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1. RESUMEN.

El uso de plantas medicinales es resultado de la experiencia e intimo contacto con la
naturaleza que el hombre ha acumulado por generaciones, asi como de la
convivencia entre las culturas de diferentes pueblos. México es uno de los paises de
Ameérica con mayor tradicién ancestral y riqueza en el uso de la herbolaria medicinal,
donde se registran poco mas de 3000 especies que se emplean en remedios
naturales. El propdsito de este trabajo fue la preparacion del extracto acuoso de
Allium cepa L y la evaluacion de algunos aspectos de la respuesta inmune celular y
humoral en ratones CD1, et/+ y et/et; mediante su administracion oral. Para el
estudio se usaron tres cepas de ratones machos: progenitora +/+, portadora del gen
de hipotimia et/+ y la hipotimica et/et, las cuales se contrastaron con animales
testigos. Se midieron las células formadoras de anticuerpo (CFA); mediante el
método de Jerne, el titulo de anticuerpos contra glébulos rojos de carnero mediante
hemaglutinacion, cuantificacion de células de cavidad peritoneal y su capacidad para
reducir nitro azul de tetrazolium (NBT); ademas se cuantificaron los niveles de
ceruloplasmina por el método de Mancini asi como nitritos por el método de Griess
en el suero de los diferentes grupos. Los resultados muestran que el extracto de
Allium cepa L induce una regulacion en la cantidad de CFA cuando se comparan
con los resultados de los animales testigo; para el ensayo de hemaglutinacién los
resultados nos sugieren una mejor seleccion clonal en la formacién de anticuerpos
de la clase IgG, la cuantificacion de macrofagos muestra una menor cantidad de
células en cavidad peritoneal indicandonos que la administracién del extracto no

produce procesos inflamatorios.
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Finalmente los valores de reduccion de NBT, ceruloplasmina y nitritos, no mostraron
ninguna diferencia significativa cuando se comparan con los resultados de los

animales testigos.
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2. INTRODUCCION

La medicina natural ha sido utilizada para el tratamiento de numerosas enfermedades
en el transcurso de toda la historia de la humanidad, desde la antigiiedad se conocen
los efectos beneficiosos de numerosas plantas sobre la salud humana, muchas de las
cuales han sido utilizadas para curar y prevenir diversas enfermedades. De forma
general el uso de las plantas para tratar enfermedades se remonta a mas de 3000 afios
en el continente asiatico, aunque fueron los occidentales, como los griegos y romanos,

los que sistematizaron a través de sus escritos, el estudio de las plantas medicinales.

En el siglo pasado, con el desarrollo experimentado en el sector quimico-farmacéutico,
se produjo un incremento en la produccidon de los farmacos quimicos-sintéticos, esto
trajo aparejado un aumento de las reacciones adversas y efectos negativos colaterales,
ademas de un elevado costo de adquisicion de estos compuestos, por tal motivo, en las
Gltimas décadas existe tendencia generalizada a retomar el empleo de productos
derivados de fuentes naturales, como las plantas y hongos comestibles. Estas
sustancias, exhiben propiedades farmacolégicas en un espectro amplio de

enfermedades.

El estudio de plantas medicinales, ya sea como materia prima para la produccién de
extractos o como fuente de aislamiento de sustancias naturales puras, representa un
area en franca expansion, en los paises industrializados dichos productos constituyen
cerca del 25% del total de las prescripciones meédicas, mientras que los que se

encuentran en vias de desarrollo abarcan practicamente el 80% de la terapéutica.
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Igualmente, en la USP 30, donde son registrados alrededor de 220 suplementos

dietéticos un porcentaje elevado esta constituido por derivados de plantas (36%).

La modulacion del sistema inmune a través de su estimulaciébn o supresion puede
contribuir al mantenimiento de un buen estado de salud. El uso de agentes que activan
los mecanismos de defensa del huésped (inmunoreguladores o inmunopotenciadores),
proporciona una herramienta terapéutica a la quimioterapia convencional en personas
inmunocomprometidas. Por tal motivo, un elevado numero de investigaciones
biomédicas se orientan a la busqueda de nuevos compuestos que sean capaces de

estimular la respuesta inmune en pacientes inmunodeficientes.

Con el objetivo de ofrecer una alternativa terapéutica en algunos estados de
inmunodeficiencias se utilizé la administracién oral de un extracto de Allium cepa L en
ratones CD1, et/+ y et/et por un periodo de 30 dias en el cual se evalu6 algunos

aspectos de la respuesta inmune celular y humoral.
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3. MARCO TEORICO

3.1 Consideraciones generales

Uno de los principales retos de la ciencia médica moderna es la integraciéon de los
adelantos basicos de la inmunoquimica y la inmunobiologia en procedimientos de
diagnostico y terapéutica que seran de utilidad en la practica de la medicina clinica, los
resultados de estos procedimientos de laboratorio son utilizados entonces por los
meédicos internistas y los especialistas para el diagnéstico y el tratamiento de los
trastornos clinicos. A su vez, este entendimiento ha estimulado la investigacion
cientifica basica en inmunologia, de hecho las observaciones hechas por los
investigadores clinicos en inmunologia han cambiado frecuentemente, de manera
espectacular, el curso de la investigacion basica en inmunologia y sus campos

asociados.?

El término inmune deriva del latin immunis, esto es libre de “cargos” (impuestos, pagos).
La inmunologia se inici6 como una rama de la microbiologia; se desarrollo a partir de
los estudios de las enfermedades infecciosas y de las respuestas del organismo hacia

ellas.t'?

Las funciones de la respuesta inmune se ejercen a traves de dos grandes vertientes: la
respuesta inmune innata y la inmune adquirida, entre las caracteristicas que diferencian
a la respuesta inmune adquirida de la innata se incluyen: especificidad, diversidad y
memoria. Al igual que la respuesta inmune innata, la respuesta adquirida es
autolimitada y no es auto-reactiva. La respuesta inmune adquirida, humoral o celular,

puede ser dividida en fase de reconocimiento, fase de activacion, fase efectora y el

pag. 5




retorno a la homeostasis, con permanencia de una memoria inmunoldgica que permite
generar muy rapidamente una intensa respuesta, altamente especifica. Entre las células
que participan en la respuesta inmune adquirida se encuentran las células presentadora
de antigenos (CPA), como son células dendriticas, macrofagos y linfocitos B y las
células responsables del reconocimiento del antigeno: los linfocitos B y los linfocitos T;
estos ultimos se dividen segun su funcion en T CD4+ (ayudadores) y T CD8+
(citotoxicos), a su vez, dependiendo de las citocinas que secreten, los linfocitos T CD4+

se subdividen en linfocitos Th-1y Th-2.

Al penetrar en el cuerpo, los antigenos son transportados hacia los érganos linfaticos
periféricos mas cercanos al puerto de entrada, generalmente los ganglios drenantes en
donde son procesados por células presentadoras de antigeno y expuestos en la
superficie de estas mismas, bajo la forma de un complejo [MHC-Ag], el cual puede ser

reconocido por linfocitos T.3

Dependiendo de sus caracteristicas, el antigeno, también puede ser reconocido
directamente por linfocitos B. Los receptores para el antigeno de los linfocitos By T son
altamente polimérficos y aunque cada receptor es especifico para un solo determinante

.o . . 7 9
antigénico, se estima que el conjunto de receptores puede reconocer entre 10°-10
determinantes antigénicos distintos, esto se logra gracias a la recombinacion soméatica
de los segmentos génicos de los receptores de los linfocitos, que ocurre al azar aun
antes de haber estado en contacto con algin antigeno y que genera clonas de linfocitos

cada una de las cuales expresan receptores con una sola especificidad.*
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Cuando un linfocito encuentra a su antigeno, se activa. Esto significa que cuando el
receptor para el antigeno de ese linfocito interacciona con el antigeno se genera cierta
informacion que se transfiere hacia el interior de la célula a través de diversas cascadas
de sefales bioquimicas; esta serie de eventos le permite a la célula responder
adecuadamente a esa sefial, y generar una respuesta, llamese esta produccion de
citocinas o interleucinas, actividad citotoxicas, proliferacion, etc., que en conjunto puede
inducir una respuesta inflamatoria. Normalmente, el proceso inflamatorio lleva a la
recuperacion del evento que inicialmente lo provocod (trauma, infecciones,
intoxicaciones, etc...); sin embargo, si el conjunto de eventos que llevan al desarrollo de
la inflamacion no estan coordinados en tiempo e intensidad, se genera un desequilibrio
gue puede conducir al establecimiento de una inflamacion croénica, la cual desembocara
en distintas patologias. Asi mismo, el entendimiento profundo de los mecanismos
celulares y moleculares que controlan el reconocimiento de diversos tipos de antigenos

son esenciales para el desarrollo de nuevas vacunas.* ®
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3.2 Larespuestainmune adquiriday las interacciones celulares

