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» Resumen — Castro, Juan F.; Nora B. Muruaga. 2015. “Actividad de infusiones de
plantas comerciales de uso medicinal sobre el sistema de complemento de conejo”. Lilloa 52
(2). El complemento es un componente de la inmunidad de muchos organismos y con dife-
rentes vias de activacion. El objetivo de este trabajo fue comprobar el efecto de plantas
comerciales de uso medicinal sobre la actividad in vitro del sistema de complemento de su-
ero de conejo inmunizado con eritrocitos de otra especie de mamifero. De un total de 26
plantas analizadas, 13 mostraron un efecto claramente inhibitorio del sistema de comple-
mento, 2 no tuvieron diferencia con el control y 11 mostraron un efecto amplificador de la
actividad del sistema del complemento. El tratamiento con calor del suero inmune de conejo
inhibe la actividad del complemento sin afectar la actividad aglutinante sobre los glébulos rojos
incluso en una dilucién de 1/64, lo que indica la presencia de anticuerpos anti-glébulos rojos
humanos
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> Abstract — Castro, Juan F.; Nora B. Muruaga. 2015. “Activity of the medicinal com-
mercial herb infusions on the rabbit complement system”. Lilloa 52 (2). Complement is a
component of the immunity of many organisms and with different activation pathways. The aim
of this paper was to test the effect of medicinal herbs on in vitro activity of complement
system of rabbit serum immunized with erythrocytes from other mammalian species. Of 26
herbs analyzed, 13 showed a inhibitory effect, 2 showed no difference with control, and 11
showed an amplifying effect of hemolytic activity of complement system. Immune rabbit serum
heating was inhibitor of complement activity but was not able to affect the binding of red
blood cells even at dilution of 1/64, indicating the presence of antibodies anti- human red
blood cells.
Keywords: Complements; Herbs; Immune; Medicinal; Rabbit.

tres procesos inicialmente distintos: la via
clasica, la via alterna y la via de las lectinas.
La via clasica de activacién requiere la
unioén del antigeno al anticuerpo. El anticuer-
po generalmente es una inmunoglobulina de

INTRODUCCION

El sistema de complemento forma parte
de los mecanismos de defensa de los verte-
brados contra diferentes organismos patdge-

nos. Este sistema esta formado por una cas-
cada enzimatica que tiene como finalidad la
destruccion de microorganismos. La mayor
parte de los componentes de sistema de com-
plemento son proteinas plasmaticas y solo
una parte son proteinas de membranas (Re-
gueiro y Lopez Larrea, 1998). Para llevar a
cabo su actividad litica, el complemento
debe activarse lo cual se efectua mediante
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tipo M o G, que al unirse al antigeno provo-
ca la activacion del componente C1 de este
sistema. La via alterna no necesita la unién
antigeno-anticuerpo para activarse. En este
caso el factor C3 se une al antigeno y se pro-
duce la activacién de la cascada. La via de
las lectinas se activa, como la via clasica a
partir del C1, pero uniéndose a lectinas y no
a anticuerpos. Las tres vias convergen en el
complejo de ataque de membrana, que es un
conjunto proteico que tiene como finalidad
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producir la muerte celular del microorganis-
mo. La activacién por la via clasica es la
mas comun en los mamiferos e implica la
exposicién previa a los antigenos del orga-
nismo patdgeno y la generacién de anticuer-
pos especificos contra éste (Regueiro y Lo-
pez Larrea, 1998). En los vertebrados poiqui-
lotermos se ha observado la activacién de la
via alterna, por contacto con células extra-
fias (Yamada y Kiyohara, 1999). Ello se ha
descripto en peces (Suner y Tort, 1994), anfi-
bios (Fernandez, 1986), y en reptiles (Fer-
nandez y Saad de Schoos, 1990). En nuestro
laboratorio hemos comprobado la actividad
litica espontanea contra eritrocitos de ma-
miferos por parte de la via alterna del siste-
ma del complemento de tortuga (Castro y
Fernandez, 2009).

Las plantas medicinales son usadas desde
tiempos ancestrales en diferentes pueblos en
el tratamiento de diferentes enfermedades y
dolencias. Su aplicacion es variada y su
aporte a la farmacologia y a la medicina es
verdaderamente importante (Alonso, 2007;
Makrides, 1998; Molares y Ladio, 2009; Nd-
halala et al., 2009; Sadr Lahijani et al.,
2006; Tsirkin, 1985). La relacién entre los
efectos farmacolodgicos de las plantas medi-
cinales y los procesos fisiologicos subyacen-
tes es un campo de investigacion muy activo
porque permite comprender los fundamentos
de su funcionamiento a nivel celular y mole-
cular.

