de las moléculas en el campo eléctrico.
Generalmente se utiliza tiras de acetato de celulosa; éstas tienen la ventaja de
presentar mayor rapidez en la migracion electroforética. De manera adicional el
acetato de celulosa es transparente, pueden aplicarse microcantidades de
proteinas y es adaptable a los procedimientos histoquimicos de tincion. En la
técnica las muestras son colocadas en el origen y separadas por electroforesis
durante 45 a 90 minutos, empleando soluciones amortiguadoras alcalinas.
Entonces se tifien las tiras para la busqueda de proteinas y se separan en un
densitometro. En el densitdmetro la tira tefiida se pasa se pasa a través de un haz

de luz. La absorcion es variable debida a las concentraciones proteicas diferentes
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y es descubierta por una celdilla fotoeléctrica, luego, reproducida por un
registrador analogo como un trazo. La separacion convierte la configuracion de la
banda proteica en picos y permite la determinacion cuantitativa de los principales
picos. El suero humano normal es separado en 5 principales bandas
electroforéticas por este método, la albumina, as-globulina, az-globulina, B-
globulina y y-globulina, en cambio, para ratones sélo se muestran tipicamente
cuatro bandas: albimina, alfa, beta y gamma globulinas. 2% 21

La albumina sérica constituye la mas abundante de las proteinas séricas, sin
embargo, casi el 60% del total de la albumina se localiza fisiolégicamente en el
espacio extravascular, se le ha asignado un papel como “reserva” de aminoacidos
y desde luego destaca su participacion en el trasporte de numerosas moléculas,
iones e incluso drogas: acidos grasos, hormonas, metales, calcio, bilirrubina,
triptéfano, etc.

La disminucion en la concentracidén sérica de albumina o hipoalbuminemia es un
dato de alteracion notable en el metabolismo de proteinas. La hipoalbuminemia
puede tener como origen una menor sintesis de la proteina o un aumento en su

eliminacion.?!

Figura 8. Placa de electroforesis en acetato de celulosa coloreada con rojo de Ponceau
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Dado que se ha adjudicado de forma empirica al fruto maduro de noni un efecto
sobre el sistema cardiovascular, es importante determinar algunos marcadores
que proveen informacion tanto de cambios estructurales como de dano en el
corazén, higado o rifién, a continuacién se explica el fundamento de estos

indicadores.

3.9 Biomarcadores de dafo organico
Un biomarcador es una prueba clinica de laboratorio que es util para detectar la
disfuncién de un dérgano. Los marcadores cardiacos se utilizan para detectar
enfermedades cardiacas que pueden ser:
a) Sindrome coronario agudo resultante se un isquemia miocardica
b) Falla cardiaca congestiva debido a disfuncién ventricular
Los diferentes marcadores se usan para:
I. Detectar isquemia miocardica tempranamente
[I.  Monitorear la progresion de la condicion

lll.  Predecir el riesgo de disfuncion cardiaca

Creatincinasa (CK)

Los niveles de creatincinasa son utilizados para el diagnéstico y tratamiento del
infarto al miocardio o enfermedades del musculo esquelético como distrofia
muscular del tipo Duchene.

La creatincinasa es una enzima dimérica compuesta por dos subunidades:
subunidad B (cerebro) y subunidad M (musculo). Como la forma activa es un
dimero, sélo pueden existir tres diferentes parejas de subunidades: BB, MB y MM.
El corazén es el unico tejido que contiene cantidades significativas de CK-MB vy su
medida es considerada un indicador especifico de dafo del musculo cardiaco y

por lo tanto es usado para el diagndstico y monitoreo de infarto cardiaco.

Lactato deshidrogenasa (LDH-P)
La actividad de la lactato deshidrogenas esta presente en todas las células del

organismo y se presentan en el citoplasma de las células presentando una
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concentracion maxima en el musculo esquelético, el higado, el corazén, el rifidén y
los glébulos rojos.

Un aumento de la actividad de la LDH se produce en las enfermedades hepaticas
tales como la hepatitis viral aguda, la cirrosis y el carcinoma metastasico, las
enfermedades cardiacas tales como infarto al miocardio y tumores de pulmén o
rinonN.