3.2.1 Respuesta inmune humoral

La respuesta inmune humoral es mediada por las inmunoglobulinas, cuyas funciones
principales son: neutralizacion, opsonizacién y activacion de complemento, los

anticuerpos participan principalmente en la defensa contra microbios extracelulares,

los linfocitos B son las células productoras de anticuerpos, estas células se producen en
la médula 6sea donde maduran para luego migrar hacia los 6rganos linfoides
secundarios o periféricos, donde llevan a cabo las etapas de reconocimiento antigénico
y activacién. Los procesos de recombinacién genética de los genes de las
inmunoglobulinas que se llevan a cabo en la medula ésea son responsables de la
generacion de la diversidad de las inmunoglobulinas en la regidon responsable del

reconocimiento del antigeno.®

Gracias a estos sofisticados eventos moleculares, se generan anticuerpos con
capacidad de reconocer una amplia diversidad de antigenos utilizando un nimero de

genes.

Los receptores para el antigeno de los linfocitos B son inmunoglobulina IgM o IgD
unidas a la membrana, asociadas a cada receptor se encuentran dos cadenas,
denominadas Iga e IgB, que constituye el modulo de sefalizacion propiamente dicho del
receptor para el antigeno. Aunadas a estas sefales, se combinan aquellas generadas
por moléculas co-receptoras tales como CR2 (receptor de complemento, CD21), CD19

y CD81. El reconocimiento simultaneo de un antigeno (opsonizacion por complemento)
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por el co-receptor CR2 y por las inmunoglobulinas de superficie de un linfocito B

intensifica mucho la magnitud del estimulo.

Los antigenos reconocidos por los anticuerpos pueden ser tan diversos como proteinas,
polisacéaridos, lipidos, acidos nucleicos y pequefias  sustancias quimicas. Los
anticuerpos pueden reconocer epitopos lineares 0 bien determinantes
conformacionales, resultantes del plegamiento de las cadenas polipeptidicas. El
reconocimiento antigénico induce la endocitosis del antigeno, y su procesamiento para
ser presentado por el linfocito B mediante moléculas de complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC II).

Los receptores de linfocitos B que no han tenido contacto con antigeno (células
virgenes), son del isotipo IgM e IgD. Estas células B virgenes circulan continuamente
por los diversos tejidos linfoides hasta encontrar el antigeno especifico de su receptor.
En el momento en que esto sucede, los linfocitos B dejan de migrar, y como resultado
de una secuencia de eventos moleculares se transforman en células plasmaticas
productoras de anticuerpos dentro de los ganglios linfaticos o tejidos linfoides asociados
a mucosas (amigdalas, apéndice, placas de Peyer, etc.). Dependiendo de las
caracteristicas del antigeno, los linfocitos B pueden activarse con o sin ayuda de
linfocitos T CD4+ (ayudadores). Aquellas macromoléculas que contienen antigenos
polivalentes, es decir que constan de multiples epitopos idénticos como el caso de
polisacaridos y glicolipidos de las capsulas de algunas bacterias (Haemophilus
influenzae, pneumococo y meningococo), pueden unirse simultineamente a varios
receptores IgM, lo cual lleva al entre cruzamiento de los receptores y a la activacion de

los linfocitos B. Sin embargo, cuando las caracteristicas del antigeno no inducen al
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entrecruzamiento de varias moléculas de inmunoglobulinas, sino que s6lo comprometen
a un receptor IgM, el linfocito B requiere de la ayuda de linfocitos TCD4+ para su
activacion. En este caso, los antigenos proteicos unidos a un receptor IgM son
endocitados, procesados y expuestos de nueva cuenta en la superficie celular por las
moléculas MHC Il del linfocito B, este proceso permite iniciar lo que se conoce como
cooperacion entre linfocitos T y B, proceso mediante el cual un linfocito T CD4+ y cuyo
TCR es especifico para ese antigeno, reconoce al antigeno y genera una serie de

sefales intracelulares que ultimamente van activar al linfocito B.

Las sefiales intracelulares generadas cuando los receptores para el antigeno que
reconocen a su antigeno no son suficientes para la activacion adecuada del linfocito B y
se requiere la participacion de moléculas cooperadoras tanto de células B como T. Las
moléculas co-receptoras expresadas por el linfocito B incluyen B7-1(CD80) y B7-
2(CD86) cuyo ligando en células T es CD28, el linfocito TCD4+ a su vez expresa la
molécula co-estimuladora CD40L cuyo ligando en la célula B es CD40. Esta co-
estimulacién, o segunda sefial es indispensable para la activacibn mutua, ya que sin
ella los linfocitos entran en un estado de anergia. Adicionalmente, la IL-2 secretada por
el linfocito T CD4+ induce la activacion y proliferacion del linfocito B, transformandolo en

célula plasmatica productora de anticuerpos.’
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3.2.2 Respuestainmune celular

Los linfocitos T se producen en médula 6sea y maduran en el timo en donde son
sometidos a dos etapas de seleccion y solo aquellos que reconocen al MHC propio pero
que sin embargo no responden a antigenos propio, sobreviven. Los linfocitos T
reconocen antigenos peptidicos unidos a moléculas MHC y a diferencia de los linfocitos
B, las células T virgenes circulan constantemente a través del tejido linfoide hasta
encontrarse con el antigeno especifico presentado por células presentadoras de
antigeno (CPASs). La respuesta de los linfocitos T esta directamente influenciada por el
tipo de célula que presente originalmente el antigeno. Las células dendriticas se
encuentran localizadas estratégicamente para capturar antigenos y transportarlos a los
ganglios linfaticos y presentarselos a los linfocitos T se consideran como las mejores
activadoras de un linfocito T virgen, mas aun si expresan una cantidad abundante de

moléculas MHC cargadas de péptidos.

Una de las primeras consecuencias del reconocimiento del complejo [MHC-péptido]
presentado por las CPAs, es la proliferacién clonal de aquel linfocito T virgen que
reconocié especificamente el complejo [MHC-péptido] y una diferenciacion de su
progenie en células efectoras y células de memoria. Las células efectoras pasan a la
circulacion, y asi localizar de nuevo a su antigeno presentado por CPAs, como por
ejemplo macréfagos de tejidos periféricos, se activan de nueva cuenta para llevar a

cabo esta vez sus funciones efectoras.

El modulo de reconocimiento propiamente dicho del receptor para el antigeno de los
linfocitos T (TCR) consta de dos cadenas (a y B). En virtud del alto grado de
polimorfismo que presentan estas moléculas tienen la capacidad de reconocer una
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inmensa diversidad de péptidos. Como en el caso de los linfocitos B, la transduccion de
sefales esta a cargo de una serie de proteinas invariables asociadas al TCR y cuyo
conjunto constituye el complejo CD3. Asi mismo, las sefiales del complejo TCR-CD3
son moduladas por las diversas moléculas accesorias. Al interaccionar con sus
ligandos presentes en la superficie de las CPAs, estas moléculas modulan las
funciones efectoras: contribuyen a estabilizar la interaccion fisica entre los linfocitos y
las CPAs (adhesion), y participan directamente, positiva o negativamente, en los
fenbmenos de activacion y transmision de sefiales hacia el interior de la célula

efectora.’