El objetivo de este trabajo fue comprobar
el efecto de plantas comerciales de uso me-
dicinal sobre la actividad in vitro del siste-
ma de complemento de suero de conejo in-
munizado con eritrocitos de otra especie de
mamifero.

MATERIALES Y METODOS

En todos los casos en los ensayos de este
trabajo se realizaron por triplicado.

Se realizaron los correspondientes contro-
les para asegurar que el suero de conejo no
inmunizado no lisa los eritrocitos humanos.

Buffers utilizados.— PBS (buffer fosfato sali-
no): NaClI 6,8 g/1; Na,HPO, 1,4 g/1; KH,PO,
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0,43 g/1. Buffer complemento: Na Cl 140
mM, Tris (trishidroximetilaminometano) 10
mM, Ca CI, 0,1 mM, Mg CI, 0,1 mM. Buffer
EDTA: Na Cl 140 mM, Tris 10 mM, EDTA
(etilendiamino-tetraacético) 5 mM.

Suero inmune de conejo.— Se usaron cone-
jos adultos Oryctolagus cuniculus L. (Lepori-
dae — Lagomorpha) criados en el laborato-
rio. Estos fueron inoculados con una suspen-
sién al 50% de gldbulos rojos humanos con
adyuvante de Freud’s completo (ACF) (Sig-
ma Inc.) en la parte dorsal de los animales.
Una semana después de la primera inmuni-
zacioén se le inyectaron 500 ul de glébulos
rojos humanos sin ACE Se repitio este paso a
las 4 y 8 semanas. Al finalizar el periodo de
10 semanas se extrajo sangre de la vena
marginal de la oreja y se separ6 el suero in-
mune que se utilizé para los ensayos.

Globulos rojos humanos.— Se extrajo sangre
humana utilizando heparina al 10% como
anticoagulante. Se centrifugd la sangre y los
globulos rojos sedimentados se lavaron 3
veces con PBS. Posteriormente se realiz6 una
suspensién al 5% en buffer complemento.

Plantas medicinales.— Las muestras fueron
adquiridas en una herboristeria en San Mi-
guel de Tucuman. Sélo se usaron para este
trabajo aquellas que resultaron de autentici-
dad comprobada (utilizando microscopio
esterioscdpico), las cuales, en numero de 26,
se detallan en la Tabla 1.

Preparacion de extractos.— Se hicieron infu-
siones usando 2 g de la droga vegetal en 20
ml de agua corriente. Se llevo el agua hasta
ebullicidn, se retird de la fuente de calor y se
agrego la droga vegetal previamente pesada.
Se dejo reposar por 30 min y se extrajo la
infusién usando papel de filtro. La muestra
de infusién obtenida se guardé a -10°C hasta
su utilizacion (Castro y Fernandez, 2009;
Castro y Muruaga, 2015).

Efecto de los extractos o infusiones sobre el
complemento.— Con todas las plantas medi-
cinales analizadas se procedi6 de la misma
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manera. Los ensayos se hicieron por triplica-
do. Se procedié de acuerdo con la Tabla 2 en
el cual las columnas representan los pasos
sucesivos de los ensayos. El efecto Inhibidor,
determinado como porcentaje de la hemoli-
sis original producida por el complemento
(medida como aumento de D.O. a 450 nm),
correspondio al cambio producido por dos
volumen de infusién mas cinco volumenes de
suero de conejo al 10%, sobre un volumen de
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una suspensién de eritrocitos de mamiferos
al 5% en el buffer complemento. Hemos de-
signado como 1 (una) unidad de inhibicion
a una disminucién de un 1% en los valores
de la hemdlisis sin agregados.

Determinacion de la via de actividad comple-
mentaria del suero inmune de conejo.— Se
utilizé un suero inmune inactivado por calor
y un suero no inmune sin inactivar en sucesi-

Tabla 1. Listado de plantas utilizadas como antiinflamatorio en medicina popular. Mezcla (a):
trozos de tallo, hoja y fruto (sin flor). Mezcla (b): trozos de corteza, trozos de tallo, hoja,
fruto y flor o inflorescencia. (c): trozos de rama, hoja fruto y flor.