Dado que la LDH no es una enzima especifica de tejido, la determinacién de sus

isoenzimas resulta importante para el diagnostico diferencial.?®- 25

Se han encontrado vestigios en zonas arqueoldgicas de los continentes asiatico y
americano que demuestran que la herbolaria es una ciencia que se ha practicado
en América desde hace 3000 o 4000 afos y en Asia desde hace un poco mas, en
estos territorios se encuentra la mayor diversidad tanto animal como vegetal de
todo el planeta, por esta razon no es raro encontrar millones de remedios

naturales basados principalmente en plantas.?®

3.10 Herbolaria en México

La curacion con hierbas es una practica muy expandida en México, dada la gran
variedad de flora en el pais, se han desarrollado remedios tradicionales para el
tratamiento de los sintomas que se presentan en las enfermedades mas comunes
por ejemplo la tos, el dolor abdominal o la inflamacion.?” Existen plantas que son
conocidas en toda la republica por sus propiedades curativas, como el té de tila
para calmar los nervios, la manzanilla para el dolor abdominal o algunas otras
infusiones de plantas. Pero también se han importado varias plantas de otros
lugares del mundo, por ejemplo el Ginkgo biloba o el Ginsengque presuntamente
favorecen la longevidad o son poderosos antioxidantes.

Con el aumento de la prevalencia en la poblacion mexicana de enfermedades
autoinmunes como el cancery la comercializacién en auge de productos milagro
como “el jugo de noni” se hace necesario comprobar la eficacia e inocuidad de
este tipo de suplementos alimenticios que prometen proteccion contra diversas

enfermedades de muy variadas etiologias. 228
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3.10.1 Descripcién de la planta: Morinda citrifolia L.

El noni es el nombre Hawaiano que recibe la fruta de Morinda citrifolia L.
(Rubiaceae). El noni es originario de la region comprendida desde el sureste
asiatico hasta Australia y se cultiva en Polinesia, India, el Caribe, México, América
Central y la parte sur de Ameérica del Sur. Los polinesios han usado durante mas
de 2000 afos la planta de noni con propdsitos alimenticios y medicinales. En la
farmacopea tradicional, la fruta es recomendada para prevenir y curar diversas
enfermedades; principalmente se usa para estimular el sistema inmune y de esa
forma combatir bacterias, virus, parasitos e infecciones fungicas, asi como para
prevenir la formaciéon y proliferacion de tumores, incluyendo algunos de tipo
maligno. El fruto del noni se consume principalmente en forma de jugo, aunque
también se pueden utilizar las hojas, flores, corteza y raiz de la planta.

En México el principal estado productor de noni es Nayarit, con una superficie de
28 hectareas y una produccion de 204 toneladas.?% 30. 31

El género Morinda (Rubiaceae), que incluye la especie de Morinda citrifolia L., esta
formado por alrededor de 80 especies. Morinda citrifolia L. es un arbusto o arbol
pequefio, de 3 a 10 m de altura, con abundantes hojas anchas elipticas (5-17 cm
de largo, 10 a 40 cm de ancho). Sus flores aromaticas estan dispuestas en
cabezuelas globosas, con el caliz truncado y la corola tubular de color blanco. El
fruto de noni (3-10 cm largo, 3-6 cm de ancho) es oval, su color varia de verde a
amarillo hasta casi blanco al momento de su recoleccién, con una cascara cubierta
de pequenas protuberancias, cada una de las cuales contiene una semilla. El fruto
maduro despide un fuerte olor a rancio semejante al del acido butirico; la pulpa es
jugosa y amarga, de color amarillo opaco o blanco y aspecto gelatinoso,
presentando numerosas cavidades triangulares de color marrén rojizo los cuales

contienen cuatro semillas. 3233
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Figura 9. Frutos maduros de Morinda citrifolia L.?°

4. Planteamiento del problema

La curacion con hierbas es una practica muy expandida en México, y debido a la
gran diversidad de flora en el pais se han desarrollado remedios herbolarios que

se aplican comunmente, por ejemplo, infusiones de manzanilla o tila.

También se importan remedios y plantas curativas de otras partes del mundo,
como Ginkgo biloba y Ginseng de Asia, que se han hecho famosos por sus
propiedades antioxidantes y favorecedoras de vitalidad y longevidad para sus
consumidores.

Otro remedio muy conocido y que se ha puesto de moda es el consumo de frutos
de Morinda citrifolia L., que es comercializado principalmente como “jugo de noni”,
al que se le atribuyen efectos antioxidante, analgésico, antiinflamatorio,

antibacteriano, antiviral, antitumoral, inmuno-regulador, hipotensor, antihelmintico
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e insecticida, entre otros. Actualmente no se han reportado estudios encaminados
a evaluar el efecto que el extracto acuoso de frutos de noni produce sobre el

sistema inmunitario en modelos in vivo.

