
 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA 

DE MÉXICO 

 

 

 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

ZARAGOZA 

 
INSTITUTO NACIONAL DE CANCEROLOGÍA  

 

 
“Actividad inmunomoduladora in vitro de 

extractos y compuestos de plantas 
Mexicanas medicinales” 

 

T  E  S  I  S 
 

 

QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE 

BIÓLOGO 
 

 

P      R      E      S      E      N      T      A: 

 

María del Carmen Juárez Vázquez  
 

 

Director de Tesis: 

 

Dr. Ángel Josabad Alonso Castro 

 
 
 
 
 

 

MÉXICO, D. F.              Febrero/2013 
 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Esta tesis fue realizada en el Instituto Nacional de Cancerología de la 
Subdirección de Investigación Básica en el laboratorio de “Virus y Cáncer” bajo el 
apoyo del Dr. Alejandro García Carrancá y dirección del Dr. Ángel Josabad 
Alonso Castro. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

A mis padres y hermano 
 

 “Comprender las cosas que nos rodean es la mejor preparación para 

comprender las cosas que hay más allá” 

 Hipatia (370- 415) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



AGRADECIMIENTOS 
 
Le agradezco a Dios su infinito amor, todas las alegrías, las bendiciones, por darme siempre el 
valor y la fuerza necesaria para continuar y realizar mis metas. Por el conocimiento y permitirme 
apreciar los detalles de la vida.  
 
A la Universidad Nacional Autónoma de México y a la Facultad de Estudios superiores 
Zaragoza, porque me ha permitido formarme académicamente y ser parte de una generación de 
profesionistas. 
 
Al Dr. Alejandro García Carrancá por su apoyo y permitirme integrarme al grupo de trabajo del 
Laboratorio de “Virus y Cáncer” del Instituto Nacional de Cancerología.  
 
Al Dr. Ángel Josabad Alonso Castro por su valiosa amistad, asesoría, dirección en el trabajo de 
investigación. Le agradezco su confianza, apoyo y por contribuir en mí desarrollo profesional. Por 
transmitirme el agrado por la investigación y permitirme ser independiente, una persona a la que 
aprecio y admiro. 
 
Al M. en C. Heriberto A. Valencia González por su interés, consejo académico y ayudarme 
gracias por su amistad.  
 
A los sinodales M. en C. Catalina Machuca Rodríguez, Dra. María de Lourdes García Mora, 
Dra. Hortensia Rosas Acevedo, Biól. José Misael Vicente Hernández Vázquez, por revisar el 
trabajo de tesis.  
 
A mis muy queridos Padres Isabel Vázquez, Mateo Juárez y Hermano Israel Juárez, con amor y 
respeto quienes me enseñaron a valorar cada momento, por su esfuerzo y dedicación. Gracias a 
ellos tengo la oportunidad de seguir adelante.  
 
Considero que todos mis amigos merecen una especial mención ya que forman parte 
importante de nosotros, tornando la vida más simple y bella gracias a todos. 
 
A Gabriela Olayo Vázquez porque con el tiempo y la distancia nuestra amistad ha crecido, por 
estar a mi lado y sobre todo por ser mi Nakama.  
A la Biól. Luz María Santiago López, por acompañarme en este andar hacia el conocimiento, por 
tu invaluable amistad, complicidad y aprecio incondicional gracias. 
A Carolina Cuahutle G., Araceli Uribe por su amistad, las agradables charlas y grandes 
aventuras vividas. 
A mis grandes amigos y compañeros de laboratorio:  
A la M. en C. Graciela Ruíz R. gracias por su apreciable amistad, la calidez, por tus palabras, la 
convivencia y el cariño.  
A la Dra. Elizabeth Ortiz Sánchez, por el aprendizaje compartido, gracias por creer y confiar en mí 
y sobre todo por su amistad.  
A mis muy queridos amigos cómplices de diversión, de risas, cada uno con especial cariño: 
Alejandra García, Ángel J., Pedro Rosendo C., Vincent O., Raquel, Ángel O., Miriam, Silvia, y 
demás, por brindarme momentos inolvidables y ser una nueva familia para mí, los aprecio. 
Amigos muy queridos de la Facultad con los que me divertí en cada clase y en esas salidas a 
campo Mirna, Ángel, Natalia, Ana L., Sandra, Eunice y demás gracias. 
A mis nuevos, viejos amigos y aquellos que contribuyeron en mi formación académica. 

 

“Lecciones aprendidas sin sacrificar algo no significan nada, porque no se puede obtener 
algo sin entregar nada a cambio. Si alguien puede sobreponerse al dolor de esos sacrificios 
y aprender la lección, esa persona obtendrá un corazón de acero, que es invaluable.”FMA 



RESUMEN 
 
La medicina tradicional Mexicana constituye un legado de conocimiento, el cual se 
ha ido acumulado a través del tiempo sobre la relación del hombre con las 
prácticas para prevenir, tratar y diagnosticar diversas patologías mediante el uso 
empírico de los recursos naturales. México posee una gran diversidad florística y 
el empleo de plantas en la medicina tradicional ofrece la oportunidad de encontrar 
nuevos compuestos bioactivos con potencial farmacológico que pueden modificar 
la respuesta inmunitaria. Esto permitirá una opción terapéutica a padecimientos 
como inmunodeficiencias, hipersensibilidad y autoinmunidad. 
 
En la medicina tradicional Mexicana, especies como Bursera fagaroides (H.B.K.) 
Engl. (Burseraceae), Phoradendron serotinum (Raf.) M. C. Johnst. (Viscaceae) y 
Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. (Asteraceae) han sido ampliamente utilizadas 
para tratar diferentes padecimientos y estudios avalan que poseen efectos 
farmacológicos. Sin embargo, se desconoce si estos productos naturales 
presentan efectos inmunoestimuladores. 
 
Algunos componentes celulares para llevar a cabo una eficaz respuesta 
inmunológica son los macrófagos, los linfocitos y las células NK (natural killer). Sin 
embargo, una desregulación en estas células puede ocasionar estados 
patológicos. 
 
En este trabajo se determinó en modelos celulares in vitro, diferentes 
concentraciones de los extractos de B. fagaroides, P. serotinum y del compuesto 
acetato de maturin (ACM), obtenido de P. peltatum, en la función de macrófagos 
murinos, a través de la actividad fagocítica y liberación de NO, actividad de las 
células NK y proliferación en células mononucleares de sangre periférica humana 
(PBMC) y esplenocitos murinos. 
 

Se obtuvo como resultados que los extractos de B. fagaroides, P. serotinum y el 
compuesto ACM poseen una función activadora de los macrófagos revelada por 
su actividad pinocítica, fagocítica y capacidad para modular la producción de óxido 
nítrico y mejorar la actividad de los linfocitos sobre su viabilidad. Los resultados 
sugieren la habilidad de estos productos naturales para mejorar la respuesta 
inmune, lo que supone la cooperación de estos productos naturales con las 
células natural killer y los macrófagos.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Abreviaturas 
 
 

 ACM: Acetato de Maturin  

 ANOVA: Análisis de la Varianza (del inglés Analysis of Variance) 

 BCG: Bacilo de Calmette y Guérin  

 BRMs: Modificadores de la Respuesta Biológica (del inglés Biological               
Response Modifiers) 

 COX: Ciclooxigenasa  

 CPH II: Complejo Principal de Histocompatibilidad Tipo II 

 CTL: Células T citotóxicos (CTL, citolíticos) 

 D.E: Desviación Estándar  

 D.O: Densidad óptica 

 DMSO: Dimetil Sulfoxido 

 FDA: Agencia de Drogas y Alimentos (del ingles Food and Drug 
Administration) 

 IFN-: Interferon Gamma 

 IL. Interleucina 

 K562: Células de Eritroleucemia Humana 

 L5178Y : Linfoma Murino 

 LPS: Lipopolisacáridos 

 MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 

 m.s.n.m: Metros sobre el nivel del mar 

 NK: Natural Killer 

 NO: Óxido Nítrico 

 NOS2: Óxido Nítrico Sintetasa  

 O-
2: Anión Superóxido  

 ONOO-: Anión Peroxinitrito  

 PBMC: Células Mononucleares de Sangre Periférica Humana  

 PBS: Solución Amortiguadora de Sales de Fosfato 

 p-NPP : p-nitrofenil Fosfatasa 

 RAW264.7: Línea celular de Macrófagos Murinos 

 SFB: Suero Fetal Bovino 

 SIDA: Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 

 Th: Células T Colaboradoras (del inglés T-Helper).  