Familias Taxones Nombres vulgares | Partes utilizadas
Acoraceae Acorus sp. Acoro Rizoma
Schinopsis lorentzii (Griseb.) Quebracho
Anacardiaceae Engl. colorado Corteza
Aristoloquiaceae Aristolochia elegans Mast. Mil hombres Tallo
Asteraceae Ambrosia elatior L. Altamiza Mezcla (c)
Asteraceae Senecio sp. Chachacoma Mezcla (c)
Asteraceae Matricaria chamomilla L. Phil. Manzanilla Mezcla (c)
Achyrocline satureioides (Lam.)
Asteraceae DC. Marcela Mezcla (c)
Brassicaceae Lepidium didymum L. Quimpe Mezcla (c)
Cactaceae Tunilla sp. Flor cactus Flor
Chenopodiaceae | Atriplex sp. Cachiyuyo Hoja
Fabaceae Erythrina sp. Ceibo Corteza
Geoffroea decorticans (Gilles ex
Fabaceae Hook. & Arun.) Burkart Chanar Mezcla (b)
Fabaceae Lupinus sp. Lupines Semillas
Bauhinia forficata Link spp.
pruinosa (Vogel) Fortunato &
Fabaceae Wunderlin Pezufia de vaca Mezcla (b)
Ginkgoaceae Ginkgo biloba L. Ginco biloba Mezcla (a)
Hamamelidaceae | Hamamelis virginiana L. Hamamelis Mezcla (c)
Lamiaceae Lavandula sp. Lavanda Mezcla (c)
Lamiaceae Marrubium vulgare L. Marrubio Mezcla (c)
Minthostachys mollis (Benth.)
Lamiaceae Griseb. Peperina Mezcla (c)
Passifloraceae Passiflora sp. Pasionaria Mezcla (c)
Plantaginaceae Plantago lanceolata L. Llantén Mezcla (c)
Limonium brasiliense (Boiss.)
Plumbaginaceae | Kuntze Guaycuru Raiz
Polygonaceae Rumex pulcher L. Lengua de vaca Mezcla (c)
Urticaceae Parietaria debilis G. Forst. Parietaria Mezcla (c)
Verbenaceae Lippia turbinata Griseb. Poleo Mezcla (c)
Zygophyllaceae Larrea divaricata Cav. Jarilla Mezcla (a)
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vos ensayos para comprobar: a) la presencia
de anticuerpos especificos y b) si el sistema
de complemento no inactivado, puede lisar
las células extrafas. Para lo primero se rea-
lizé un tratamiento previo en el cual 2 ml
de suero de conejo inmunizado fue calentado
a 65°C por 30 minutos. Los ensayos llevados
a cabo se muestran en la Tabla 3.

RESULTADOS

Efecto de las plantas medicinales sobre el
complemento de conejo inmunizado.— De
un total de 26 plantas analizadas, 13 mos-
traron un efecto claramente inhibidor, 2 no
tuvieron diferencia con el control y 11 pusie-
ron en evidencia un efecto amplificador de
la actividad hemolitica del sistema del com-
plemento. Una infusién inhibié la actividad
complementaria en mas del 75%: Lepidium
didymum; dos lo inhibieron entre un 50% y
un 75%: Rumex pulcher y Marrubium vulga-
re. Por otro lado Lupinus sp. y Senecio sp,
mostraron una actividad inhibitoria entre el
50 y el 25%. En el caso de Parietaria debilis,
Ambrosia eliator, Plantago lanceolata,
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Achyrocline satureioides, Geoffroea decorti-
cans, Schinopsis lorentzii, Acorus sp. y Bau-
hinia forficata ssp. pruinosa mostraron un
efecto inhibitorio menor al 25%, pero siem-
pre claramente diferente del testigo, la acti-
vidad espontanea fisiologica del complemen-
to. Atriplex sp. y Matricaria recutita, no pre-
sentaban diferencia significativa con respecto
a la hemolisis sin tratamiento, es decir que
sus valores hemoliticos fueron muy cercanos
al 100% original (Fig. 1). Once muestras
produjeron una actividad mayor al100%; es
decir que no inhibian, sino que parecerian
aumentar el efecto hemolitico del suero de
conejo, estas son: Passiflora sp., Limonium
brasiliense, Larrea divaricata, Ginkgo bilo-
ba, Aristolochia elegans, Lippia turbinata,
Erythrina sp., Tunilla sp., Minthostachys
mollis, Lavandula sp., Hamamelis virginia-
na (datos no mostrados).

Inhibicion de la via cldsica del complemento
por plantas medicinales.— En el tratamiento
con calor del suero inmune de conejo se pue-
de observar que se inhibe la actividad del
complemento sin afectar la actividad agluti-

Tabla 2. Efecto de plantas medicinales sobre el complemento de conejo inmunizado. En todos
los casos antes de agregar los globulos rojos se incubé a bafio Maria 30 minutos a 30°C.
Luego de agregar los eritrocitos se llevd nuevamente a bafio Maria a 30°C por 45 minutos,
al terminar el tiempo se le agrego el buffer complemento-EDTA, se centrifugo a 1500 rpm

y se leyé el sobrenadante a 450 nm.