Con el aumento de la prevalencia en la poblacion mexicana de enfermedades
autoinmunes como el cancer y la comercializacion en auge de productos milagro
como “el jugo de noni”, ademas, de otras presentaciones del mismo extracto en
forma de polvos y capsulas como suplementos dietéticos, limpiadores faciales,
geles de bano, jabones y otros productos empleados en la cosmética se hace
necesario comprobar la eficacia e inocuidad de este tipo de productos que

prometen proteccion contra diversas enfermedades de muy variadas etiologias.3+
38

Desde hace varios cientos de afios se ha consumido el jugo del fruto noni en Asia
Sudoriental y se han reportado mas de 40 remedios herbolarios que contienen ya
sean tallos, hojas, flores o frutos de Morinda citrifolia L.35, se dice que el efecto
inmuno-regulador de noni se presenta principalmente en los frutos maduros, sin
embargo estos efectos no se ha comprobado del todo, por lo cual se plantea la
siguiente pregunta: ;Presentara el extracto acuoso de frutos de M. citrifolia L. un

efecto sobre el sistema inmune en un modelo de ratones CD1?
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general
Evaluar el efecto que el extracto acuso del fruto de noni (Morinda citrifolia L.)
ejerce en el sistema inmune, utilizando un modelo in vivo en ratones CD1
mediante la aplicacidon de pruebas celulares y humorales.

5.2 Objetivos especificos

e Aplicar las técnicas de Jerne y hemaglutinacién en grupos de ratones CD1

tratados y testigos para cuantificar la produccion de anticuerpos.
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e Determinar cambios en los niveles de proteinas en los grupos de ratones
mediante la cuantificacion de proteinas séricas totalesy la técnica de

electroforesis de proteinas en acetato de celulosa.

e Calcular indices renal, esplénico, cardiaco y hepatico de cada animal para

determinar cambios organicos.

e Cuantificar biomarcadores de dafno organico como ceruloplasmina, CK,

CK-MB y HLD-P para determinar inocuidad y seguridad del extracto.

6. Hipotesis

De acuerdo con antecedentes tedricos y empiricos que sugieren que el jugo de
frutos de noni es capaz de ejercer un efecto regulador sobre el sistema
inmunitario, la administracion de un extracto acuoso de Morinda citrifolia L. a un
grupo de ratones CD1 durante un periodo determinado producira cambios en
parametros inmunolégicos como hemaglutinacién, cuantificacion de células

productoras de anticuerpos y niveles de proteinas séricas.
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7. Diseno experimental

7.1Tipo de estudio

Experimental

7.2 Poblacién de estudio

Ratones CD1, machos, de entre 35 y 50 g. de peso.

7.3 Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion

Criterio de inclusion: Animales que sean machos y que estén dentro del rango de
peso preestablecido.
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Criterio de exclusion: Animales enfermos.

Criterios de eliminacion: Muerte del animal.

7.4 Variables

Independiente: tratamiento al que esté sometido el grupo (solucion salina para

testigos y extracto acuoso de noni 50 mg/Kg de peso para tratados).

Dependiente: Resultados obtenidos de las pruebas de hemaglutinacion,
ceruloplasmina, cuantificacion de células formadoras de placa, cuantificacion de
proteinas séricas totales, electroforesis, enzimas cardiacas y calculo de indices

organicosde cada uno de los animales de experimentacion.

7.5 Material, instrumentos y equipo
- Material.
e Tubos Eppendorf
e Vasos de precipitados de 50mL
e Tubos de ensayo 13 X 100 mm
e Tubos de ensayo 15 X 180 mm
e Cajas Petri de vidrio chicas
e Caja Falcon
e Gradillas
e Mechero Fisher
e Termometro
e Estuche de diseccion
e Pipeta Pasteur

e Pipetagraduada 1,2,5y 10 mL
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Papel parafilm

Matraz aforado 1000 mL

Celdas para espectrofotometro

Navaja de diseccion esteéril

Buffer de alta resolucion Electra® HRBuffer. Helena Laboratories Tris-
Barbital-sodiumbarbital pH= 8.6-9.0

Tiras de acetato de celulosa Sepraphore® Ill 2.25” X 5.68”. Gelman
Instrument Company.

Cloruro de sodio. Mallinckrodt Chemical Works.

TMP. Tetramethoxypropane 99 %. Aldrich®.

1-butanol. J.T. Baker®.

Agarosa No. A-6013. Sigma®.

Azida de sodio. Beaker®.