 TNF-α: Factor de Necrosis Tumoral Alfa 

 VIH: Virus de Inmunodeficiencia Humana 
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Introducción  
 

El uso empírico de plantas medicinales como agentes antitumorales, antivirales, 
antiinflamatorios, antidiabéticos y antibióticos se ha incrementado en las últimas 
décadas (WHO, 2004). El interés de utilizar las plantas en la medicina tradicional 
ha permitido el descubrimiento de fármacos, a partir del aislamiento de 
compuestos bioactivos que sirven también como precursores sintéticos. Algunos 
medicamentos utilizados comercialmente, aprobados por la Food and Drug 
Administration (FDA) fueron obtenidos a partir de principios naturales, entre estos 
compuestos se encuentran la aspirina (ácido acetilsalicílico), medicamento 
diseñado a partir de la salicilina, sustancia aislada de la corteza del árbol Salix 
alba. Flavocoxid (Limbrel), la cual es una mezcla patentada de flavonoides 
obtenida de Scutellaria baicalensis Georgi y Acacia catechu Willd., se comercializa 
como “suplemento alimenticio”. En Estados Unidos esta preparación aún se 
encuentra en la fase I de ensayos clínicos como terapia para la osteoartritis de la 
rodilla. Flavocoxid contiene componentes activos con propiedades 
antiinflamatorias, cuya función  es la  inhibición de la ciclooxigenasa (COX-1 y 
COX-2) y lipoxigenasa (5-LOX). Iscador® (Viscum albumn L.) esta aprobado por la 
FDA en Estados Unidos como remedio homeopático, en la actualidad se 
encuentra en la fase II de ensayos clínicos como tratamiento complementario para 
pacientes con cáncer de pulmón. La toxicidad de Iscador® se ha demostrado 
contra células tumorales y su actividad inmunomoduladora. Asimismo, Iscador® 
posee lectinas que son capaces de inducir necrosis tumoral, aumentar la 
producción de IL-1, IL-6, las cuales son responsables de efectos 
inmunoestimuladores (Salim et al., 2008). 
 

En México se usan plantas medicinales para la atención primaria de salud en 
comunidades rurales y urbanas, donde los conocimientos etnobotánicos se han 
transmitido por generaciones. México posee una gran biodiversidad florística y 
alrededor de 3,000 especies de plantas se han reportado con propiedades 
medicinales empíricas (Linares et al., 1999), de las cuales un porcentaje pequeño 
cuenta con estudios fitoquímicos, farmacológicos y biológicos. 
 
Enfermedades del sistema inmunológico donde la respuesta inmune es ineficaz 
(inmunodeficiencia), exagerada (hipersensibilidad) o actúa contra el propio 
organismo (autoinmunidad) y padecimientos como el cáncer, han dirigido la 
búsqueda de compuestos naturales con actividad inmunomoduladora. Estos 
nuevos compuestos se espera que puedan estimular, modificar o intensificar la 
participación de factores celulares y humorales en la respuesta inmune. El término 
inmunomodulador en la medicina tradicional no existe, por lo cual es difícil 
seleccionar plantas que tengan efectos adyuvantes sobre el sistema inmune. Sin 
embargo, se ha reportado que plantas con propiedades antiinflamatorias y 
citotóxicas pueden presentar efectos inmunomoduladores (Yamada, 1991; 
Sánchez et al., 2002). Las plantas representan una fuente importante de 
compuestos inmunomoduladores (Sánchez et al., 2002). Investigaciones revelan 
que plantas medicinales y sus compuestos activos tienen la capacidad de regular 
la respuesta inmune en ensayos in vivo e in vitro, modulando la actividad de 
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linfocitos, incrementando la fagocitosis, secreción de inmunoglobulinas, liberación 
de moléculas como la histamina y citocinas (Patwardhan y Gautam, 2005). 
Algunas plantas Mexicanas que han mostrado efectos inmunomoduladores son las 
especies Carica papaya (papaya), la cual reduce la producción de IL-2 e IL4 en 
células mononucleares de sangre periférica mejorando su actividad citotóxica en 
células K562 (Otsuki et al., 2010).  En el mismo estudio se demostró que Carica 
papaya mejoró la expresión de genes inmunoreguladores tales como CCL2, 
CCL7, CCL8 y SERPINB2. Por otro lado, Persea americana (aguacate) posee una 
actividad proliferativa en linfocitos T de ratas en pruebas in vitro (Gomez-Flores et 
al., 2008). Lophophora williamsii (Peyote) activa la producción de oxído nítrico en 
macrófagos murinos, estimula la proliferación de linfocitos del timo murinos, 
incrementa las señales de ARNm para las citocinas inflamatorias IL-1, IL-6 e IL-8 
en linfocitos de humano (Franco-Molina et al., 2003). 
 
En la medicina tradicional Mexicana, especies como Bursera fagaroides (H.B.K.) 
Engl. (Burseraceae), Phoradendron serotinum (Raf.) M. C. Johnst. (Viscaceae) y 
Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. (Asteraceae) han sido ampliamente utilizadas 
para tratar diferentes padecimientos y estudios realizados avalan que poseen 
diversos efectos farmacológicos (Puebla-Pérez et al., 1998; Alarcon et al., 2010; 
Jacobo-Salcedo et al., 2011). Sin embargo, aún no se conoce bien el efecto que 
tienen estas plantas sobre el sistema inmune.  
Bursera fagaroides (Burseraceae) se utiliza tradicionalmente para combatir la 
diarrea, fiebre, gingivitis, tos y sarampión (Yasunaka et al., 2005) y se ha 
reportado que  posee la  capacidad de disminuir el crecimiento tumoral del linfoma 
murino L5178Y en ratones (Puebla-Perez et al., 1998). Así mismo se ha descrito 
que Bursera fagaroides podría presentar propiedades inmunoestimuladoras 
(Puebla-Perez et al., 1998). Phoradendron serotinum (Raf.) M. C. Johnst. 
(Viscaceae) es utilizada tradicionalmente como analgésico, antiviral, 
anticancerígeno, antidiabético, infecciones del tracto urinario, dismenorrea 
(Jacobo-Salcedo et al., 2011). Psacaliumn peltatum (Asteraceae) se ha empleado 
principalmente como hipoglucemiante y se reporta que tiene efectos 
antiinflamatorio y antioxidante por la presencia del alcaloide maturin (Alarcon et al., 
2010). De acuerdo con Alarcon et al., (2010), esta especie también podría tener 
efectos inmunoestimuladores. 
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Marco teórico 
 
1. El sistema inmune 
 

El sistema inmune está constituido por células y mediadores moleculares 
responsables de la protección del huésped frente a sustancias extrañas, mediante 
el reconocimiento e inicio de una respuesta global y coordinada, destinada a 
eliminar patógenos. 
La respuesta inmune se divide en dos categorías: la respuesta innata (natural, no 
específica) y la respuesta inmune adaptativa (adquirida, específica) (Roitt et al., 
2003; Abbas et al., 2004; Twycross y Aickelin, 2010). Los mecanismos 
moleculares y celulares de la inmunidad innata y adquirida participan de manera 
integrada para mantener la homeostasis y protección del huésped (Abbas et al., 
2004; Chaplin, 2010), 
La respuesta inmune innata constituye la primera línea de defensa ante 
microorganismos. Sin embargo, es incapaz  de  reconocer diferencias específicas 
entre sustancias extrañas y no genera memoria. Las células que participan  en la 
respuesta inmune innata son barreras anatómicas, físicas, químicas, así como las 
células NK (natural killer), fagocitos mononucleares (monocitos, macrófagos, 
células dendríticas) y fagocitos polimorfonucleares (mastocitos, eosinófilos, 
neutrófilos, basófilos), los cuales liberan factores humorales, colectinas, 
interferones, quimiocinas y sistema del complemento (Abbas et al., 2004; Chaplin, 
2010) (Fig. 1A). 
La respuesta inmune adaptativa actúa hasta que existe un reto antigénico para el 
organismo, cuando la respuesta inmune innata es superada ante la infección de 
determinado patógeno. Por lo cual, la respuesta inmune adaptativa es un 
mecanismo mucho mas evolucionado, presenta alta especificidad a distintos tipos 
de agentes infecciosos y tiene la capacidad de recordar y responder con más 
intensidad tras exposiciones repetidas a mismos patógenos (Parkin y Cohen, 
2001; Chaplin, 2010). Los componentes principales de la respuesta inmune 
adaptativa son los linfocitos B, T y sus productos de secreción (Fig. 1B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Células y factores humorales que participan en la respuesta inmune innata (A) y 
adaptativa (B). 
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1.1. Mediadores celulares de la respuesta inmune  
 
Linfocitos 
 
Los linfocitos son las células principales que participan en la respuesta inmune 
adaptativa y se caracterizan por su especificidad en reconocer determinados 
antígenos (Parkin y Cohen, 2001; Abbas et al., 2004; Goldsby et al., 2004). Se 
pueden distinguir distintos subtipos de linfocitos que difieren en función y 
productos proteicos (Fig. 2A).  
-Linfocitos B. Son células capaces de producir anticuerpos (inmunoglobulinas) en 
los mamíferos. La función del linfocito B es reconocer el antígeno específico para 
después multiplicarse y diferenciarse a células plasmáticas y producir moléculas 
solubles del receptor (anticuerpos) que se unen al antígeno (Parkin y Cohen, 
2001, Roitt et al., 2003). 
-Linfocitos T. Los precursores de los linfocitos T, provienen de la médula ósea 
pero migran y maduran en el timo. Su función es liberar citocinas e interactuar con 
otras células. Sin embargo, sólo son capaces de reconocer su antígeno cuando es 
presentado en la superficie de otra célula por las moléculas del Complejo Principal 
de Histocompatibilidad (CPH tipo I y II) (Roitt et al., 2003; Chaplin, 2006).  
Los linfocitos T se dividen en subgrupos: 
-Células T colaboradoras (Th, del inglés T-Helper). Interaccionan con las células B 
para estimular su proliferación, diferenciación y síntesis de anticuerpos, además 
colaboran con fagocitos mononucleares para destruir patógenos intracelulares. 
-Células T citotóxicas (citolíticos,CTL). Se encargan de destruir células infectadas 
por patógenos intracelulares, células infectadas con virus, células tumorales, etc. 
-Linfocitos NK (natural killer, citolíticos naturales). Derivan de la médula ósea, se 
encuentran en la sangre, en tejidos linfoides, especialmente en el bazo y 
participan en la inmunidad innata. Los linfocitos NK poseen gránulos que 
contienen perforinas, granzimas y proteoglicanos. Los receptores que presentan 
estas células son diferentes al linaje de las células B y T. Los linfocitos NK 
expresan moléculas de la superfamilia de las inmonoglobulinas (Ig), reconocen y 
destruyen a células tumorales y células infectadas con virus (Roitt et al., 2003; 
Goldsby et al., 2004; Chaplin, 2006; Chaplin, 2010) (Fig. 2B). 
 