3.2.3 Induccion in vitro de la respuesta inmunitaria

Aunqgue al principio todos los estudios sobre la induccién de las respuestas inmunitarias
sélo podian hacerse in vivo, en el animal completo, con el tiempo, el desarrollo de
métodos de cultivo de células permiti6 también analizar el fenémeno in vitro. En los
sistemas in vitro, la produccidon de anticuerpos se logra incubando suspensiones de
células de bazo o de ganglios linfaticos en presencia de un antigeno escogido. Aqui, el
uso de eritrocitos de carnero y la técnica de Jerne ayudaron grandemente a establecer
los mecanismos de induccion de la respuesta inmunitaria. La poblacién celular de estos
organos linfoides incluye una poblacién de células adherentes (macréfagos) y una
fracciobn de células no adherentes (linfocitos). La incubacién del antigeno con las
poblaciones adherente y no adherente, por separado, no induce a la produccién de

anticuerpos; la reunion de las células adherentes y no adherentes, antes de su
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incubacion con el antigeno, regenera la capacidad del sistema para producir

anticuerpos.®

3.2.4 Funcion de los neutroéfilos

Los neutréfilos polimorfonucleares (PMN) son las células efectoras principales del
sistema inmunitario innato. Estas células poseen una vida media finita (un periodo
relativamente corto de 24 horas) y se producen constantemente en la médula 6sea. Los
PMNs son las primeras células que ingresan al sitio de inflamacién, donde, después de
ser activadas por una gran variedad de estimulos, sufren una explosion respiratoria
para asi liberar superéxido, sufren desgranulacion para liberar péptidos y proteinas
antimicrobianas, producen cantidades limitadas de citocinas proinflamatorias. La
deficiencia de PMNs se traduce en una mayor susceptibilidad a infecciones bacterianas.
Tal deficiencia se debe ya sea a un numero bajo de PMNs (como sucede en la
supresion de la médula 6sea posterior a quimioterapia) o a defectos intrinsecos al PMN
gue son clinicamente significativos. Tales métodos incluyen ensayos que evallan la

adhesion, quimiotaxia, fagocitosis, produccién de superéxido y destruccién bacteriana.®

e Adhesién de neutréfilos

La capacidad de los PMNs para adherirse a las superficies endoteliales y migrar hacia
los sitios de inflamacion es un elemento esencial de su potencial para controlar
infecciones bacterianas. Los PMNs utilizan una multitud de receptores de la superficie

celular, los cuales incluyen selectinas e integrinas para llevar a cabo esta funcién.®
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e Quimiotaxia

La movilizacién direccional de los PMNs hacia los sitios de inflamacion esta mediada
por una multitud de moléculas quimiotacticas (productos bacterianos como péptidos
formilados o quimiocinas derivadas del huésped). La incapacidad de los PMNs para
reaccionar ante estos estimulos tiene como consecuencia un defecto en la respuesta

inmunitaria.®
e Fagocitosis

La ingestibn de microorganismos por parte de neutrofilos es un proceso activo que

requiere la produccién de energia por parte de la célula fagocitica.

La internalizacion de microorganismos cubiertos con anticuerpos y con moléculas del
complemento tiene lugar rdpidamente después que su superficie hace contacto con los
PMNs y macrofagos. El término fagocitosis generalmente se limita a la evaluacion del

paso inicial de la destruccién bacteriana.™
e Determinacion del estallido respiratorio y la desgranulacion

Quiza la prueba aplicada con mas frecuencia de la funcién de los PMNs es la
determinacién de la capacidad de estas células para producir superoxido (O7,). En esta
prueba se practica un ensayo funcional, cuya intencion es identificar la enfermedad
granulomatosa crénica (EGC), un trastorno de los fagocitos bien caracterizados, cuya
causa es la deficiencia hereditaria de una de las muchas subunidades de la oxidasa
gue actuan sobre la forma reducida del fosfato de dinucleétido de adenina nicotinamida

(NADPH). Se utilizan dos ensayos para determinar la capacidad de los PMNs activados
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para producir superoxido: 1) la prueba del nitroazul tetrazolium (NBT) y 2) la prueba de
2’ 7-diclorofluoresceina mediante citometria de flujo. El nitroazul tetrazolium es un
compuesto claro, amarillo, hidrosoluble que produce formazan, una tintura un azul
oscuro, al sufrir reduccion. Este es un ensayo cualitativo que puede ser cuantitativo
mediante la extraccion del precipitado azul a partir de los PMNs y su medicion a través

de espectroscopia.’
e Destruccion bacteriana

El ensayo de accién microbicida se ha considerado desde hace mucho tiempo como la
mejor prueba funcional para la evaluacion de los trastornos potenciales de los PMNSs.
Debido a que la destruccién eficiente de las bacterias requiere todos los pasos descritos
anteriormente, un defecto de la actividad microbicida puede ser resultado de un defecto
de cualquiera de las etapas, ya que la realizacién de ensayos de accién microbicida es
muy complicada y requiere una labor intensiva; generalmente se utilizan s6lo cuando

otros mas sencillos de la funcién de los PMNs no lograron establecer el diagnéstico.*

3.2.5 Aglutinacién

La aglutinacién (o agregacion) de particulas cubiertas por antigenos a través de
anticuerpos reactivos es uno de los ensayos inmunolégicos de mayor reconocimiento
desde mucho tiempo. Gran parte de esta tecnologia experimental ahora ya se
reemplazé por métodos mas sensibles para deteccion de anticuerpos; no obstante, los
ensayos basados en aglutinacion aun se emplean de manera rutinaria como parte de
las pruebas tipicas de los bancos de sangre para la clasificacion de los tipos de

eritrocitos y para identificar anticuerpos antieritrociticos autoinmunitarios.***°
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3.2.6 Ceruloplasmina

La ceruloplasmina es una a; globulina con una movilidad electroforética de 4.6, tiene un
peso molecular de 132 kDa y un punto isoeléctrico de 4.4; su tasa normal es de 30
mg/100 mL. Esta proteina es la principal transportadora de cobre en la circulacién, se
sintetiza principalmente en los hepatocitos como una cadena polipeptidica simple y se
secreta como una glicoproteina; pero también se encuentra en los monocitos, astrocitos
y células de Sertoli; se caracteriza desde el punto de vista estructural por presentar tres
tipos de unién para el cobre con caracteristicas espectroscopicas diferentes y desde el
punto funcional por catalizar la reduccién de una molécula de oxigeno con formacién de

una de agua, sin la liberacién de intermediarios potencialmente téxicos (0%,H,0,).*%*

e Difusion radial (Técnica de Mancini)

Cuando un antigeno es colocado en un orificio circular practicado en una placa de agar,
al cual se adiciond un anticuerpo monoespecifico, difunde en forma radial y de acuerdo
a los principios basicos de la difusién, el didmetro del halo de precipitacién esta en
relacion directa con su concentracion. Si a esta operacion se efectla colocando varios
orificios de la placa cantidades variables conocidas del antigeno especifico para el
antisuero mezclado con el agar y se le deja a temperatura ambiente hasta que el halo
de precipitacién no se modifique, con los resultados obtenidos se puede confeccionar
una curva relacionando el didmetro de los halos de precipitacibn con las
correspondientes concentraciones antigénicas. Esta curva permite calcular la

concentracion de ese mismo antigeno en cualquier muestra desconocida. La difusiéon
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radial se utiliza en la cuantificacion de proteinas que se encuentran presentes en
mezclas complejas como lo son los componentes del suero humano. Es indispensable
disponer para ello de antisueros monoespecificos destinados a los antigenos que se

quieren valorar.'® *°

3.2.7 Oxido Nitrico

El Oxido Nitrico, es un gas incoloro, muy difusible, labil y apolar, esta molécula se
sintetiza enziméaticamente a partir del aminoacido L-arginina por acciéon de la enzima
oxido nitrico sintetasa (NOs) y como agentes oxidantes, el oxigeno, mediante un
proceso de oxido reduccion en el que el &tomo de nitrdgeno del grupo guanidino de la
arginina se oxida de 3 a +2, convirtiéndose en el intermediario N-hidroxi-L-arginina,
posteriormente por una donacion electronica del NADPH (dinucleétido de nicotinamida y

adenina fosfato), el intermediario se oxida posteriormente a ON y Citrulina.?