Balanza analitica (Explorer Pro Ohaus)
Refrigerador(Mabe)

Congelador(Tor-rey)

Agitador rocker (rocker Platform Bellco Glass)
Agitador Vértex (MIXER Scientific industries)
Bafno Maria (Precision)

Bascula para animales(TecnoCor)

Centrifuga para Eppendorf (HERMLE Z 233 M-2)
Centrifuga (Hamilton Bell)

Espectrofotdmetro (JENWAY 6305 UV/VIS)
Estufa (ShelLab)

Micro pipeta 5-40 pL

Micro pipeta 10-100 uL

Micro pipeta 100-1000uL

Camara de Electroforesis (Sepratek® No. 51156. Gelman Sciences).
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e Fuente de poder (BRL Model 500 Life Technologies Inc).

e Aplicador de8 muestras para Sepratek®. (Gelman Sciencesinc).

7.6 Métodos

e Obtencion del extracto acuoso:
Se separaron los frutos de Morinda citrifolia L. de las hojas, las ramas vy tallos,
estos se licuaron con agua purificada y la mezcla se dejé reposar durante 24
horas, esta mezcla se filtro, primero a través de una gasa y luego al vacio. El
extracto se obtuvo con ayuda de un rotavapor a 50°C y vacio durante 5 dias,
practicamente hasta sequedad, luego el matraz que contenia el extracto se colocé
dentro de una estufa para eliminar el agua casi por completo y asi se obtuvo una
pasta semisdlida que sirvid para preparar las soluciones de prueba que se

administraron a los animales.

¢ Preparacion de los animales:
Se separaron en dos grupos de 16 ratones (de entre 35y 50 g de peso) cada uno,
al primero, el grupo tratado se le administr6 50mg/kg de peso de una solucion
preparada con el extracto de M. citrifolia L., al segundo, el grupo testigo se le
administré con 0.2 mL de solucion salina fisiolégica por via oral con ayuda de una

canula intra-gastrica, diariamente y a la misma hora, durante 34 dias.

e Técnica de Jerne:
Después de 21dias de administracion oral del extracto acuoso de noni (50mg/Kg),
se sensibiliz6 a todos los ratones por via intraperitoneal con 0.2 mL de una
suspensiéon al 10% de glébulos rojos de carnero, utilizando una jeringa tipo

tuberculina, cinco dias después de la sensibilizacion, se sacrificaron los animales
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mediante dislocacion cerebral para obtener muestras de sangre de cada individuo
en estudio. La sangre se centrifugé y se obtuvo el suero de cada uno de los
animales, ademas se extrajo el higado, corazodn, rifiones y bazo, éste ultimo se
colocé en una caja Petri chica de vidrio y se agregaron 4 mL de MEM (medio
minimo esencial de Eagle). Se separaron las células del estroma del bazo con
ayuda de un colador de malla fina y un tubo de ensayo de 13x100mm, luego se
colectaron las células con ayuda de una pipeta Pasteur en un tubo de ensayo
limpio y se dejé sedimentar un minuto, luego se transfirié el sobrenadante de
células a un segundo tubo.

De éste ultimo tubo se realizaron diluciones 1:20 y 1:30 en MEM y se colocaron
alicuotas de 0.1 mL de las diluciones de las células, en tubos que contenian 2 mL
de agarosa al 0.6%, en MEM y se habian mantenido en bafio Maria a 45° C,
también se adicionaron 0.2 mL de una suspension de globulos rojos de carnero al
10%, cada tubo se mezclé rapido en un Vértex y se vacié en cajas de Petri chicas,
que se dejaron solidificar sin mover durante 10 minutos.

Se incubaron las placas a 37° C por 45 minutos y una vez transcurrido el tiempo
de incubacién se adicion6 a cada placa 2 mL de complemento de cobayo fresco
diluido 1:10 en MEM. De nuevo se incubaron las placas a 37° C por 30 minutos
mas; una vez cumplido el tiempo se desechd el complemento diluido y se sustituyé
por 2 mL de MEM frio para detener la reaccion.

Se conté el numero de células formadoras de placa y se realizé un calculo para

reportarlas por bazo.

¢ Hemaglutinacién:
Se colocaron 50 pL de PBS en cada uno de los pozos de una placa de
microtitulacién. Con un dilutor de 50pL, el cual fue flameado al rojo vivo como si
fuera un asa de siembra se tomaron 10 pL de suero de cada raton y se mezclaron
con 90 uL de PBS, de ésta mezcla se tomaron 50 pL y se colocaron en el pozo
numero 1y se pipeted 10 veces la mezcla para homogeneizar antes de pasar una
alicuota de 50 uL al siguiente pozo, asi se obtuvo una serie de 7 diluciones y al

final, se dejé un pozo como testigo negativo de la prueba. Después se agregaron
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50 pyL de una suspension de globulos rojos de carnero al 1% mezclando bien.
Luego, la placa se incub6 a 37°C por una hora y transcurrido este tiempo se leyo

el titulo de aglutinacién. Los titulos se reportaron como la inversa de la dilucién.