Fagocitos mononucleares 
 
El sistema mononuclear fagocítico comprende células que tienen origen en la 
médula ósea y su principal función es la fagocitosis de microorganismos 
patógenos. 
Los monocitos son células que se derivan de un precursor mieloide que da origen 
a un  promonocito y más tarde a monocitos sanguíneos que abandonan la médula 
ósea para entrar a circulación. Los monocitos migran hacia diferentes tejidos para 
diferenciarse en macrófagos específicos dependiendo de sus funciones y 
localización. 
La principal función efectora del macrófago en la inmunidad innata es fagocitar y 
sintetizar citocinas que activan y reclutan a otras células inflamatorias. También 
participan en la inmunidad adaptativa, son activadas por las células T estimuladas 
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por antígenos, así mismo actúan como células presentadoras de antígenos 
(Goldsby et al., 2004) (Fig. 2C). 
 
Fagocitosis y Pinocitosis  
 
Existen dos formas en el que las células introducen partículas por medio de 
invaginación de su membrana formando vesículas: fagocitosis y pinocitosis.  
 
La fagocitosis es el proceso conservado filogenéticamente e importante dentro de 
la inmunidad innata en el cual leucocitos polimorfonucleares (neutrófilos) y  
macrófagos ingieren y eliminan partículas grandes (Chaplin, 2006),  cuyo tamaño 
es mayor de 1 μm, agentes infecciosos, células senescentes y los desechos 
celulares (Greenberg  y Grinstein, 2002). 
 
La fagocitosis tiene dos finalidades en la respuesta inmune: introducir al agente 
extraño dentro de vesículas denominadas fagosomas, que luego se unirán con los 
lisosomas, formando el fagolisosoma que contiene enzimas hidrolíticas. La 
segunda, la presentación de antígenos, que consiste en tomar los péptidos 
antigénicos de los microorganismos y separarlos para luego poder procesarlos y 
unirlos a las moléculas del CPH II (Complejo Principal de Histocompatibilidad tipo 
II). Este proceso contribuye a que las células B que han sido activadas produzcan 
y liberen anticuerpos específicos que se unirán a los antígenos, lo cual ayuda a 
reclutar macrófagos que los eliminaran con eficacia (Abbas et al., 2004) (Fig. 2C). 
 

La pinocitosis se refiere a la absorción de fluido y solutos mediante la formación de 
vesículas pinocíticas, también es conocida como macropinocitosis cuando la 
célula es capaz de captar grandes volúmenes de fluido en el que no intervienen 
receptores y permite internalizar antígenos. Esta actividad endocítica es 
característica de las células dendríticas, mientras que en macrófagos y células 
epiteliales solo se induce a través de la activación celular (Aderem y Underhill, 
1999). 
 

1.2. Mediadores moleculares implicados en la respuesta inmune  
 
Producción de Óxido Nítrico (NO) por macrófagos  
 
Células fagocitarias como macrófagos y neutrófilos participan en la defensa 
antimicrobial y antitumoral por medio de la liberación de moléculas altamente 
toxicas como intermediarios de nitrógeno reactivo (INR) y especies reactivas de 
oxígeno (ERO) (Fig. 2C). 
El óxido nítrico (NO) es producido por macrófagos a través de la óxido nítrico 

sintetasa (NOS2), la cual es activada por la inducción de citocinas (IFN- y TNF-α), 
citocinas inhibidoras (IL-4, IL-10, IL-13), producto de células Th1 o Th2, 
componentes microbianos y otros estímulos inmunológicos (Bogdan et al., 2000; 
Bogdan, 2001). 
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El NO es sintetizado a partir del aminoácido L-arginina y el oxígeno molecular  por 
la actividad enzimática de la óxido nítrico sintetasa (iNOS o NOS2) y se requiere 
de NADPH como donador y sustrato (Bogdan et al., 2000). El NO también puede 
combinarse con el anión superóxido (O-

2) para formar anión peroxinitrito (ONOO-), 
un agente oxidante con actividad citotóxica que puede nitrosilar residuos de 
tirosina como el de la actina y miosina, además de enzimas como la creatina 
cinasa, la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa y la piruvato cinasa. Sin 
embargo, la  producción de altas cantidades de NO puede dañar las células del 
huésped (Ramirez-Emiliano et al., 2007). 
                                                             NOS2 

L-arginina + O2  + NADPH                   NO + L-citrulina + NADPH 
 

De esta manera, el NO que producen los macrófagos resulta tóxico para los 
patógenos y células infectadas. El NO ingresa a las células e inactiva proteínas 
que participan en la producción de energía, transducción de señales y síntesis de 
ácidos nucleicos induciendo la muerte celular (Ramirez-Emiliano et al., 2007). 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Los mecanismos moleculares y celulares de la inmunidad innata y adquirida 
participan de manera integrada para mantener la homeostasis y protección del huésped. Los 
linfocitos B y linfocitos T, son células que actúan en la respuesta inmune adaptativa y se 
caracterizan por su especificidad en reconocer determinados antígenos (A). Los linfocitos NK 
participan en la inmunidad innata, reconociendo y destruyendo células tumorales y células 
infectadas con virus (B). Los macrófagos participan en la defensa antimicrobial y antitumoral por 
medio de la liberación de moléculas altamente toxicas, su principal función efectora en la 
inmunidad innata es fagocitar y sintetizar citocinas que activan y reclutan a otras células 
inflamatorias (C). 
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1.3. Actividad inmunomoduladora de compuestos naturales 
 
La actividad inmunomoduladora se refiere al efecto que algunos fármacos tienen 
sobre factores humorales o celulares que participan tanto en la respuesta inmune 
innata como en la adquirida. Este efecto puede ser un regulador para inhibir o 
intensificar selectivamente poblaciones de células como linfocitos, macrófagos, 
neutrófilos, natural killer y citotóxicas (CTL) o producir mediadores solubles como 
las citocinas (Atal et al., 1986; Sánchez et al., 2002). 
Dentro de las sustancias inmunomoduladoras se encuentran los agentes 
inmunoestimuladores, los cuales restauran y aumentan las funciones del sistema 
inmune cuando existen procesos de inmunosupresión (cáncer, SIDA, etc.) y los 
inmunosupresores, los cuales inhiben una respuesta inmune sobre expresada, 
como es el caso de procesos inflamatorios.  
Muchas preparaciones vegetales utilizadas en la medicina tradicional tienen la 
capacidad de influir sobre el sistema inmunológico y se ha demostrado, en varios 
ensayos in vivo e in vitro, que modulan la secreción de citocinas, la liberación de 
histamina, la secreción de inmunoglobulinas, el cambio de clase de 
inmunoglobulinas y la expresión de correceptores celulares (Patwardhan y 
Gautam, 2005). Por ejemplo saponinas glicosiladas triterpénicas aisladas de 
Randia dumetorum, planta utilizada en la medicina india, incrementaron in vitro la 
proliferación de linfocitos humanos (Yamada, 1991). Se ha observado que algunas 
plantas que son capaces de modificar la respuesta inmune, también poseen una 
influencia natural de citotoxicidad contra células tumorales. El extracto de Viscum 
álbum L. (Viscaceae) (Iscador-M®) posee componentes que aumentan 
considerablemente la actividad citolítica de células mononucleares de sangre 
periférica humana (PBMC) (Yamada, 1991). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 

http://datos.sndb.mincyt.gob.ar/portal/species/browse/resource/25/taxon/2251644/
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1.3.1. Estrategias para la evaluación de la actividad inmunomoduladora  
 
Una de las forma para detectar compuestos inmunoestimuladores es a través de 
modelos in vivo utilizando animales tratados con compuestos que causan 
inmunosupresión, que permiten indicar si un extracto1 o compuesto2 de origen 
natural es capaz de mejorar  la respuesta inmune (Tabla 1). Sin embargo, estos 
modelos podrían representar inconvenientes si se requieren evaluar un número 
mayor de compuestos (Sánchez et al., 2002), debido a que resulta muy costoso el 
mantenimiento de animales de laboratorio. 
 
Los ensayos in vitro son los más utilizados para el escrutinio de compuestos, 
permiten evaluar el estado funcional de diferentes tipos celulares del sistema 
inmune (fagocitos mononucleares, linfocitos etc.) (Tabla 1). El modelo in vitro 
permite evaluar los mecanismos de acción molecular a través de los cuales, 
compuestos y extractos ejercen sus efectos inmunomoduladores. En los ensayos 
in vitro se puede evaluar un gran número de compuestos y extractos. 
 