En las células humanas se identificaron tres isoformas de la NOs, dos de ellas la
endotelial y la neuronal estan presentes en las células en todo momento y por ello se
denominan formas constitutivas, catalizan la formacién de NO en bajas cantidades
durante periodos cortos y pueden ser activadas rapidamente por el incremento de la
concentracion citoplasmatica de los iones de calcio en presencia de calmodulina. La
tercera se encuentra en los macréfagos y es inducible (iNOS), se expresa en presencia
de citocinas; actla durante periodos mas largos y sintetiza cantidades mayores de NO,
el cual tiene funciones importantes en el organismo como son: reducir la agregaciéon y

adhesion plaguetaria; en el sistema vascular actia como vasodilatador de las arterias
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de mayor musculatura, asi mismo impide que las células vecinas se relajen y

ensanchen para poder controlar la presién sanguinea.*

El exceso en la produccion de NO puede provocar la relajacion de las arterias y la
disminucion de la presion sanguinea de manera alarmante. Los efectos toxicos del
oxido nitrico se pueden producir por la accién directa del NO sobre el ADN, o bien por la
combinacion del NO con otros radicales como el anion superdxido, formando
peroxinitrilo (ONOO") y un radical hidroxilo, que inicia procesos oxidativos en cadena

que lleva a la muerte celular.?*?®
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3.3 Medicina Herbolaria

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la salud
de millones de seres humanos, un componente esencial del patrimonio tangible e
intangible de las culturas del mundo, un acervo de informacién, recursos y practicas
para el desarrollo y el bienestar, y un factor de identidad de numerosos pueblos del
planeta. La medicina tradicional mexicana, como toda institucion social, ha cambiado en
el curso de los siglos, interactuando con otros modelos terapéuticos para conformar lo
que llamamos el “sistema real de salud” de millones de mexicanos del siglo XXI,
habitantes del campo y la ciudad. Asociada fuertemente a las plantas medicinales —su
recurso mas abundante, accesible y conocido, la medicina tradicional es mucho mas
gue botanica medicinal, hoy trata precisamente, de dar cuenta de su riqueza y
diversidad.?* El uso de plantas medicinales para curar algunos malestares de la salud
€S una practica muy comdn en muchos paises. En México, los conocimientos sobre
herbolaria se han transmitido en la poblacion, principalmente de generacién en
generacion, quien no recuerda, por ejemplo, a la abuelita, o a la tia, recomendar el uso
de infusiones de manzanilla, ruda, hierbabuena, etcétera para curar un dolor de
estdbmago, dolores reumaticos, entre otros. Pero en muchas instituciones educativas de
nuestro pais, como en la Universidad Autbnoma Chapingo, del Estado de México,
desde hace varios afios se llevan a cabo estudios sobre las cualidades de este tipo de
plantas, y se han consolidado importantes trabajos de investigacion que han
demostrado que mediante su uso se pueden combatir y controlar enfermedades como

el cancer, la diabetes, etcétera.?®
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3.3.1 Descripcion de Allium cepa L.

Fig. 1: Cultivo de cebolla. Fig. 2: Bulbos de cebolla.

3.3.2 Clasificacioén

La cebolla es una planta monocotiledénea, la clasificacion mas reciente la ubica en el
Superorden Lilianae, Orden Amarylidales, Familia Alliaceae, Género Allium y Especie

Allium cepa L.

3.3.3 Botanicay ecologia.

Hierba de hojas alargadas, angostas y huecas en nimero de 4 a 6 (fig.1). La planta se
sostiene de un bulbo carnoso subterraneo, que es lo que se conoce como cebolla
(fig.2). Las flores son pequefas y blanco-verdosas, o rojo parpura, agrupadas en forma
de sombrillitas redondeadas, como bolita que nacen sobre un tallo largo y hueco que
sale de en medio de las hojas, los frutos son capsulas con semillas negras. Originaria
de Asia, Mediterraneo. Habita en clima célido, semicalido, semiseco y templado entre el
nivel del mar y los 2600 m. Se cultiva en huertos familiares, con vegetacion circundante

de bosque tropical, matorral, bosque espinoso y bosque mesdéfilo de montafia.?
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3.3.4 Historia.

En el siglo XVII, Gregorio Lopez refiere: “Gtil a flaqueza de vista y esquinancia, contra
mordedura de perro, extirpa barros, aprovecha a oidos que tienen silbos y manan
material, hace renacer el cabello que derrib¢ la tifia, provoca orina, ofusca la razén y

sentido”.

A inicios del siglo XVIII, Juan de Esteyneffer utiliza la cebolla para la sordera,
supuracién del oido, dolor de muelas, dentera, pujos, almorranas y dolor de piedra.
Vicente Cervantes, en el mismo siglo dice que “su virtud es acre, madurativa, diurética,

diaforética, flatulenta, afrodisiaca y antihelmintica”.

A inicios del siglo XX, la Sociedad Farmacéutica de México la indica como
antiparasitaria, diurética y para los abscesos. Posteriormente, Maximino Martinez
registra que se usa como anticancerosa, anticatarral, antifimica, antiparasitaria,
diurética, para enfermedades exantematicas, nefritis, para los abscesos y que produce

oliguria.?’

3.3.5 Quimica.

El bulbo de Allium cepa L es el 6rgano de esta planta que mas se ha investigado.
Contiene un aceite esencial rico en componentes azufrados de los cuales la alicina, el
disulfuro de alilpropilo y el disulfuro de dialilo, se encuentra en altas concentraciones.
Otros componentes azufrados menores son los sulfuros de dialilo y dimetilo y sus
trisulfuros, cepaenos, derivados metilados del tiofeno, y un gran nimero de alcanos y
alquenos azufrados de cadena corta, algunos ciclicos lineales ramificados vy

esterificados.
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3.3.6 Farmacologia.

Estudios en el hombre indican que el bulbo por via oral, en dosis variables, ejerce un
efecto antiasmatico, hipocolesterolémico, estimulante del apetito, hipolipidémico e

hipoglicémico.

Se encontré que Allium cepa L inhibié la mutagenicidad causada por mitomicina C,

bleomicina, fluorouracil, cis-dia-minodicloroplatino y arabinosiloitosina.?®

3.3.7 Principios activos

Los efectos hipolipidémico e hipoglicémico de Allium cepa L se deben al aceite esencial
y a varios de sus componentes azufrados, particularmente el disulfuro de alil-propilo. Se
ha demostrado que los esteres alilicos y alénicos de los acidos alquil y alquenil
tiosulfinicos inhiben la liberacion de histamina, la biosintesis in vitro de leukotrieno y
tromboxano, y producen un efecto broncodilatador. Que los acidos trihidroxi-
ocatadecenoicos presentan una actividad similar a la de prostaglandina E, y que la

aliina ademas del aceite esencial, inhibe la agregacién de plaquetas.?®

3.3.8 Comentarios.

Allium cepa L, es la segunda hortaliza méas producida en el mundo después del tomate
(Lycopersicon esculentum) (SAGARPA ,2004). En México, la cebolla ocupa el cuarto
lugar de produccion entre las hortalizas y se cultiva en casi todo el pais y es el principal

exportador de esta hortaliza a los EE.UU.
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3.4 Método de extraccioén

El método a utilizar depende del estudio que se le vaya a realizar y con base al objetivo
gue se tenga, por ejemplo, tradicionalmente la planta se prepara en soluciones acuosas
y se debe mantener en condiciones similares en el laboratorio para el aislamiento de las

sustancias.

La concentracion de extractos se obtiene en la mayoria de los casos eliminando parcial
o totalmente el solvente, esto se realiza al vacio mediante un rotavapor que destila el

solvente controlando la presion y temperatura.