¢ Cuantificacion de proteinas totales:
Solucion A: se colocaron 2.0 g de carbonato de sodio en 100 mL de NaOH al
0.4%. Solucion B1: se pesé 1.0 g de tartrato de sodio y potasio y se disolvidé en 50
mL de agua. Solucion Bz: se peso 0.5 g de CusOa y se disolvidé en 50 mL de agua
destilada. La solucién de trabajo C se preparo colocando 50 mL de solucién A, 0.5
mL de solucion B1y 0.5 mL de solucién B2. En un tubo de ensayo se colocé 0.1
mL de muestra de suero, se agregd 0.8 mL de agua destilada y 3 mL de la
solucion C, se mezcld durante 5 segundos en un Vortex y se incubd a temperatura
ambiente durante 10 minutos, transcurrido este tiempo se agreg6 0.1 mL de Folin
Cicoteau y se dejo incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se ley6 a
600 nm en un espectrofotdmetro utilizando como patrén una soluciéon de

doscientos microgramos de albumina de huevo por mililitro.

o Electroforesis de proteinas séricas en acetato de celulosa:

Se humedecioé una tira de acetato de celulosa en el buffer de alta resolucion que
contiene el kit Sepratek®que se utilizo para el ensayo. Se saco la tira del
recipiente que contenia el buffer con ayuda de unas pinzas y se eliminé el exceso
de humedad colocando la tira entre dos capas de papel filtro. Se coloco la tira de
acetato de celulosa en la camara de electroforesis y se aplicaron las muestras con
ayuda del aplicador especial para esta operacion.

Se conectaron los electrodos, se prendié la fuente de poder y se dejo correr
durante 25 minutos a 200 volts. Transcurrido este tiempo, se apago la fuente de
poder, se desconectaron los electrodos y se desmonté la tira de acetato de
celulosa.

La tira se coloco en el colorante rojo de Ponceau al 5% durante diez minutos para
revelar, después se pasé a una solucion de acido acético al 5% para decolorarla
hasta que se observaron las bandas sobre un fondo blanco, utilizando varios
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recipientes que contenian esta solucion. Después la tira se colocdé durante 5
minutos en una solucion clarificadora de N-metilpirrolidona al 40%.

La tira se colocd sobre un vidrio libre de grasa y se secOd hasta que se torné
transparente y no pegajosa, con ayuda de una secadora de cabello. Se
dejoreposar unas horas y se despego del vidrio, para después ser almacenada

hasta su posterior interpretacion en un densitometro.

e Calculo de indices organicos:
Antes del sacrificio se pes6 a cada raton, luego, se pesd en una balanza analitica
cada odrgano diseccionado de cada animal (bazo, corazén, higado y ambos
rinones juntos), registrando hasta la cuarta cifra después del punto decimal.

Se aplico la siguiente formula para determinar el indice de los 6rganos:
indice del 6rgano= (Wergano (g) /Wratsn (g)) * 100

e Determinacion de ceruloplasmina:
Se colocaron seis tubos de ensayo en una tina de bafio Maria a 45°C.
Preparacion de las placas. Se prepar6 agarosa al 1%, pesando 0.2 g de éstay
disolviendo en 20 mL de PBS, se dej6 reposar a temperatura ambiente por 20
minutos.
Posteriormente se sometid a tres ciclos de 10 segundos cada uno, en el horno de
microondas, enseguida se agregdé 1 mg de azida de sodio. Se colocaron 2 mL de
la agarosa preparada en cada uno de los tubos de ensayo, y a cada tubo se le
agregaron 150 pL de suero de conejo anti ceruloplasmina, cada tubo se mezcl6 en
un Vortex durante 10 segundos.
El contenido de cada tubo se vertié en cada uno de los circulos de la caja Falcon y
se dejo6 gelificar por 4 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se le realizaran cuatro orificios pequefos en sentido de

las manecillas del reloj a cada circulo de la caja Falcon.
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Procesamiento de la muestra. Se colocaron 5 yL de cada muestra en los
orificios de la placa, los cuales fueron numerados de acuerdo a cada muestra. La
placa se mantuvo en refrigeracion durante 48 horas.