 

In vivo In vitro 

 
Fagocitosis (Chen et al., 2001) 
 
Ensayo de quimiotaxis (Ward, 1979) 
 
Prueba de aclaramiento de carbón (Chen et 
al., 2010) 
 

 
Ensayo de proliferación linfocitaria (Weifa et al., 
2007) 
 
Ensayo de la actividad de las NK (Hai-Shun et al., 
2009) 
 
Producción de NO por macrófagos (Oviedo Chávez 
et al., 2005)   
 
Pinocitosis y fagocitosis en macrófagos (Jiong-Ran 
et al., 2010) 
 

 
Tabla 1. Modelos in vivo e in vitro utilizados en la evaluación de efectos inmunomoduladores. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

1
 Extracto: Es un preparado obtenido por concentración de líquidos extractivos, resultando una 

mezcla compleja de compuestos, que contiene la porción biológica activa. Definición modificada de  
Kuklinski C., (2003). 
2
 El compuesto y/o principio activo: se definen como la sustancia química que ejerce actividad 

farmacológica. La purificación y aislamiento de los principios activos se puede llevar a cabo por 
métodos no cromatográficos o por métodos cromatográficos. Tomado de                                                                                                                                                                                                                                            
Kuklinski C., (2003). 
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1.3.2. Plantas Mexicanas Bursera fagaroides, Phoradendron serotinum, 
Psacalium peltatum con probables efectos inmunomoduladores  
 
1.3.2.1. Bursera fagaroides 
 
Las especies de Bursera se encuentran distribuidas a lo largo de Estados Unidos, 
Perú y México. Nuestro país presenta una mayor diversidad con cerca de 85 
subespecies, de las cuales 75 son endémicas de México (Rzedowski, 1978). Las 
especies del género Bursera se caracterizan por ser resinosas y olorosas debido a 
la presencia de terpenos volátiles tales como α-pineno, β-felandreno, limoneno, 
careno (Becerra et al., 2001). 
Bursera fagaroides se puede localizar en matorrales espinoso, subespinoso, 
subinerme, matorral subtropical-encino, selva baja caducifolia-bosque de encino. 
Bursera fagaroides (Fig. 3) es un árbol o arbusto, dioico de 0.5 a 8 m de altura, 
glabro, el tronco puede tener un diámetro de 30 cm. La corteza externa, exfoliante 
de láminas delgadas de color amarillo-grisáceo, látex blanquecino o amarillento, 
hojas imparipinnadas (trifoliadas o simples), pecíolo de 0.5 a 2.5 cm de largo, 
raquis con alas inconspicuas, la nervadura es central conspicua en el envés. Las 
flores se presentan generalmente solitarias o a veces agrupadas en 
inflorescencias cortas, aglomeradas densamente en las puntas de ramillas cortas. 
Las flores masculinas son pentámeras, algunas veces trímeras o tetrámeras, 
pétalos verdosos a blanco-amarillentos, oblongos a oblongo-oblanceolados, de 3 a 
6 mm de largo. Las flores femeninas son similares en forma y tamaño, casi 
siempre trímeras (Cerda-Lemus, 2011). 
Es utilizado tradicionalmente para combatir la diarrea, fiebre, gingivitis, tos y 
sarampión (Yasunaka et al., 2005). Se ha descrito la presencia de lignanos, 
relacionados a podofilotoxina en los extractos etanólicos del exudado seco de 
Bursera fagaroides (Rojas-Sepulveda et al., 2012). 
El extracto hidroalcohólico de la corteza de B. fagaroides presentó la capacidad de 
disminuir el crecimiento tumoral del linfoma murino L5178Y en modelos de ratones 
BALB/c (Puebla-Pérez et al., 1998). B. fagaroides también posee efectos de 
aglutinación e inmovilización en espermatozoides humanos y de ratón (Huacuja et 
al., 1990).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 3. Bursera fagaroides (H.B.K.) Engl., (Burseraceae) (Cerda-Lemus, 2011). 
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1.3.2.2. Phoradendron serotinum  
 
El género Phoradendron, perteneciente a la familia (Viscaceae), conocido 
comúnmente como muérdago, es un arbusto hemiparásito, localizado 
principalmente en ambientes semicálidos  de América. 
Phoradendron serotinum es una especie con taxonomía y nomenclatura 
complicadas. Kuijt (2003) subdivide esta especie en subespecies: P. serotinum 
ssp. tomentosum, P. serotinum ssp. angustifolium. 
Phoradendron serotinum  se distribuye desde el este y el oeste de Estados Unidos 
hasta el centro de México. Es un arbusto parásito con alturas de hasta 1 m. 
Generalmente de color amarillo, hojas elípticas a ovadas o suborbiculares, de 1.5 
a 3 cm de largo, 0.8 a 2 cm de ancho, inflorescencias hasta de 8 cm de largo, fruto 
subgloboso a ovoide (Fig. 4) Phoradendron serotinum usualmente parasita varias 
especies de Quercus (Rzedowski y Calderón De Rzedowski, 2011). 
Phoradendron serotinum se utiliza en la medicina tradicional como analgésico, 
antiviral, anticancerígeno, cicatrizante, presión baja, infecciones del tracto urinario, 
venas varicosas y dismenorrea (Jacobo-Salcedo et al., 2011).  
Estudios fitoquímicos han demostrado la presencia de c-glicósido de flavona 
vitexina en las hojas de Phoradendron serotinum (Dossaji et al., 1983). 
Estudios farmacológicos demuestran que el extracto acuoso de Phoradendron 
serotinum presentó efectos tóxicos en células humanas de cáncer, estimuló la 
proliferación de las células humanas mononucleares de sangre periférica con 
fitohemaglutinina 1 μg/mL (Jacobo-Salcedo et al., 2011). Se conoce que la especie 
Europea del muérdago Viscum álbum L. (Viscaceae) y sus lectinas se han 
asociado a la reducción en el tamaño de tumores en ratones. Por tanto se 
evidencia una actividad antitumoral que además involucra inmunomodulación y  
apoptosis de células cancerígenas (Jean-Paul et al., 2006). De esta manera es 
probable que la especie Americana de muérdago Phoradendron serotinum 
también pudiera presentar efectos inmunomoduladores. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
Figura 4. Phoradendron serotinum (Raf.) M. C. Johnst. (Viscaceae). Fuente: 

http://www.delawarewildflowers.org/plant.php?id=1437  
 

http://datos.sndb.mincyt.gob.ar/portal/species/browse/resource/25/taxon/2251644/
http://datos.sndb.mincyt.gob.ar/portal/species/browse/resource/25/taxon/2251644/
http://www.delawarewildflowers.org/plant.php?id=1437
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1.3.2.3. Psacalium peltatum 
 
Psacalium peltatum también denominado “Matarique” (maturi=mata dolor), 
pertenece a la familia Asteraceae y se distribuye en la Sierra Madre Oriental y el 
Centro de México en los estados de México, Hidalgo, Jalisco, Michoacán y Puebla. 
Se encuentra en los bosques de encino, bosques de coníferas, matorral xerófilo y 
pastizales. Se distribuye a un intervalo altitudinal que abarca desde los 1 300 a 4 
200 m.s.n.m (Rzedowski y  Rzedowski, 2001).  
Psacalium peltatum (Fig. 5A) es una hierba perenne que mide de 0.3 a 1.3 m, la 
raíz es gruesa y fibrosa, los tallos con hojas y brácteas involucrales esparcidas, 
densamente pilosas o hirsutas, con pelos multicelulares. El tallo principal estriado-
acanalado y meduloso, lanoso en la base cerca de la raíz, hojas basales 3 ó 4 cm 
en roseta, láminas suborbiculares, peltadas y palmatinerves, profundamente 
multilobadas. Sus hojas son caulinares intermedias reducidas, subpeltadas y 
semiamplexicaules, presenta inflorescencia paniculadocorimbosa, las ramillas y 
los pedicelos a veces densamente glandular-estipitadas. Cabezuelas discoidales 
10 a 100, de 1 a 1.5 cm de alto, sobre pedúnculos de 0.3 a 2 cm de largo: 
invólucro campanulado o ligeramente cilíndrico. Sus brácteas de 8 a 14, 
oblongoelipticas, de 8 a 12 mm de largo, acuminadas en el ápice, café rojizas, 
calículo con 2 a 5 brácteas angostamente ovadas a lineares, frecuentemente más 
largas y anchas que las brácteas involucrales, receptáculo plano y ligeramente 
alveolado. Flores de 10 a 24, de color crema a café o algo purpúreas, con olor 
desagradable de 14 a 21 mm de largo; frutos aquenios maduros elipsoides a 
claviformes, de 3 a 6 mm de largo, multiestriados, glabros a tomentulosos, de color 
crema o verdosos (Bye et al., 1995). 
En la medicina tradicional se utiliza para tratar la diabetes, reumatismo, 
enfermedades renales y gastrointestinales (Bye et al., 1995; Garduño-Ramírez et 
al., 2001) 
Alarcon et al. (1997), reportaron  que las decocciones de las raíces P. peltatum y 
P. decompositum mostraron la presencia de maturin (Fig. 5B). Asimismo, se indicó  
que alcaloides presentes en estas especies pudiesen estar actuando como 
antioxidantes y antiinflamatorios (Alarcon et al., 2010). 
Se ha demostrado que una fracción acuosa de Psacalium peltatum contenía 
componentes del tipo carbohidratos que reducen los niveles del factor de necrosis 
tumoral alfa (TNF-α) en el suero. También, esta fracción incrementó  los niveles de 

interferon gamma (IFN-) e IL-10 en ratones que fueron tratados con 
estreptozotocina para inducir diabetes  (Alarcon et al., 2010). 
 