Finalmente los extractos que se obtienen los podemos encontrar del tipo fluido en
donde el principio activo se encuentra en forma liquida, son menos estables al contacto
con la luz, los extractos blandos tienen una consistencia semisélida estas son mezclas
acuosas o hidroalcohdlicas muy dificiles de manipular, finalmente los extractos secos,
son producto de la evaporacion total del solvente, suelen resultar higroscopicos, muy

estables y faciles para la preparacién de una muestra a una concentracioén especifica.*
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3.5 Modelo animal

Los animales de laboratorio juegan un papel crucial en la investigacion biomédica,
ciertamente muchos avances ahora incorporados al cuidado de la salud en humanos,

hubieran sido imposibles sin ellos.*

3.5.1 Ratéon CD1

Las lineas de roedores de laboratorio son el prototipo de lineas genéticas
estandarizadas, debido a que presentan caracteristicas bien definidas entre la
poblacién de una especie. Tal es el caso del ratbn CD1, que se origind a partir de
ratones suizos, dos machos albinos y siete hembras en una poblacion no
consanguinea, en el laboratorio del Dr. Coulon en Suiza. Estos animales fueron
exportados a los Estados Unidos de América por la Dra. Clara Lynch del instituto
Rockefeller en 1926, desde entonces ha sido ampliamente utilizado en estudios de
toxicologia, carcinogénesis, evaluaciones reproductivas,

El raton CD1 (fig.3).se caracteriza por ser blanco (albino), pequefio, de facil manejo y

altamente reproductivo.

- e Y
F _
e % o,
Fig. 3: Ratén CD1 Fig. 4: Raton et/+ Fig. 5: Raton et/et
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3.5.2 Raton CD1, et/+ vy etl/et.

Los ratones heterocigotos (Fig. 4), son fenotipicamente normales e inmunocompetentes
al igual que el raton CD1, mientras que los ratones et/et (Fig. 5) son
inmunocomprometidos. Los ratones desnudos fueron descubiertos por primera vez en
1962 por el Dr. NR Grist en Brownlee laboratorio de virologia del Hospital de Ruchill en
Glasgow. Debido a que carecen de un timo, los ratones desnudos no pueden generar
linfocitos T maduros. Por lo tanto no son capaces de montar la mayoria de los tipos de

respuesta inmune®

e La formacién de anticuerpos que requiere células T cooperadoras CD4 +y CD8

+.
e Las respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado.
e La destruccion de células infectadas por virus.

¢ Rechazo de injerto.

El ratén desnudo et/et fue observado en 1985 en una colonia cerrada no consanguinea
de ratones de la cepa CD1 en el bioterio de la Facultad de Estudios Superiores-

Zaragoza, de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

Durante el estudio de los ratones et/et se ha observado que en animales adultos, los
machos se caracterizan por presentar un timo histolégicamente igual al de los ratones
normales, pero con un tamafio y peso menor, por lo que se les defini6 como
hipotimicos, mientras que las hembras presentan un rudimento timico, el cual se

asemeja histologicamente a un nédulo linfoide, por lo que estan catalogadas como
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atimicas. Estudios recientes muestran que las caracteristicas histolégicas del timo en la

hembra se presentan sélo en la etapa adulta, no en la prebtber.3* *3

Durante el desarrollo de la colonia se ha observado tanto en macho como en hembras,

una marcada susceptibilidad a problemas cutaneos como abscesos, dermatitis
bacteriana, asi como un incremento en la frecuencia de parasitosis por Eimeria spp,

neumonias, uveitis (cataratas) y signos clinicos de envejecimiento prematuro.®* %
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La integridad del sistema inmune es esencial para la defensa del organismo en contra
de agentes infecciosos y sus productos. Defectos en una o mas de las partes del
sistema inmune son la causa de padecimientos graves. Estas enfermedades, conocidas

en conjunto como inmunodeficiencias, pueden ser congénitas o adquiridas.

Las inmunodeficiencias congénitas se caracterizan por una mayor susceptibilidad a
agentes infecciosos. Estos se manifiestan generalmente desde temprana edad, aunque

en algunas ocasiones los sintomas pueden aparecer mas tarde.

Las anomalias en el desarrollo y funcion de los linfocitos B se traducen por una
produccién de anticuerpos deficientes y por una mayor susceptibilidad a la infeccién por
agentes patdégenos. La maduracion anormal y la activacion defectuosa de los linfocitos
T resulta en un inmunidad celular deficiente asi como una mayor susceptibilidad a la
infecciones por microorganismos intracelulares. El empleo de Allium cepa L como
objeto de estudio en este proyecto permitira analizar su participacién en la activacién de
la respuesta inmune celular y humoral en un modelo de raton CD1, et/+ y et/et.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general.

e Evaluar el efecto de la administracion oral del extracto acuoso de Allium cepa L

en algunos aspectos de la respuesta inmune.

5.2 Objetivo especificos.

e Obtener el extracto acuoso de Allium cepa L.

e Determinar la actividad fagocitica en células de cavidad peritoneal, mediante la
técnica de NBT.

e Determinar las células formadoras de anticuerpo mediante la técnica de Jerne a
los 7 dias. (IgM).

e Determinar la produccién de anticuerpos mediante la técnica de hemaglutinacién
a los 15 dias (1gG).

e Medir las concentraciones de ceruloplasmina y nitritos en suero como indicador

de un proceso de inflamacion.
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6. HIPOTESIS.

Se espera que la administracién oral de Allium cepa L tenga efectos en la respuesta
inmune celular y en la respuesta humoral, en los ratones eutimicos +/+, portadores del

gene et/+y en los hipotimicos et/et.
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7. DISENO EXPERIMENTAL

7.1 Disefo de estudio

e Tipo de Estudio: Experimental, prospectivo y longitudinal.
e Poblacion de estudio: Ratones CD1, et/+, et/et.

e Criterios de inclusion: Ratones machos, de entre 35y 40 g de peso.

e Criterios de exclusion: Ratones hembra, o aquellos ratones que presenten

lesiones o infecciones.

e Criterios de eliminacion. Aquellos ratones que desarrollen tumores o infecciones

a lo largo del ensayo.
e Variables independientes: Tratamiento.

e Variable dependiente: Alteraciones en Grganos.
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7.2 REACTIVOS, EQUIPO Y MATERIALES

Reactivo Proveedor
Agarosa al 1% Bloxon
Agua destilada Theissier
Alcohol etilico al 70% J.T. Baker
Azida de sodio Sigma
Acido clorhidrico Merck
Citrato de sodio Merck

Eter etilico J.T. Baker

Extracto de Allium cepa L
Fosfato de sodio dibasico (PBS)
Globulos rojos de carnero

Suero de raton CD1

Laboratorio 1 PA UMIEZ
J.T. Baker

Laboratorio 1 PA UMIEZ
Laboratorio 1 PA UMIEZ

Solucion salina Pisa

Piridina J.T. Baker

Equipo Proveedor
Agitador Vortex Scientific Industries

Bafio metabdlico

Balanza analitica

Centrifuga Eppendorf

Congelador

Adam

Ohaus

Tecno cor

Tor rey

pag. 31




Estufa Shel Lab
Micropipeta 5-40 pL Finnipipete
Micropipeta 10-100 pL Biohit
Pipeta automéatica Jencons
Procesador de alimentos Oster
Refrigerador Mabe
Rotavapor Yamato
Material Proveedor
Tubos Eppendorf AXYGEN
Embudo Buchner KIMAX
Gradilla Equipar
Matraz Erlenmeyer KIMAX
Pipeta graduada KIMAX

Sonda gastrica

Vaso de precipitado
Pipeta Pasteur

Papel parafilm
Céamara de Neubauer

Placas de microtitulacion

Laboratorio 1 PA UMIEZ
KIMAX

Biotech

American National Can
American Optical Corporation

Beckton
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8. METODOS

8.1 Preparacion del extracto

e La cebolla morada se pesé y corto en rodajas, se tritur6 en un procesador de

alimentos hasta tener una mezcla homogénea en agua destilada.

e La mezcla homogénea se coloco en un recipiente de 2L con tapa durante 24 hs.
para después dejarlo reposar evitando la exposicién a la luz y posteriormente
filtrarlo por gravedad y al vacio.

e Una vez filtrado el extracto acuoso, se elimind el disolvente a rotavapor,
obteniendo un compuesto con el minimo de humedad, a lo que posteriormente

se procedi6 a secar y se mantuvo en refrigeracion.*

8.2 Manejo de animales experimentales

Se formaron cuatro grupos de ratones machos (prueba de Jerne y NBT) de 10 a 15
semanas de edad, de la cepa CD1, et/+ y et/et. Mantenidos en condiciones de bioterio
durante los ensayos, con los controles de ciclos de luz y oscuridad, con cambios de

viruta de madera cada tercer dia con acceso de alimento y agua las 24 hs. 333

El manejo, cuidado y tratamiento de los animales durante el proceso experimental se

llevé a cabo de acuerdo con la guia para el cuidado y uso de animales, de la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).%*
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8.3 Cuantificaciéon de células formadoras de anticuerpo, por la técnica
de Jerne.*®

1.- Se administré por sonda géstrica una dosis de 50 mg/kg del extracto acuoso de
Allium cepa L a un grupo de 21 ratones que incluye 3 poblaciones diferentes (CD1, et/+,
et/et), por un periodo de 30 dias, calculando la dosis cada tercer dia con base en la
variacion de peso en cada uno de ellos. Los animales testigos solo recibieron solucion

salina.