Transcurrido este tiempo, se midié el halo de precipitacion en milimetros de cada
uno de los pozos y se calculd la concentracion de éstos, tomando como
referencia una concentracion de 21.6 mg/dL de ceruloplasmina con un halo de

precipitacion de 4 mm de diametro.

e Determinacion de peroxidacion lipidica. Método de TBA (acido
tiobarbiturico):

Colectadas las muestras de 100 uL de suero de cada ratéon en tubos

Eppendorf, cada muestra se diluyé con 400 uL de PBS. Se les agregaron 50

ML de BHT 12.6 nM y 400 pL de acido ortofosférico 0.2 M. Se mezclaron en

Vortex durante 10 segundos y posteriormente se le adicionaron 50 uL de TBA

0.11 M y nuevamente se mezclaron en el Vértex durante 10 segundos.

Determinacién de color. Se colocaron las muestras con reactivos en un bafio de
agua a 90°C en tubos tapados con papel aluminio durante 15 minutos.
Transcurrido el tiempo se colocaron en un bano de hielo y se les agregaron 1000
ML de n-butanol y 100 pL de NaCl solucién saturada a cada tubo.

Después se agitaron en Vortex durante 30 segundos y se centrifugaron a 3500
rom durante 5 minutos.

Posteriormente se transfirieron 500 pyL de la fase butandlica a una celda, y se
realizara la lectura de cada muestra en un espectrofotdmetro a 535 nm y a 572 nm
para corregir la absorbancia. Se realizé una curva estandar como se muestra en el

cuadro:

Tubo TMP H3PO4 TBA Agua MDA Abs.
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(ML) (ML) (ML) (ML) (mol/L)

Blanco 0 600 200 200 0.0 0.0

1 5 600 200 195 0.2 0.023
2 10 600 200 190 0.4 0.285
3 20 600 200 180 0.8 0.535
4 30 600 200 170 1.2 0.743
5 50 600 200 150 2.0 1.21
6 70 600 200 130 2.8 1.49
7 100 600 200 100 4.0 1.947

Cuadro 1. Construccién de la curva de calibracion para peroxidacion lipidica por el método
de MDA.

Curva estandar de Peroxidacion
2.5
y = 0.4999x + 0.0668
2 3 R2=0.9798
g 15
D
§ 1 L/ + Seriesl
D
< — Lineal (Seriesl)
0.5
O T T T T 1
0 1 2 3 4 5
MDA

Figura 10. Curva estandar de peroxidacion Lipidica (MDA).

7.7Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaronpor t de Student utilizando el programa
estadistico SPSS para ambiente de Windows versiéon 20 con un nivel de
significancia al 95%.
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8. Resultados

En el cuadro 1 se muestran los resultados obtenidos de las pruebas que se
aplicaron para cuantificar anticuerpos en los ratones. Se encontré una disminucion
en la cantidad de células productoras de anticuerpos por bazo cuando se aplico la
técnica de Jerne después de 26 dias de tratamiento.

Se observa un aumento en el tamafio del bazo con respecto al peso total de cada

raton después de 34 dias de tratamiento con extracto acuoso de frutos de noni.

En el cuadro 2 se muestran los niveles de proteinas séricas totales después de 26
y 34 dias de tratamiento con extracto de Morinda citrifolia L. donde se puede
observar un aumento significativo de proteinas séricas. Para analizar los
resultados de electroforesis se procesaron las imagenes obtenidas de las tiras de
acetato de celulosa con el programa ImageJ® y se aplicé una prueba t de Student
para muestras independientes en el paquete estadistico SPSS® versién 20 y los
resultados arrojan que para alfa-globulina se obtuvo un aumento al final del
tratamiento, mientras que para la gamma-globulina se obtuvo una disminucion
después de 34 dias de administrar el extracto acuoso de noni y no se encontraron
diferencias significativas entre los valores obtenidos para albumina y gamma-
globulina en los grupos tratados y testigos, ya que para ambas variables se obtuvo
una p>0.05.
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En el cuadro 3 se muestran los indices cardiaco, renal y hepatico calculados para
cada grupo de ratones después de 26 y 34 dias de tratamiento, ademas de los
niveles de enzimas cardiacas y ceruloplasmina como biomarcadores de dafo al
higado, rindn y corazon. No se obtuvieron diferencias significativas cuando se
compararon contra el grupo de ratones testigo, salvo un aumento en la masa

cardiaca después de 26 dias de administrar diariamente el extracto de noni.

Cuadro 1. Resultados de pruebas para cuantificar anticuerpos después de 26 y 34

dias de tratamiento.