 

 
 
 
 
 
 
  

Figura 5. Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. (Asteraceae) (A). Estructura química del acetato de 
maturin (B). Fuente: http://swbiodiversity.org/seinet/taxa/index.php?taxon=Psacalium+peltatum 
 
 

http://swbiodiversity.org/seinet/taxa/index.php?taxon=Psacalium+peltatum
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1.4. Planteamiento del problema  
 
La modulación del sistema inmune a través de su estimulación o supresión puede 
contribuir al mantenimiento de un buen estado de salud. El uso de agentes que 
activan los mecanismos de defensa del huésped (inmunoestimuladores o 
inmunopotenciadores) proporcionaría una herramienta terapéutica adicional a la 
quimioterapia convencional en personas inmunosuprimidas (Cutler, 2003). Por tal 
motivo, un elevado número de investigaciones biomédicas se orientan a la 
búsqueda de nuevos compuestos que sean capaces de estimular la respuesta 
inmune en pacientes inmunodeficientes, como los que padecen VIH/SIDA, cáncer 
y desnutrición. Numerosas sustancias estimuladoras del sistema inmunológico han 
sido aisladas de plantas y hongos superiores, los cual abre las puertas para el 
desarrollo de fármacos con propiedades inmunoestimulantes. 
 
Las inmunodeficiencias secundarias o adquiridas se desarrollan como 
consecuencia de estados de malnutrición, cáncer metastásico, tratamientos con 
fármacos inmunosupresores o infecciones víricas que afectan a las células del 
sistema inmune, especialmente por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) 
(Abbas et al., 2002). En estos casos surge la necesidad de inmunoestimulación, 
para restaurar y aumentar las funciones del sistema inmune. 
 
Entre los fármacos estimuladores del sistema inmune frecuentemente utilizados se 
encuentran los modificadores de la respuesta biológica (BRMs, del inglés 
Biological Response Modifiers), como la vacuna BCG (bacilo de Calmette y 

Guérin), el OK-432, o citocinas como el interferón gamma (IFN-), el factor de 
necrosis tumoral alfa (TNF-α) y la interleucina-2 (IL-2) (Mocellin, 2005). Una 
limitación en el empleo de estos fármacos, de manera general, son los efectos 
secundarios que causan, como fiebre, escalofríos, erupciones, edema, hipotensión 
arterial, insuficiencia cardíaca congestiva o toxicidad a nivel del sistema nervioso 
central (Hirotsu et al., 2001). 
 
En México existen escasas investigaciones sobre plantas medicinales que tengan 
un efecto adyuvante sobre el sistema inmune. Sin embargo, se ha reportado que 
plantas con propiedades antiinflamatorias y citotóxicas poseen efectos 
inmunomoduladores con capacidad de influir sobre factores celulares y humorales 
de la respuesta inmune (Yamada, 1991; Sánchez et al., 2002). Enfermedades 
como el cáncer, infecciones crónicas e inflamaciones son consideradas como 
inmunosupresoras. Por lo cual, es necesario la búsqueda de compuestos que 
pudieran, además de presentar un efecto citotóxico, antibiótico o antiinflamatorio, 
ser adyuvantes al sistema inmune. De esta manera se pudiera potenciar el efecto 
farmacológico.   
 
En este trabajo se evaluó la actividad inmunoestimuladora de extractos y 
compuestos vegetales de plantas utilizadas en la medicina tradicional Mexicana, 
Bursera fagaroides (H.B.K.) Engl., (Burseraceae), Phoradendron serotinum (Raf.) 
M. C. Johnst. (Viscaceae)  y Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. (Asteraceae). 
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Previamente se reportó que Bursera fagaroides (Puebla-Perez et al., 1998) y 
Phoradendron serotinum (Jacobo-Salcedo et al., 2011) presentan efectos tóxicos 
en células humanas de cáncer. Además, Puebla-Perez et al., (1998) indicaron que 
Bursera fagaroides posee efectos inmunomoduladores. Sin embargo, estos 
autores no reportan evidencia científica sobre este efecto. Por otro lado, el 
compuesto acetato de maturin obtenido de extractos hexánicos de las raíces de 
Psacalium peltatum presentó efectos antiinflamatorios (resultados no publicados).  
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1.5. Justificación  
 
Las plantas utilizadas en la medicina tradicional Mexicana para el tratamiento de 
inflamaciones locales y sistémicas denotan una fuente importante de moléculas 
con propiedades inmunomoduladoras (Sánchez et al., 2002). Estas plantas tienen 
un efecto estimulante, supresor o regulador de la respuesta inmune y pueden 
también presentar actividad citotóxica contra células tumorales (Patwardhan y 
Gautam, 2005; Licciardi et al., 2011).  
Compuestos naturales con actividad inmunoestimuladora capaces de intensificar 
la participación de factores celulares y humorales en la respuesta inmune 
(Sánchez et al., 2002) permitirán tratar enfermedades del sistema inmunológico 
como inmunodeficiencias y padecimientos como el cáncer. 
En la medicina tradicional Mexicana, especies como Bursera fagaroides (H.B.K.) 
Engl., (Burseraceae), Phoradendron serotinum (Raf.) M. C. Johnst. (Viscaceae)  y 
Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. (Asteraceae) han sido ampliamente utilizadas 
para tratar diferentes padecimientos y estudios realizados avalan que poseen 
efectos farmacológicos (Puebla-Pérez et al., 1998; Alarcon et al., 2010; Jacobo-
Salcedo et al., 2011). Sin embargo, aún no se conoce bien el efecto que tienen 
estas plantas sobre el sistema inmune. 
Nuestros estudios permitirán obtener mayor información sobre el efecto 
farmacológico de Phoradendron serotinum, Bursera fagaroides y acetato de 
maturin en células del sistema inmune. Nuestros resultados indicarán si estos 
extractos vegetales y el compuesto presentan efectos inmunoestimuladores. El 
descubrimiento de extractos y compuestos con actividad citotóxica y además que 
presenten efectos inmunomoduladores, sería una gran ventaja para el tratamiento 
de enfermedades que suprimen la actividad del sistema inmune. 
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1.6. Hipótesis 
 

Los extractos de Plantas Mexicanas medicinales Bursera fagaroides, 
Phoradendron serotinum y el compuesto acetato de maturin, aislado de Psacalium 
peltatum, poseen actividad inmunoestimuladora en modelos in vitro. 
 

1.7. Objetivo general 
 

Evaluar in vitro el efecto inmunoestimulador de los extractos de Plantas Mexicanas 
medicinales, Bursera fagaroides, Phoradendron serotinum y el compuesto acetato 
de maturin aislado de Psacalium peltatum. 
 
Objetivos específicos  
 
-Evaluar in vitro el efecto de los extractos Bursera fagaroides, Phoradendron 
serotinum y el compuesto acetato de maturin aislado de Psacalium peltatum, en la  
producción de óxido nítrico de la  línea celular RAW264.7 (macrófagos murinos) 
por el método de Griess. 
 
-Estimar el efecto de los extractos Bursera fagaroides, Phoradendron serotinum y 
el compuesto acetato de maturin aislado de Psacalium peltatum, en la actividad 
pinocítica de macrófagos por el método de rojo neutro. 
  
-Evaluar  el efecto de los extractos Bursera fagaroides, Phoradendron serotinum y 
el compuesto acetato de maturin aislado de Psacalium peltatum, en la actividad 
fagocítica de macrófagos por medio de la actividad enzimática lisosomal de la 
fosfatasa ácida. 
 
-Evaluar la viabilidad celular de los extractos Bursera fagaroides, Phoradendron 
serotinum y el compuesto acetato de maturin aislado de Psacalium peltatum, en 
cultivos primarios de esplenocitos de ratón CD1 y linfocitos humanos de sangre 
periférica por el método con MTT. 
 
-Analizar el efecto de  los extractos Bursera fagaroides, Phoradendron serotinum y 
el compuesto acetato de maturin aislado de Psacalium peltatum, en la actividad de 
las células Natural Killer de la línea celular K562 por el método con MTT. 
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1.8. Materiales y Métodos   
 
Recolección y Preparación del Material Vegetal  
 
Bursera fagaroides 
 
Semillas de Bursera fagaroides se colectaron en el municipio de Metepec, Puebla, 
México, durante Octubre de 2010. Una muestra de Bursera fagaroides se 
conservó en el herbario de la Facultad de Ciencias Forestales, Universidad 
Autónoma de Nuevo León (CFNL) con el número de referencia E. Estrada, 
201612, CFNL. El material vegetal se secó bajo oscuridad a temperatura 
ambiente. Extractos de Bursera fagaroides se obtuvieron a partir de 100 g de 
semillas, las cuales se maceraron con etanol por 2 h a temperatura ambiente. El 
disolvente se evaporó a sequedad. El extracto seco se disolvió en 15 mL de 
metanol y se filtró por una membrana de nylon de 0.45 μm. Del extracto se 
obtuvieron 2.49 g, que posteriormente fue suspendido en DMSO conservándose a 
temperatura ambiente protegido de la luz.  
 
Phoradendron serotinum 
 
Hojas de Phoradendron serotinum, parasitarias en Prosopis glandulosa Torr var. 
torreyana M.C. Johnston, se colectaron en el municipio de Santa Catarina, Nuevo 
León, México, durante Julio de 2009. Una muestra de Phoradendron serotinum se 
conservó en el herbario de la Facultad de Ciencias Forestales, Universidad 
Autónoma de Nuevo León (CFNL) con el número de referencia E. Estrada, 20768, 
CFNL. El material vegetal se secó bajo oscuridad a temperatura ambiente. 
Extractos de Phoradendron serotinum se obtuvieron a partir de 100 g de hojas 
secas, las cuales se maceraron con etanol por 2 h. El disolvente se evaporó a 
sequedad. El extracto se disolvió en 15 mL de metanol y se filtró por una 
membrana de nylon de 0.45 μm. Del extracto se obtuvieron 5.5 g que 
posteriormente fue suspendido en DMSO conservándose a temperatura ambiente 
protegido de la luz.  
 