2.-Se observo a los ratones diariamente para identificar alguna alteracion fisioldgica

como pérdida de peso, sudoracion, salivacion, ataxia, muerte, etc.

3.- Se inocularon los ratones por via intraperitoneal con 0.2 mL de una suspensién al
10% de glébulos rojos de carnero, usando una jeringa tipo tuberculina 5 dias antes del

ensayo.

4.-Después se sacrificaron los animales y se realizd un corte en el plexo axilar
(previamente anestesiados con éter). Se colectd la sangre en tubos Eppendorf y se
centrifugaron las muestras para separar el suero y determinar el nivel de

ceruloplasmina, nitritos y hemaglutinacion.

5.- Se realizd la extraccién del bazo y colocé en una caja Petri conteniendo 4 mL de
medio minimo esencial de Eagle (MEM).

6.- Se separaron las células del estroma del bazo, con la ayuda de un colador de malla
fina y un tubo de ensaye de 13 x100 mm, se colectaron las células con la ayuda de una
pipeta Pasteur en un tubo, se dejo sedimentar por un minuto y se transfirio el
sobrenadante de células a un segundo tubo, de este ultimo se realizdé una dilucion 1:20

en MEM. Se contaron las células nucleadas en una camara de Neubauer.

7.- Se mezclaron alicuotas de 0.1 mL de las diluciones de las células, en un tubo que
contenia 2 mL de agarosa al 0.6% en MEM y que se mantuvo en bafio metabdlico a 45°

C y se adicionaron 0.2 mL de una suspension de glébulos rojos de carnero al 10%, se
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mezcld rapidamente en un vortex y se vacié en las placas de Petri, dejando solidificar

sin mover.
8.- Se incubaron las placas a 37° C por 45 minutos.

9.- Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se adicioné a cada placa 2 mL de
complemento de cobayo fresco diluido 1:10 en MEM.

10.- Se incubaron las placas a 37° C por 30 minutos. Una vez cumplido este tiempo se
desecho el complemento diluido y fue sustituido por 2 mL MEM frio para detener la

reaccion.

11.- Se conté el numero de células formadoras de placa y realiz6 el calculo para

reportarlas por millon y por bazo.
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8.4 Reduccion de nitro azul de tetrazolium (NBT).*

1.- Se administr6 por sonda gastrica una dosis de 50 mg/kg del extracto acuoso de
Allium cepa L a un grupo de 21 ratones que incluye 3 poblaciones diferentes (CD1,
et/+, et/et), por un periodo de 30 dias, calculando la dosis cada tercer dia con base en
la variacion de peso en cada uno de ellos. Los animales testigos recibieron soélo

solucién salina.

2.- Se observé a los ratones diariamente para identificar alguna alteracion fisioldgica

como pérdida de peso, sudoracion, salivacion, ataxia, muerte, etc.

3.- Después se sacrificaron los animales y se realizé un corte en el plexo axilar
(previamente anestesiados con éter). Se colectd la sangre en tubos Eppendorf y se

centrifugaron las muestras para separar el suero.

4.- Se pesaron 10 mg de zymosan A y se resuspendié en 5 mL de agua destilada, se
centrifugd a 3000 rpm durante 5 minutos. El sedimento se resuspendio en un 1 mL de
suero fresco. Se incub6 a 37° C durante 20 minutos. Se centrifugé a 2000 rpm durante 5
minutos, al sedimento se le agrego 5 mL de Krebs-Henseleit y se mezcld, se centrifugd
a 2000 rpm y el sedimento se resuspendié en 1mL de solucion de Krebs-Henseleit.

5.- Preparacion de NBT al 0.1%: se agrego 0.01 g de NBT en 10 mL de agua destilada,
se mezclé y adiciond 0.085 g de cloruro de sodio.

6.- Se prepararon dos tubos de ensaye de 13 x 100 siliconizados (solucién acuosa de

sigmacote al 1%), uno para la fagocitosis y otro en reposo, para cada muestra de PMN.

7.- Se sacrificaron los ratones y con un algodén se mojo6 la zona abdominal, se quité la
piel y se realizé una pequefa incision en la membrana peritoneal, se inyectaron 5 mL
de solucién salina citratada fria, los animales se agitaron vigorosamente y se extrajo el
liquido de la zona peritoneal con una pipeta Pasteur en condiciones de esterilidad y se

realizd una suspension de células.
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8.- Se centrifug6 a 3000 rpm durante 15 minutos y desecho el sobrenadante y al
sedimento se adicionaron 4 mL de piridina y se resuspendieron todos los tubos

(fagocitando y en reposo).

9.- Se realiz0 la lectura 515 nm, contra un blanco de piridina, y obtuvieron los valores de

absorbancia.

8.5 Hemaglutinacion.*’

1.- se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos y cada pozo se lavo con agua salina.

2.- Se realizé la preparacion de los glébulos rojos de carnero al 1% después de ser

lavados con PBS.

3.-Posteriormente se coloco una gota de 50 yL de PBS en cada pozo de la placa de

microtitulacién y del pozo 1 al 12 usando una micropipeta tipo Ependorf.

4.- Se colocaron 50 uL de los sueros de los ratones (CD1, et/+, et/et) empezando con el
pozo 1 y con la misma pipeta se mezcla en cada pozo y se pasan 50 pL al siguiente
pozo haciendo las diluciones hasta el pozo 11 y dejando el pozo ndmero 12 como

control negativo de la prueba.

5.- Asi mismo se colocaron 50 uL de la suspensién de los glébulos rojos de carnero al

1% en cada pozo y mezclando muy bien.

6.- Se incubaron a 37° C por 30 minutos y se realizé la lectura de cada placa.

7.- Los titulos de aglutinacion se reportaron como el inverso de la dilucion.
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8.6 Cuantificacion de ceruloplasmina.®

Es una inmunoprecipitacion en agarosa entre la ceruloplasmina del raton y su

anticuerpo homologo (anticeruloplasmina de raton obtenida en conejo).

El antigeno se difunde radialmente en la mezcla gel y su concentracion se relaciona
directamente con la medida del didmetro del anillo de precipitacién, el valor obtenido se

interpola en una curva estandar.*®

1.- Se pes6 0.2 g de agarosa y se afiadieron 20 mL de PBS, para obtener una solucién
al 1% también se agregd una pizca de azida de sodio y se fundié en el horno de
microondas durante ciclos 10 segundos.

2.- En un bafio metabdlico a 45° C se colocaron 5 tubos de ensayo, y se les afiadieron
2 mL de agarosa al 1%.

3.-Posteriormente se afiadieron a los tubos 150 pL de anticeruloplasmina y agitaron en
el Vortex, se vaciaron en una placa de Falcon, evitando la formacién de burbujas hasta
solidificar, a continuacién se perforaron cuatro hoyos con un sacabocado en los cuatro
puntos cardinales.

4.- En cada pozo se coloco 5 pL del suero problema (CD1, et/+, et/et) se dejaron
reposar a temperatura ambiente por 30 minutos y se guardaron en refrigeracion.

5.-Se realizo la lectura de las placas a las 48 horas.
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8.7 Determinacion de nitritos por el método de Griess.**

Método

Plateado del cadmio para reducir nitratos a nitritos.