26 dias 34 dias
Extracto de noni Solucién salina Extracto  de Solucion
noni salina
N=7 N=8 N=8 N=8
CFP/ bazo 18228 + 47690* 36000 + 4339
Hemaglutinacion 125 £ 34 130114 125116 20037
indice esplénico 0.38+0.07 0.48 £ 0.03 0.47+0.04 0.36 £ 0.03*

Los valores corresponden a media + desviacidon estandar
*Prueba t de Student para muestras independientes. La diferencia de medias es

significativa p<0.05.

Cuadro 2. Niveles de proteinas séricas totales e inmunoproteinas después de 26 y

34 dias de tratamiento.

26 dias 34 dias
Extracto de noni Solucidn salina Extracto de noni Solucién salina
N=7 N=8 N=8 N=8
Proteinas 10974 + 598 103691364 11721 + 408 9886 + 219*
totales
a-globulina 14+ 2* 81
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B-globulina 38 +2 36+0.6
y-globulina 17 £ 1* 22 +1
Albumina 31+3 33+ 1

Los valores corresponden a media + desviacion estandar

*La diferencia de medias es significativa a p<0.05

Cuadro 3. indices y marcadores de dafio organico.

26 dias 34 dias

Extracto de noni  Solucién salina Extracto de noni Solucién salina

N=7 N=8 N=8 N=8
indice renal 1+ 0.1 1+0.06 11+0.04 2+0.05
indice hepatico 6 +0.1 6 +0.2 6 +£0.05 6 +0.1
indice cardiaco 0.5+0.02* 0.4 £0.01 0.6 £0.03 0.5+0.03
CK 224177 347+127 344 + 124 285170
CK-MB 127 17 143128 127124 138 +13
LDH-P 2589177 347+127 1956 +244 1881 149
Ceruloplasmina 36+2 354 32+ 2 303
Peroxidacion 391196 44097 135+ 100 274 + 56

Lipidica

Los valores corresponden a media + desviaciéon estandar

*La diferencia de medias es significativa a p<0.05
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9. Analisis de Resultados

Después de 26 dias de tratamiento con extracto acuoso de frutos de noni (Morinda
citrilofia L.) se observo que la administracién diaria produjo una disminucién en el
conteo de células productoras de anticuerpos con respecto al grupo de animales a
los que so6lo se les administrd solucion salina isotonica, es decir, que el numero de
células que producen inmunoglobulinas del tipo M se vio significativamente
reducido (p=0.016). Estos resultados sugieren la capacidad de los componentes
del fruto para regular el sistema inmunitario de los ratones, al menos desde el
punto de vista celular, produciendo un declive significativo en la cantidad de
células capaces de producir IgM en el bazo y, asi atenuar la capacidad de
respuesta del sistema inmunitario.

Como se analizaron los datos obtenidos de la prueba de hemaglutinacién pasiva
después de 26 y 34 dias de tratamiento con el extracto y no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos de tratamiento, puede suponerse que la
administracién del extracto no produjo cambios en la cantidad de anticuerpos
generados por el organismo respecto a los que se generan normalmente en un
grupo de ratones testigo.

Después de 26 dias se observa también un aumento significativo en el indice
esplénico promedio del grupo de ratones tratados con extracto acuoso de noni, es
decir, un crecimiento en masa de uno de los ganglios mas importantes del sistema

inmune que puede deberse a un cambio organico que generalmente implica dafio
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al tejido o bien, aumento en la produccién de anticuerpos; tomando en cuenta las
otras pruebas (CFP y hemaglutinacién) es mas probable que se trate de un
cambio organico de adaptacién a los componentes del extracto que a una

potenciacion del sistema inmune.

Para proteinas totales después de 34 dias de tratamiento se encuentra un
aumento en los niveles séricos si se compara con los obtenidos para el grupo de
ratones testigo con p= 0.001, asi que puede sugerirse que la administracion del
extracto produce un aumento en la respuesta inmunitaria humoral, al menos

aumentando el numero de anticuerpos que circulan por la sangre.

Con el analisis de los electroferogramas fue posible determinar que se produjo una
alteracién de los niveles de alfa y gamma globulinas de los ratones tratados con
extracto de frutos de noni, en el caso de a-globulina se presentd una disminucién
comparando con el nivel que presentan los animales que sélo fueron tratados con
solucién salina, en cambio, para y-globulina se encontré que la administracion del
extracto durante 34 dias produjo un aumento significativo en los niveles de esta
proteina, lo que indica un aumento en los niveles de inmunoglobulinas séricas o
anticuerpos, es decir, mayor cantidad de células de defensa en el organismo.