Sugro o Infusion Eritrocitos Buffer Tritén
conejo 12,5% Buffer .
en buffer de complemento Incubacioén 5% en complemento- X-100
plantas P PBS EDTA 1/1000
complemento
Hemodlisis 30 min.
con plantas 100 ul 100 ul - 30°C 100 pl 1,7 ml B}
Hemdlisis 30 min.
espontanea ) - 200 I 30°C 100 i 1,7 ml
Hemolisis 30 min.
total ° - - 30°C 100 pl 1,7 ml 200 pl
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nante sobre los globulos rojos, incluso en
una dilucién de 1/64; lo que indica la pre-
sencia de anticuerpos anti-glébulos rojos
humanos. Cuando se restituye el suero no
inmune, la actividad vuelve a ser la misma
que se muestra en el caso donde no hubo tra-
tamiento (Fig. 2). El suero no inmune, no
presenta actividad del complemento ni aglu-
tinante.

DISCUSION

En trabajos previos se ha descripto el
efecto sistema de complemento de suero san-
guineo de tortuga (Castro y Fernandez,
2009), que utiliza la via alternativa de acti-
vacién, sobre eritrocitos de rata. En este
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caso, la actividad del complemento de un
mamifero donde la via puesta a prueba es la
via clasica. En esta situacién observamos
que las infusiones de plantas medicinales
inhibieron el efecto litico, aunque también
hay algunas que parecen incrementar su ac-
tividad y seran estudiadas mas profunda-
mente.

Cabe mencionar que las plantas medici-
nales que inhiben la actividad del sistema
de complemento ponen en evidencia una
posible funcién antiinflamatoria. Ello de-
mostraria su importancia en la utilizacion
de estos efectos.

De las plantas utilizadas, el quimpe (Le-
pidium didymun) inhibi6 la via clasica de
activacion del sistema de complemento, lo

Tabla 3. Determinacién de la via de actividad complementaria de suero inmune de conejo.

sIC SIA SNI fo”r:z[ Incubacion Egtrf/fce“fs cil;:f;i Tritf/q (;3300
PBS EDTA
Tubo 1 100 pl - . 100 pl 320TiC”' 100 pl 1,7 ml .
Tubo 2 - 100 ul - 100 ul 3(3)0T(i;”' 100 yl 1,7 ml -
Tubo 3 - - 1004l | 100 i 3(3)0Té”' 100 pl 1,7 ml -
Tubo 4 50 - 50l | 100 pl 320Ti0”' 100 pl 1,7 ml -
ezs;‘:::!zsa . - . 200 yl 320T(i;n' 100 pl 1,7 ml .
Hetrzg:sis ) . _ , 320T(i:n' 100 pl 1,7 ml 200 pl
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Bauhinia forficata
Acorus sp.
Schinopsis lorentzii
Geoffroea decorticans
Achycroline satureioides
Plantago lanceolata
Ambrosia elatior
Parietaria debilis
Senecio sp.

Lupinus sp.
Marrubium vulgare
Rumex pulcher

Lepidium didymum
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Fig. 1. Efecto inhibitorio de plantas medicinales sobre la actividad del complemento del suero
sanguineo de conejo. Porcentaje de inhibicién respecto a la lisis natural. En ninguna de las
muestras la dispersion de los datos supera el 8 % de coeficiente de variaciaon.

cual representa un panorama importante de
investigacion ya que es una planta de facil
acceso en la provincia de Tucuman.

En los tultimos tiempos se ha estudiado la
relacién que existe entre diferentes patolo-
gias y las plantas medicinales de uso fre-
cuente en gran parte del mundo (Aybar et
al., 2001; Fawole et al., 2009; Genta et al.,
2009; Grau et al., 2001; Isla et al., 200; Mc-
Clatchey et al., 2009; Mukazayire et al.,
2010; Pawlaczyk et al., 2009; Pedraza-Cha-
verri et al., 2008; Pereira et al., 2009; Su-
bramanyam et al., 2009; Zampini et al.,
2009). Esto sugiere la importancia de cono-
cer cdmo actiian los componentes de las
plantas medicinales, sobre todo en los com-
ponentes de la cascada del sistema de com-
plemento. Debemos mencionar que los re-
sultados encontrados en nuestros experimen-
tos vinculados a la actividad inhibitoria son

coincidentes con las indicaciones usuales
sobre la utilizacion de estas plantas en la
medicina tradicional que atribuyen a algu-
nas de ellas efectos antiinflamatorios, lo
cual abre un panorama promisorio para
mayores estudios al respecto. Sobre todo en
la necesidad actual de la bisqueda de com-
ponentes antiinflamatorios de origen natural.
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Actividad de suero de conejo inhibido con calor
y sin anticuerpos
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Fig. 2. Actividad del suero de conejo inhibido por calor y suero sin anticuerpos. SIC: suero
inhibido con calor. SIA: suero inmune. SIN: suero no inmune. En ninguna de los tratamientos
la dispersion de los datos supera el 9,3% de coeficiente de variacién.
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