1. A 30 tubos de 13x100 se colocaron 0.5 g de cadmio metdlico, el cadmio se

plate6 agregando 2 mL de solucién acuosa de sulfato de cobre al 15% vy agitar

por 10 minutos.

En una plataforma de agitacion (roker platform).

2. Se lavaron 3 veces con agua destilada para eliminar el cobre, centrifugando a

3500 rpm por 5 minutos.

3. Se hizo un dltimo lavado con HCI 0.1 N para remover el hidréxido de cadmio,

centrifugando a 3500 rpm durante 5 minutos.

4. Después se lavo el cadmio con NH4CI al 5% a un pH 9, acompafiado con borato

de sodio.

Preparaciéon de la muestra

1.-A los 100 pL de las muestras de suero obtenidas de los ratones (CD1, et/+, et/et)

se agregaron 300 pL de agua destilada y se agitaron.

2.- Se adicion6 20 pL de sulfato de zinc, se mezclo y posteriormente se

centrifugaron a 10 000 rpm durante 5 minutos.

3.- A los tubos con cadmio activado se le tiré el NH4Cl (provenientes del paso 4 del

plateado de cadmio) y se adiciono el sobrenadante de la centrifugacion del paso 1.
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4.-Los tubos se taparon con Parafilm y se colocaron en una plancha de agitacion

horizontal por 15 minutos.

5.- Se centrifugaron a 3500 rpm por 5 minutos, se tomo6 200 pL del sobrenadante

para el ensayo de la muestra siguiente.

6.- Se prepar6 una solucion de 2 pg/mL de nitrito de sodio

7.-Posteriormente se determino la concentracion de nitritos en el suero problema y

se reportaron los resultados con la utilizacion de la curva patrén de nitrito de sodio.

Curva patrén para determinacion de nitritos por latécnica de Griess

Tubo Estandar pL Agua destilada pL
1 0 900
2 100 800
3 200 700
4 300 600
5 400 500
6 500 400
Muestra 200 del sobrenadante 700

Adicionar 50 uL de sulfanilamida. Incubar 10 minutos.

Adicionar 50 uL del reactivo de NED, mezclar e incubar por 30 minutos.

Leer a 540 nm.
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8.8. Técnicas de laboratorio

e indices relativo
- Se pesaron los ratones antes de ser sacrificados
- Después de sacrificar los animales se extrajeron los 6rganos (bazo, corazén,
higado y rifion) y se peso cada uno de ellos para obtener la relacion de peso
organo/raton.

- Se realiz6 el siguiente calculo:
(Peso del 6rgano/Peso del raton) x 100 = Peso relativo de los 6rganos.

Esto nos permitié realizar una comparacion de medias de los grupos tratados con los
testigos, buscando una diferencia significativa (p<0.05), que nos ayudo a determinar si

existe algun dafio en los 6rganos involucrados.

8.9 Disefio estadistico

El estudio estadistico de los datos obtenidos se llevo a cabo en el programa SPSS para
ambiente de Windows V.21 mediante un andlisis de varianza para datos paramétricos,

Anova.*

En las pruebas paramétricas se aplicé el criterio de homogeneidad de varianza (p<0.05
por la prueba de Bartlett) y que los datos mostraron una distribucién normal; mientras
que la no paramétrica se aplicé cuando no hubo homogeneidad de varianza (p<0.05 por

la prueba de Bartlett) o que no se cumpliera el supuesto de normalidad de los datos.

Mediante el uso del programa de Sigma Plot versién 12 para Windows se obtuvieron las

siguientes graficas que se presentan en los resultados.
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10. RESULTADOS

10.1 Extracto
La cantidad de extracto sélido que se obtuvo a partir del bulbo de Allium cepa L que

inicialmente peso 372.5g fue de 33.3g por lo que se determiné que el rendimiento de la

extraccion fue de 8.9%.

10.2 indice relativo

Considerando que la administracién de cualquier sustancia puede generar dafios
asociados a lesiones en algunos 6érganos involucrados (higado, rifidn, corazén y bazo)
que trae por resultado alteraciones en sus funciones fisiolégicas, se realizé la extraccion
de estos 6rganos con una muestra de 30 ratones, 7 desnudos (et/et), 8 portadores
(et/+), 8 progenitores(+/+) y 7 ratones testigos (CD1), se realizd un andlisis estadistico,
este se hizo por medio del peso relativo de cada 6rgano en relacion al peso corporal
del raton, llamado indice relativo en el que se encontré una diferencia estadistica para
el bazo (p=0.02) y para el riidn (p=0.01) con respecto a los ratones testigos (cuadro 1,

grafica 1y 2).

Cepas Ratones
Desnudos et/et
Portadores et/+
Progenitores +/+
Testigos CD1
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10.2.1 Comparacion de medias con respecto al indice de cada 6rgano.

Indice Media Error tipico Significancia
Desnudos 7 ,45829 ,026079
Bazo Portadores 8 44125 ,020874
Progenitores 8 ATTT5 ,015527 0,002
Testigos 7 ,59257 ,040252
Desnudos 7 54814 ,026836
Corazéon Portadores 8 ,63650 ,024488 0,232
Progenitores 8 ,51350 ,026597
Testigos 7 , 46400 ,039344
Desnudos 7 1,80657 ,055162
Rifén Portadores 8 1,73150 ,037368 0,001
Progenitores 8 1,45700 ,053318
Testigos 7 1,28686 ,075687
Desnudos 7 5,92386 , 253637
Higado Portadores 8 6,07375 ,301105 0,956
Progenitores 8 6,05575 , 145592
Testigos 7 6,13786 ,343524

Cuadro 1. Presenta el andlisis estadistico mediante ANOVA y prueba Tukey como Post hoc.
La diferencia de las medias es significativa a p<0.05 con una confianza del 95%.
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10.2.2 Grafico de las medias significativas (p<0.05) para indice relativo del
bazo.

Usando el programa Sigma Plot version 12.0 para Windows se obtuvieron

las siguientes gréficas.

0,7

0,6 T

0,5

0,4

0,3

indice esplénico

0,2 1

0,1

0,0 T T T T
Desnudos Portadores Progenitores Testigos

Grupos

Grafica 1. Los valores representa las medias del indice esplénico de ambos grupos de ratones,
contrastados con su error tipico, obteniendo una diferencia significativa p=0.002 (ANOVA).
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10.2.4 Grafico de las medias significativas (p<0.05) para indice relativo del
rinon.

2,0
T
-
1,5 4 T
T

©
o
—_
o 1.0 1
Qo
-
R=

0,5

O, 0 T T T T

Desnudos Portadores Progenitores Testigos

Grupo

Gréfica 2. . Los valores representa las medias del indice renal de ambos grupos de ratones,
contrastados con su error tipico, obteniendo una diferencia significativa p=0.001 (ANOVA).
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10.3 Células formadoras de anticuerpo

Con la finalidad de evaluar la respuesta primaria (IgM) en los ratones administrados con

el extracto se utiliz6 un grupo de 28 ratones, 7 de cada grupo incluyendo el grupo

testigo y utilizando el método descrito por Jerne. Los resultados obtenidos mediante el

analisis estadistico mostraron un menor niumero de CFA/millén de células nucleadas en

los animales tratados, indicando una diferencia significativa (p=0.02) en comparacién

con los animales testigos y coincidiendo con los valores obtenidos en CFA/bazo

(p=0.01) ya que los valores son menores p<0.05 (cuadro 2, gréficas 3y 4).

10.3.1 Comparacion de medias de las CFA/millén de células nucleadas y

CFA/bazo.