Aislamiento de acetato maturin (ACM) de Psacalium peltatum 
 
El aislamiento de acetato de maturin se llevó a cabo como se ha descrito 
recientemente (Rojano-Vilchis, et al., 2012). Brevemente, las raíces de Psacalium 
peltatum (Kunth) Cass., se obtuvieron del bosque de pino-encino en Mineral del 
Chico, Hidalgo, México. Un ejemplar de muestra fue depositado en el Herbario 
Nacional (MEXU 1.138.692), del Instituto de Biología, UNAM, México. Las raíces 
de P. peltatum (4,381 kg) se secaron al aire, se pulverizaron y se extrajeron con n-
hexano por maceración exhaustiva a temperatura ambiente. El extracto hexánico 
de las raíces de P. peltatum, se separó en un proceso cromatográfico en columna 

y se eluyó con hexano-acetato de etilo en un gradiente de mezcla 982 para 
aislar el acetato de maturin (ACM). Las características espectroscópicas de este 
compuesto se compararon con los datos descritos previamente (Correa y Romo, 
1966; Bohlmann et al, 1977).  
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El extracto de Bursera fagaroides y el extracto de Phoradendron serotinum se 
resuspendieron en medio de cultivo. El acetato de maturin se disolvió en DMSO a 
una concentración final de 10 mM. La concentración máxima de DMSO que se 
empleo en los cultivos celulares fue de 0.05%. Las alícuotas preparadas fueron 
almacenadas a -4°C hasta su uso en cultivos celulares. 
 
Animales  
 
Se utilizaron ratones machos CD1, con un peso aproximado entre 25 a 30 g, del 
bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Los animales 
tuvieron libre acceso al agua y alimento, se mantuvieron en jaulas con temperatura 
y humedad controladas. Los experimentos se llevaron a cabo siguiendo los 
protocolos establecidos por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos 
(Guía para el tratamiento y cuidado de animales de laboratorio) y por la Norma 
Oficial Mexicana (NOM-062-ZOO-1999) para el cuidado y manejo de animales de 
laboratorio. Los animales fueron alojados en cajas con filtros de aire en un 
ambiente controlado de temperatura y luz con ciclos de 12 h de luz/ oscuridad. 
 
Líneas y condiciones de cultivo 
 
Se emplearon las líneas celulares RAW264.7 (macrófagos murinos) y K562 
(eritroleucemia humana), las cuales se cultivaron en medio DMEM (Gibco) 
suplementado con bencilpenicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 μg/mL y suero 
fetal bovino (SFB) al 10 % (v/v), en incubación a 37 °C con una atmósfera de 5 % 
de CO2. Se realizó el cambio de medio de cultivo a las células cada tercer día.   
Al inicio de cada experimento, el medio de cultivo se retiró y las células se lavaron 
con 3 mL de PBS (Solución Amortiguadora de Sales de Fosfato pH 7.3). 
Posteriormente el PBS se retiró y se adicionó 2 mL de tripsina (0.005 %) para 
despegar las células. Las cajas de cultivo se incubaron durante cinco minutos a 37 
°C y después se adicionó 1 mL de medio de cultivo con SFB para inactivar la 
enzima. La suspensión celular se centrifugó a 1500 rpm por 5 min. Finalmente la 
pastilla celular se resuspendió en el volumen necesario de medio de cultivo para 
realizar el conteo de células, con hemocitómetro, para cada experimento. 
 
Ensayo in vitro para la determinación de la concentración de Óxido Nítrico  
 
La producción de NO por macrófagos se determinó mediante la reacción de Griess 
por medición de la cantidad total de nitritos obtenidos en el sobrenadante del 
cultivo (Green et al., 1981). Se sembraron en placas de 96 pozos células 
RAW264.7  a una densidad de 1 x 105 por pozo durante 4 h para lograr su total 
adherencia antes del desarrollo del ensayo. Posteriormente, las células se trataron 
con los extractos Bursera fagaroides o Phoradendron serotinum, a 
concentraciones entre 1 y 50 µg/mL. Por otra parte, el compuesto acetato de 
maturin se evaluó a concentraciones de 1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM. Los extractos 
y el compuesto se incubaron 48 h en presencia o ausencia de lipopolisacáridos 1 
µg/mL.  
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La acumulación de nitritos se determinó  mediante la mezcla de volúmenes iguales 
del medio de cultivo celular y la solución de Griess (1 % sulfanilamida, 0.1 % N-(1-
naftil)-etilendiamina diclorhidrato, 5 % ácido fosfórico (H3PO4) a temperatura 
ambiente por 10 min. Al término de la reacción, se determinó la absorbancia a 490 
nm en un lector de placas de Elisa. La concentración de nitritos (µM) se obtuvo por 
interpolación con referencia a una curva estándar de NaNO2 en concentraciones 
entre 1 y 100 µM. De cada condición se realizaron 3 réplicas. Se utilizo LPS como 
control positivo y como control negativo células sin tratar. Los resultados se 
expresaron como% de concentración de NO2 (µM). 
 
Ensayo in vitro de la actividad enzimática lisosomal   
 
Se determinó la actividad de la enzima lisosomal celular por la fosfatasa ácida en 
macrófagos de acuerdo a lo descrito anteriormente por Manosroi et al., (2003). 
Células RAW264.7 se sembraron en placas de 96 pozos a una concentración de 
1x106 células por pozo en medio RPMI 1640 suplementado al 10 % con SFB. 
Posteriormente, se adicionaron las concentraciones de los extractos entre 1 y 50 
µg/mL y de 1 a 25 µM con el compuesto. Al finalizar las placas se incubaron a 37 
°C a 5 % de CO2  durante 48 h. Después se descartó el sobrenadante y la 
monocapa de macrófagos de cada pozo se solubilizó en 20 µL de Tritón X-100 al 
0.1 % y se adicionó 100 µL de 10 mM p-nitrofenil fosfatasa (p-NPP) y 50 µL de 
buffer de citratos a 0.1 M (pH 5.0) durante 30 min. Para  terminar la reacción, se 
adicionó 150 µL de Buffer de borato a 0.2 M (pH 9.8). Se determinó la absorbancia 
en un lector de Elisa a 405 nm. Se utilizo LPS como control positivo y como control 
negativo células sin tratar. Los resultados se expresaron en porcentaje de la 
actividad de la enzima lisosomal %= (DO muestra-DO control negativo) x 100/DO 
control negativo, donde DO= densidad óptica. 
 
Ensayo de la actividad pinocítica por el método de rojo neutro  
 
La capacidad pinocítica de los macrófagos se determinó por la captación del rojo 
neutro. Se sembraron 2x106 células de RAW264.7 por pozo en placas de 96 pozos 
en RPMI 1640 10% SFB, incubando a 37 °C a 5 % de CO2 durante 3 h.  
Posteriormente se descartó el medio y se adicionó nuevo medio a los pozos, se 
agregó a las células los tratamientos de los extractos y compuesto en presencia o 
ausencia de LPS (1 μg/mL) por 48 h. Posteriormente se adicionó 100 µL (rojo 
neutro en PBS 10 mM a una concentración de 0.075 %), durante 2 h. Los 
sobrenadantes se descartaron y las células se lavaron con PBS para remover el 
exceso de rojo neutro que no fue fagocitado por los macrófagos y las células se 
lisaron con 100 µL de buffer de lisis (Etanol y ácido acético 0.001 %) en proporción 
de 1:1 por pozo. Finalmente, las células se incubaron a temperatura ambiente toda 
la noche y la densidad óptica se determinó a 540 nm (Jiong-Ran et al., 2010). Se 
utilizo LPS como control positivo y como control negativo células sin tratar. Los 
resultados se expresaron como % de pinocitosis= (DO control-DO control negativo 
x 100)/DO control negativo, donde DO= densidad óptica. 
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Ensayo de viabilidad celular en  esplenocitos murinos 
  
La extracción de esplenocitos del bazo de ratón se realizó como se describió 
previamente por Weifa et al., (2007). Tras el sacrificio de los ratones, se procedió a 
extraer el bazo en condiciones estériles para la obtención de esplenocitos. El bazo 
se colocó en un tamiz de tela estéril sobre una caja de Petri con 3 mL de PBS, 
presionando suavemente y utilizando el émbolo de una jeringa desechable sin 
aguja (5 mL). La suspensión celular se transfirió a tubos de microcentrífuga de 1.5 
mL y se centrifugaron a 2000 rpm por 5 min. El sedimento celular se resuspendió 
en RPMI al 10 % SFB y los esplenocitos se sembraron a una concentración de 
2x105 células por pozo en placas de 96 pozos, incubando durante 4 h. Después, 
se descartó el medio de cultivo y se adicionó nuevo medio. Posteriormente, las 
células se trataron con los extractos de Bursera fagaroides, Phoradendron 
serotinum, a concentraciones de 1 a 50 µg/mL y el compuesto acetato de maturin 
a 1 a 25 µM durante 48 h. Los extractos y el compuesto se incubaron en presencia 
o ausencia de lipopolisacáridos (1 µg/mL). Se realizaron 3 replicas por cada 
ensayo. Se utilizo LPS como control positivo y como control negativo células sin 
tratar. La viabilidad celular se determinó por el método colorimétrico basada en la 
reducción del MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a 
formazán. Después de la incubación, se adicionó 10 µL del reactivo MTT (5 mg/ml 
en PBS) a cada pozo, incubando por 4 h a 37 °C. Al finalizar se retiró el medio de 
cultivo adicionando 100 µL de DMSO (Dimetil sulfoxido). Se determinó la 
absorbancia en un lector de Elisa a 540 nm. Los resultados se expresaron como % 
de viabilidad celular= (DO control-DO muestra) x 100)/DO control, donde DO= 
densidad óptica. 
 