Para albumina y B-globulina, las otras dos bandas caracteristicas para ratones no
se encontraron diferencias significativas en la cantidad presente en suero de los
animales tratados con solucidn salina isotdnica y los que recibieron el extracto de

noni.

Se observé que para los ratones que fueron administrados con el extracto acuoso
en estudio se obtuvo un aumento en el promedio de los indices cardiacos
calculados para cada animal, si se compara con la media calculada para los
ratones del grupo testigo después de 26 dias de tratamiento. La cardiomegalia
puede presentarse por varias causas, entre ellas, infarto al miocardio, por esta
razén se realizaron cuantificaciones de tres biomarcadores cardiacos indicativos

de enfermedades cardiacas e infartos (CK, CKMB y LDH), pero no se obtuvieron
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diferencias significativas cuando se compararon contra los niveles de los ratones
testigos.

Después de 34 dias de tratamiento no se observo este aumento en el tamafio
cardiaco en los ratones tratados, asi que el crecimiento inicial podria atribuirse a
un periodo de adaptacion del corazén y su funcionamiento a los cambios que los
componentes del fruto de noni producen en otras zonas del organismo del ratén
que reflejan su efecto en la funcidn cardiaca. Ademas, el hecho de que los
marcadores seéricos de dano cardiaco no se elevaran sugiere que el uso del
extracto no causa dafo tisular a este 6rgano.

Asi mismo, no se observan diferencias significativas para los indices renal y
hepatico calculados para cada grupo de estudio, y es posible tomar estos datos
para proponer que el extracto no resulta téxico al ser administrado al menos por
un mes, pues no hay crecimiento renal o hepatico que sugieran dafio en estos
organos vitales que generalmente son los que muestran los primeros signos
cuando se presenta algun tipo de intoxicacion en el organismo.

Esta idea puede apoyarse en el hecho de que marcadores de dafo como
ceruloplasmina, peroxidacion lipidica y LDH-P no muestran cambios en sus
niveles después de 26 y 34 dias de tratamiento con el extracto si se comparan con
los niveles obtenidos en el grupo de testigos.

Con estos datos es posible sugerir que el extracto no presenta algun tipo de
toxicidad en el organismo de los ratones CD1 que fueron tratados durante poco

mas de un mes con el extracto acuoso de frutos de noni.

En el analisis estadistico no se observa diferencia significativa entre el peso
corporal de los ratones en tratamiento con extracto acuoso de noni y los ratones
que solo recibieron soluciéon salina, asi que puede deducirse que el extracto de

frutos de Morinda citrifolia L. no produce cambios en la masa corporal.
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10.Conclusiones

Se evalué el efecto inmuno-regulador del extracto acuso del fruto de noni (Morinda
citrifolia L.) en un modelo in vivo en ratones CD1 y si se administra al menos por
34 dias el extracto produce un aumento significativo en los componentes
humorales de la respuesta inmune, mas no en la fraccién celular que interviene en

la reaccion de defensadel organismo.

No se muestran indicios que sugieran que el extracto acuoso de frutos de noni

presenta toxicidad.
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11.Perspectivas
Los resultados del estudio justifican:
Disefar un ensayo aplicando pruebas mas especificas para cada tipo de
inmunoglobulina quepermita determinar con mayor precisiéon qué tipo de células

afecta y asi el mecanismo con que actuan los componentes del extracto.

Disefiar un ensayo utilizando mas grupos de ratones, donde se administren al

menos tres diferentes dosis para determinar la minima efectiva y la dosis letal.

Disefiar un ensayo que soélo tenga como objetivo evaluar la seguridad de los

componentes del extracto.
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13.Anexos
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Figura 11. Grafica comparativa para células formadoras de placa para ambos grupos de

trabajo.
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Tratamiento

Figura 12. Grafica comparativa para indices cardiacos calculados para cada grupo de
trabajo.
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Figura 13. Comparaciéon de indices esplénicos calculados para cada grupo de ratones
después de 34 dias de tratamiento.
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Figura 14. Comparaciéon de niveles de proteinas séricas totales después de 34

dias de tratamiento.
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Figura 15. Electroferogramas de ratones tratados con extracto de

noni (izquierda) y de ratones testigo (derecha).
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Figura 16. Niveles de alfa-globulina para cada grupo de tratamiento después de 34

dias de administracion.
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Figura 17. Comparacién de niveles de gamma-globulina para ratones tratados y testigos

después de 34 dias de administracion del extracto.
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