A e e

Millbn Desnudos 7 119.1943 18.03704
Portadores 7 84.5657 22.47446 0.002
Progenitores 7 108.0814 28.04053
Testigos 7 671.8014 215.11262

Bazo Desnudos 10400.0000 2289.52064

7
Portadores 7 9257.1429 2227.83871 0.001
Progenitores 7 6971.4286 1519.04016
Testigos 7 65714.2857 9163.78557

Cuadro 2. Analisis estadistico mediante ANOVA y prueba Tukey como Post hoc.
La diferencia de las medias es significativa a p<0.05 con una confianza del 95%.
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10.3.2 Grafico de las medias significativas (p<0.05) para las CFA/millén de
células nucleadas.
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Grafico 3. Representa las medias de las CFA/millon de células nucleadas contrastadas con su

error tipico teniendo una diferencia significativa (0.002 < 0.05) con respecto al grupo testigo.
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10.3.3 Grafico de las medias significativas (p<0.05) para las CFA/bazo.
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Gréfico 4. Representa las medias de las CFA/bazo contrastadas con su error tipico teniendo

una diferencia significativa (p= 0.002) con respecto al grupo testigo.
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10.4 Hemaglutinacion

Con el propésito evaluar el estimulo antigénico y la produccién in vitro de anticuerpos
por las células B y la posterior medicion anticuerpos secretados por los ratones, con un
total de 30 muestras de suero de ratdén, 7desnudos (et/et), 8 portadores (et/+), 8
progenitores (+/+) y 7 testigos (CD1), los resultados obtenidos revelaron mayores
titulos en los ratones administrados con el extracto Allium cepa L mostrando una
diferencia significativa de p=0.012 en comparacion con aquellos que se tomaron como

grupo testigo (cuadro 3, grafica 5).

10.4.1 Representa las medias del inverso del titulo en hemaglutinacién

Desnudos 7 68.57 10.882
Portadores 8 69.00 18.075 0.012
Progenitores 8 30.00 7.672
Testigos 7 21.71 3.790

Cuadro 3. Analisis estadistico mediante ANOVA y prueba Tukey como Post hoc.
La diferencia de las medias es significativa a p<0.05 con una confianza del 95%.
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10.4.2 Grafico de las medias significativas (p<0.05) del inverso del titulo en
hemaglutinacion.
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Grafico 5. Representa las medias del inverso de la dilucién del titulo en hemaglutinacién en
ambos grupos de ratones contrastados con su error tipico teniendo una diferencia significativa

p=0.012 con respecto al grupo testigo.
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10.5 Células de cavidad peritoneal.

Con la intencion de medir la cantidad de células monocito-macréfago como primera
linea de defensa contra agentes patdgenos, estas células se originan en la médula
O0sea a partir de las células formadoras de granulocitos-monocitos (GM-CFU) de la serie
mieloide, se realizd un exudado peritoneal con un grupo de 30 ratones, 7desnudos
(et/et), 8 portadores (et/+), 8 progenitores (+/+) y 7 testigos (CD1), los resultados
obtenidos mostraron que los animales tratados tuvieron una menor cantidad de células
en cavidad peritoneal cuando se compara con los animales testigos indicando un efecto

antiinflamatorio del extracto administrado.

10.5.1 Comparacion de medias de las células de cavidad peritoneal.

Desnudos 7 987.00 33.80

Portadores 8 737.50 22.65 0.001
Progenitores 8 650.00 75.59

Testigos 7 1557.14 181.26

Cuadro 4. Analisis estadistico mediante ANOVA y prueba Tukey como Post hoc.
La diferencia de las medias es significativa a p<0.05 con una confianza del 95%.
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10.5.2 Grafico de las medias significativas (p<0.05) para las células de

cavidad peritoneal.
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Gréfico 6. Representa las medias en las células de cavidad peritoneal en ambos grupos de

ratones contrastados con su error tipico teniendo una diferencia significativa p=0.001 con

respecto al grupo testigo.
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11. ANALISIS DE RESULTADOS

Con base en los resultados del presente estudio, se encontrd que el indice esplénico
representado en la grafica 1, no muestra diferencia estadistica significativa con respecto
a la media de las tres especies de ratones et/et, et/+ y +/+ que fueron tratados con el
extracto de Allium cepa L, sin embargo, esta es menor con respecto a la media obtenida
por parte de los ratones utilizados como testigos. El indice esplénico menor en los
animales tratados nos sugiere un efecto anti-inflamatorio del extracto de Allium cepa L.
En la grafica nimero 2 el analisis estadistico no mostré ninguna diferencia significativa
entre los grupos lo que nos indica que el tratamiento con Allium cepa L no tiene efecto
en el indice renal. En las graficas 3 y 4 se puede observar que los ratones tratados
responden a una regulacién inmunoldgica teniendo un menor numero de células
formadoras de anticuerpo. Este extracto tiene efecto sobre la calidad de la respuesta
inmune ya que en la grafica 5 se observa que los animales tratados que tuvieron menor
cantidad de CFA muestran un titulo mayor de anticuerpos en una respuesta secundaria,
en relacién al grupo testigo. En la grafica nimero 6 tenemos la cuantificacion de
macrofagos peritoneales y los animales tratados mostraron menor cantidad de células
en cavidad peritoneal cuando se compara con los resultados de los animales testigos,
esto nos sugiere un efecto antiinflamatorio del extracto. Por otro lado los resultados
encontrados en la cuantificacion de ceruloplasmina sérica (proteina de fase aguda), los
niveles de nitritos, indicadores de la generacion de Oxido nitrico, debido a que los
nitritos y nitratos son las formas estables del éxido nitrico, asi como la capacidad de las

células peritoneales de reducir el NBT, nos indican que la administracion diaria del
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extracto acuoso de Allium cepa L no tuvo efecto toxico ni pro-inflamatorio, en los

parametros estudiados.
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12. CONCLUSIONES

- La administracién del extracto acuoso de Allium cepa L tiene efecto inmuno-

regulador.

- El extracto acuoso de Allium cepa L presenta efecto anti-inflamatorio.

- La administracién del extracto acuoso de Allium cepa L no muestra signos de

ser toxico, ni pro-inflamatorio, en el modelo y animales usados.
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13. RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

» Realizar un estudio fitoquimico para determinar especificamente cuales son las

sustancias que inducen tales efectos.

» Realizar una separacion electroforética de las proteinas séricas de los ratones

tratados para determinar si existe estados patoldgicos en las proteinas séricas.
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15. ANEXOS

1. Resultados no significativos (p>0.05) de las absorbancias

obtenidas en la prueba reduccion de NBT por espectrofometria.

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media tipica Minimo Maximo
Fagocitosis 29 ,07983 ,017758 ,045 ,118
Reposo 29 ,04683 ,023019 ,011 ,105
Cepas 29 2,5172 1,12188 1,00 4,00
Rangos
Cepas Rango
N promedio

Fagocitosis Desnudos 7 15,86

Portadores 7 17,14

Progenitores 8 16,75

Testigos 7 10,00

Total 29
Reposo Desnudos 7 15,43

Portadores 7 8,86

Progenitores 8 17,25

Testigos 7 18,14

Total 29

Estadisticos de contraste™”
Fagocitosis Reposo

Chi-cuadrado 3,272 5177
Gl 3 3
Sig. asintot. ,352 ,159

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: Cepas
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2. Resultados no significativos (p>0.05) en el ensayo de

ceruloplasmina.

Estadisticos descriptivos

Estadisticos de contraste®”

Ceruloplasmina

Chi-cuadrado
Gl
Sig. asintot.

5,561
3
,135

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: cepa

Desviacion
N Media tipica Minimo Maximo
Ceruloplasmina 30 48,5100 4,10293 40,50 59,40
Cepa 30 2,5000 1,10641 1,00 4,00
Rangos
cepa Rango
N promedio

Ceruloplasmina Desnudos 7 14,79

Portadores 8 21,38

Progenitores 8 12,69

Testigos 7 12,71

Total 30
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3. Tabla de resultados no significativos (p>0.05) en el ensayo de nitritos.

Rangos
Cepas Rango
N promedio

Concentracion Desnudos 7 12,29

Portadores 8 17,75

Progenitores 8 15,88

Testigos 5 10,20

Total 28

Estadisticos descriptivos

Desviacion
N Media tipica Minimo Maximo
Concentracién 28 4,50136 3,137210 1,312 14,500
Cepas 28 2,39286 1,065947 1,000 4,000
Estadisticos de contraste®”
Concentracion
Chi-cuadrado 3,346
Gl 3
Sig. asintot. 341

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: Cepas
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Figura 6. Célula formadora de anticuerpo de raton CDL1.
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Figura 8 y 9 Muestras de los PMN de cavidad peritoneal en fagocitosis y en reposo de los
ratones CD1 en la practica de NBT.
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