 
Ensayo de viabilidad celular en linfocitos de sangre periférica humano  
 
El aislamiento de linfocitos se realizó por la técnica de gradiente sobre 
Ficoll/Hypaque. Los linfocitos se obtuvieron  de sangre periférica humana de 
individuos sanos. La sangre se diluyó en PBS 1:1, los linfocitos se prepararon 
empleando la técnica Ficoll-Hypaque en una relación 1:3. El paquete celular se 
centrifugó por 20 min a 2500 rpm. Posteriormente, la pastilla celular se lavó 2 
veces con PBS y se centrifugó 15 min a 1500 rpm. Las células se resuspendieron 
en medio de cultivo RPMI 1640 10% SFB, se contaron y sembraron a 1x105 
células por pozo. Después de 24 h, las células se trataron con los extractos de 
Bursera fagaroides, Phoradendron serotinum, a concentraciones de 1 a 50 µg/mL 
y el compuesto acetato de maturin a 1 a 25 µM durante 48 h. Se utilizo LPS como 
control positivo y como control negativo células sin tratar. Después de la 
incubación, se adicionó 10 µL del reactivo MTT (5 mg/ml en PBS) a cada pozo, 
incubando por 4 h a 37 °C. Posteriormente las placas fueron centrifugadas a 1500 
rpm durante 10 min. Al finalizar se adiciono 100 µL de DMSO (Dimetil sulfoxido). 
Se determinó la absorbancia en un lector de Elisa a 540 nm. Los resultados se 
expresaron como % de viabilidad celular= (DO control-DO muestra) x 100/DO 
control, donde DO= densidad óptica. 
 



20 
 

Ensayo de actividad de las células  Natural Killer (NK)  
 
El ensayo se llevo a cabo de acuerdo a lo descrito por Hai-Shun et al., (2009). 
Brevemente, se utilizó la línea celular K562 como células diana, sembrando 2x104 
células por pozo en placas de 96 pozos en medio RPMI 1640 suplementado al 10 
% SFB. Esplenocitos obtenidos del bazo (proceso descrito anteriormente) se 
utilizaron como células efectoras adicionando 1x106 células por pozo para tener un 
radio de 50:1. Después de adicionar los tratamientos con los extractos a diferentes 
concentraciones, se incubaron las placas por 48 h. Como control se utilizo las 
células diana y células efectoras sin tratar, LPS como control positivo. A 
continuación se adicionó la solución MTT (5 mg/mL en PBS) incubando durante 4 
h, descartando el sobrenadante y adicionando 100 µL de DMSO durante 15 min, 
finalmente se determinó la absorbancia a 540 nm en un lector de Elisa. Los 
resultados se expresaron como % de actividad de NK = (DOB - (DO muestra -
DOE)) / DOB X 100%, donde DOB, densidad óptica de las células blanco, DOE, 
densidad óptica de las células efectoras. 
 
Análisis estadístico   
 
Los datos serán expresados como la media ± de la desviación estándar (D.E). Las 
diferencias entre medias serán evaluadas con la prueba estadística ANOVA a un 
nivel de confianza del 95%. Los datos estadísticamente significativos fueron 
representados como (p≤0.05). 
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1.9. Resultados 
 
Efecto del extracto B. fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM obtenido 
de P. peltatum en la producción de nitritos totales por macrófagos murinos 
(RAW264.7). 
 
La producción de NO por macrófagos se determinó mediante la reacción de Griess 
por medición de la cantidad total de nitritos obtenidos en el sobrenadante del 
cultivo (Green et al., 1981). El NO se forma in vitro como resultado de la acción de 
la enzima NOS2, la cual presenta una rápida oxidación a nitritos, permitiendo 
determinar de manera indirecta la producción de NO (Green et al., 1981). 
Se evaluaron las concentraciones 1 µg, 10 µg, 25 µg, 50 µg de los extractos B. 
fagaroides, P. serotinum y las concentraciones de 1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM del 
compuesto ACM durante 48 h, en presencia y ausencia de LPS 1 µg/ml para 
inducir la producción de NO, en sobrenadantes de cultivo celular. 
Los resultados demuestran que en ausencia de LPS, Bursera fagaroides, 
Phoradendron serotinum y el compuesto ACM carecieron de efectos en la 
producción de NO con respecto a las células sin tratamiento (Fig.6). Por el 
contrario, en presencia de LPS solamente B. fagaroides 1 µg/mL, P. serotinum 50 
µg/mL y el compuesto ACM 1 μM estimularon la producción de NO con mayor 

potencia (p0,05) que el control LPS 1 μg/mL (Fig.6). 
 
Actividad pinocítica de macrófagos del extracto B. fagaroides, P. serotinum y 
el compuesto ACM obtenido de P. peltatum en macrófagos RAW264.7.  
 
Una medida para la activación de macrófagos se determinó por el aumento en la 
actividad de pinocitosis, por medio de la captación del rojo neutro en cultivos 
celulares de macrófagos murinos que se incubaron a diferentes concentraciones 
de los extractos B. fagaroides, P. serotinum y del compuesto ACM durante 48 h, 
en presencia o ausencia de lipopolisacáridos, obteniendo que en ausencia de 
LPS, B. fagaroides 25 µg/mL, 50 µg/mL y el compuesto ACM 25 μM estimularon la 

actividad pinocítica con mayor potencia (p0,05) respecto al control sin tratamiento 
(Fig. 7). Mientras que P. serotinum a todas las concentraciones probadas mostró 
una potencia similar en la actividad de pinocitosis con respecto a LPS 1 μg/mL. En 
presencia de LPS, B. fagaroides 25 µg/mL y 50 µg/mL incrementó la actividad de 

pinocitosis (p0,05) con mayor potencia que el control LPS 1 μg/mL (Fig. 7). Sin 
embargo, en presencia de LPS P. serotinum y el compuesto ACM carecieron de 
efectos en la actividad de pinocitosis (Fig. 7). 
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Modulación de la actividad enzimática lisosomal por los extractos B. 
fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM obtenido de P. peltatum en 
macrófagos RAW264.7.   
 
La actividad celular enzimática lisosomal se determinó por la fosfatasa acida en 
macrófagos RAW264.7 en respuesta a diferentes concentraciones de los extractos 
B. fagaroides, P. serotinum y del compuesto ACM, en presencia o ausencia de 
lipopolisacáridos (1 µg/mL). Se obtuvo que en ausencia de LPS, B. fagaroides 10 
µg/mL y el compuesto ACM 10 µM y 25 µM mostraron una mayor potencia 

(p0,05) de la actividad enzimática lisosomal con respecto al control positivo LPS 
(Fig. 8). En presencia de LPS, B. fagaroides 25 µg/mL y 50 µg/mL, P. serotinum 
50 µg/mL, el compuesto ACM 5 μM, 10 μM y 25 μM mostraron un incremento 

superior (p0,05) en la actividad enzimática lisosomal respecto al control LPS 1 
μg/mL (Fig. 8). 
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Figura 6. Efecto de los extractos y compuesto de plantas Mexicanas medicinales sobre la 
producción de nitritos totales por macrófagos murinos RAW264.7. Las células se incubaron 
con LPS 1 µg/mL, como control positivo, concentraciones (1 µg/mL, 10 µg/mL, 25 µg/mL, 50 
µg/mL) de los extractos B. fagaroides (A), P. serotinum (B) y el compuesto ACM (C) (1 µM, 5 µM, 
10 µM, 25 µM) durante 48 h, en presencia o ausencia de LPS 1 µg/mL. La acumulación de nitritos 
se determinó mediante el reactivo de Griess (Oviedo Chávez et al., 2005). La concentración de 
nitritos (µM) de las muestras se obtuvo por interpolación con una curva estándar de NaNO2. Los 
valores representan la media ± D.E de al menos tres experimentos independientes realizados por 
hexaplicado. Letras distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p≤0,05) entre 
grupos. 
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Figura 7. Actividad pinocítica de macrófagos de los extractos y compuesto de plantas 
Mexicanas medicinales. Las células se incubaron con LPS 1 µg/mL, como control positivo, 
concentraciones (1 µg/mL, 10 µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL) de los extractos B. fagaroides (A), P. 
serotinum (B) y el compuesto ACM (C) (1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM) durante 48 h, en presencia o 
ausencia de LPS 1 µg/mL. La capacidad de fagocitar de los macrófagos fue determinada por la 
captación del rojo neutro. Los valores representan la media ± D.E de al menos tres experimentos 
independientes realizados por hexaplicado. Letras distintas representan diferencias 
estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos. 
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Figura 8. Actividad de la enzima lisosomal celular de los extractos y compuesto de plantas 
Mexicanas medicinales en macrófagos RAW264.7. Las células se incubaron con LPS 1 µg/mL, 
como control positivo, concentraciones (1 µg/mL, 10 µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL) de los extractos 
B. fagaroides (A), P. serotinum (B) y el compuesto ACM (C) (1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM) durante 
48 h, en presencia o ausencia de LPS 1 µg/mL. Se determino la actividad de la enzima lisosomal 
celular por la fosfatasa ácida en macrófagos (Manosroi et al., 2003) .Los valores representan la 
media ± D.S de al menos tres experimentos independientes realizados por hexaplicado. Letras 
distintas representan diferencias estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos.  
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Efecto del extracto B. fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM obtenido 
de P. peltatum en la viabilidad de esplenocitos de ratón. 
 
Se determinó por medio de la técnica MTT, si diferentes concentraciones de los 
extractos Bursera fagaroides, Phoradendron serotinum y el compuesto ACM 
tenían un efecto sobre la viabilidad celular de esplenocitos murinos en presencia y 
ausencia de LPS. Los resultados del ensayo MTT indicaron que los extractos y 
compuestos no son tóxicos y no afectan la viabilidad de las células tratadas 
comparadas con el control negativo, y el control positivo LPS 
Los resultados demuestran que en ausencia de LPS, únicamente el compuesto 

ACM 10 μM y 25 μM incrementó de manera significativa (p0,05) la viabilidad de 
esplenocitos con una potencia superior al LPS 1 μg/mL (Fig. 9). En presencia de 
LPS, B. fagaroides 10 µg/mL, 25 µg/mL y 50 µg/mL, P. serotinum 50 µg/mL, el 
compuesto ACM a todas las concentraciones incrementaron la viabilidad de 

esplenocitos con mayor potencia (p0,05) que el LPS 1 μg/mL (Fig. 9). Por lo 

anterior, los resultados sugieren un efecto sinérgico superior (p0,05) en la 
viabilidad entre estos productos naturales con respecto al control LPS 1 μg/mL 
(Fig. 9). 
 
Efecto del extracto B. fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM obtenido 
de P. peltatum sobre la viabilidad de células mononucleares de sangre 
periférica humana (PBMC). 
 
Se determinó por medio de la técnica MTT si diferentes concentraciones de  los 
extractos Bursera fagaroides, Phoradendron serotinum y el compuesto ACM 
tenían un efecto sobre la viabilidad en células mononucleares de sangre periférica 
humana (PBMC) de individuos sanos en presencia y ausencia de LPS. Los 
resultados del ensayo MTT indicaron que los extractos y compuestos no son 
tóxicos y no afectan la viabilidad de las células, observando un aumento de la 
viabilidad celular. Los resultados demuestran que en ausencia de LPS, 
únicamente B. fagaroides 50 µg/mL y el compuesto ACM 25 μM ejercieron un 

incremento en la viabilidad de PBMC con mayor potencia que el LPS (p0,05) 
(Fig. 10). En presencia de LPS, solo el compuesto ACM 25 µM indujo un efecto 

potenciador en la viabilidad de PBMC con mayor actividad (p0,05) respecto al 
control LPS 1 μg/mL (Fig. 10). 
 
Efecto del extracto B. fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM obtenido 
de P. peltatum sobre la actividad de células Natural Killer. 
 
Mediante la acción citolítica de las Natural Killer se pueden destruir células 
infectadas y tumorales sin necesidad de una sensibilización antigénica previa, así 
como puede ser estimulada y aumentada su función biológica. Se utilizaron 
células K562 como células diana y como células efectoras esplenocitos, obtenidos 
del bazo de ratones CD-1, de esta manera se determinó el efecto de las 
concentraciones 1 µg, 10 µg, 25 µg, 50 µg de los extractos  B. fagaroides, P. 
serotinum  y las concentraciones de 1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM del compuesto 
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ACM durante 48 h, sobre la actividad citotóxica de las NK contra células K562.  
Los resultados indicaron que B. fagaroides probado a 25 µg/mL y 50 µg/mL, P. 
serotinum 50 µg/mL y el compuesto ACM administrado a 25 µM ejercieron una 

actividad de NK con mayor potencia (p0,05) que el control positivo LPS (Fig. 11). 
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Figura 9. Efecto de los extractos y compuesto de plantas Mexicanas medicinales en la 
viabilidad de esplenocitos de ratón. Esplenocitos del bazo de ratones CD-1 (Weifa et al., 2007.) 
se incubaron con LPS 1 µg/mL, como control positivo, concentraciones (1 µg/mL, 10 µg/mL, 25 
µg/mL, 50 µg/mL) de los extractos B. fagaroides (A), P. serotinum (B) y el compuesto ACM (C) (1 
µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM) durante 48 h, en presencia o ausencia de LPS 1 µg/mL. La proliferación 
celular se determino por el método MTT. Los valores representan la media ± D.E de al menos tres 
experimentos independientes realizados por hexaplicado. Letras distintas representan diferencias 
estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos. 
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Figura 10. Efecto de los extractos y compuesto de plantas Mexicanas medicinales sobre la 
viabilidad de células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC). Se obtuvieron 
linfocitos de sangre periférica (PBMC) humana de individuos sanos mediante la técnica Ficoll-
Hypaque. Los linfocitos se incubaron con LPS 1 µg/mL, como control positivo, concentraciones (1 
µg/mL, 10 µg/mL, 25 µg/mL, 50 µg/mL) de los extractos B. fagaroides (A), P. serotinum (B) y el 
compuesto ACM (C) (1 µM, 5 µM, 10 µM, 25 µM) durante 48 h, en presencia o ausencia de LPS 1 
µg/mL. La proliferación celular se determino por el método MTT. Los valores representan la media 
± D.E de al menos tres experimentos independientes realizados por hexaplicado. Letras distintas 
representan diferencias estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos. 
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Figura 11. Efecto de los extractos y compuesto de plantas Mexicanas medicinales sobre la 
actividad de células natural killer. Se utilizaron células K562 como células diana y como células 
efectoras esplenocitos, obtenidos del bazo de ratones CD-1. Los cultivos celulares se incubaron 
con LPS 1 µg/mL, como control positivo, concentraciones (1 µg/mL, 10 µg/mL, 25 µg/mL, 50 
µg/mL) de los extractos B. fagaroides (A), P. serotinum (B) y el compuesto ACM (C) (1 µM, 5 µM, 
10 µM, 25 µM) durante 48 h. La actividad de las células natural killer se calculó como se describió 
por Hai-Shun et al., (2009) con la prueba MTT. Los valores representan la media ± D.E de al 
menos tres experimentos independientes realizados por hexaplicado. Letras distintas representan 
diferencias estadísticamente significativas (p≤0,05) entre grupos. 
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1.10. Discusión   
 
Las especies Bursera fagaroides (H.B.K.) Engl. (Burseraceae), Phoradendron 
serotinum (Raf.) M. C. Johnst. (Viscaceae) y Psacalium peltatum (H.B.K.) Cass. 
(Asteraceae), utilizadas en la medicina tradicional Mexicana tienen diversos 
efectos farmacológicos (Puebla-Pérez et al., 1998; Alarcon et al., 2010; Jacobo-
Salcedo et al., 2011), algunos de los cuales sugieren efectos 
inmunoestimuladores. 
Por lo que se evaluaron los efectos de Phoradendron serotinum, Bursera 
fagaroides y el acetato de maturin en la función de macrófagos murinos a través 
de la actividad fagocítica y liberación de NO, función biológica de las células NK, 
viabilidad de  esplenocitos murinos y células mononucleares de sangre periférica 
humana (PBMC). 
 
Activación de macrófagos murinos (RAW264.7) por los extractos B. 
fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM obtenido de P. peltatum  
 
Los macrófagos son células efectoras de la respuesta inmune innata y están 
involucradas en el inicio y la regulación de las respuestas adaptativas, en la 
defensa antimicrobial y tumoricida. Los macrófagos son estimulados al entrar en 
contacto con patógenos o con partículas (LPS), e incluso se ha demostrado que 
componentes de extractos y compuestos aislados de plantas tienen esta 
capacidad (Choi, et al., 2001).  
En el presente estudió se demostró que el extracto B. fagaroides, P. serotinum y el 
compuesto ACM modulan la activación de macrófagos debido a la liberación de 
NO, la capacidad de pinocitar y fagocitar que se determinó por la actividad 
enzimática lisosomal.  
El extracto B. fagaroides mostró un efecto sinérgico con LPS sobre la liberación de 
NO, incrementó y potenció en presencia de LPS la capacidad de pinocitar así 
como la actividad enzimática lisosomal determinada por la fosfatasa ácida, por lo 
cual sugiere la digestión enzimática intracelular. Sin embargo, parece que a 
mayores concentraciones del extracto de B. fagaroides se observó un efecto 
inhibitorio sobre la producción de NO, esto podría ser debido a que se produjo una 
saturación en la producción de NO, este efecto puede deberse a que el ON que se 
libera en mayores cantidades es tóxico para la célula misma en el ensayo in vitro.  
El extracto P. serotinum mostró un efecto potenciador en la liberación de NO en 
presencia de LPS, aumentó la actividad pinocítica y la actividad enzimática 
lisosomal con potencia similar a la de LPS. Lo cual sugiere que el extracto activa 
los macrófagos y que presenta un efecto sinérgico en la actividad enzimática 
lisosomal. 
Por otra parte, el compuesto ACM incrementó la producción de NO en presencia 
de LPS pero únicamente a las concentraciones más bajas probadas. Lo que 
sugiere probablemente, este compuesto tenga afinidad con lugares de unión que 
están involucrados en la activación de la liberación de oxido nítrico y dependiendo 
de su concentración tendrá un efecto sinérgico o antagónico. Así mismo, ACM 
ejerció actividad pinocítica de macrófagos, una activación y efecto sinérgico con 
LPS en la actividad enzimática lisosomal. 
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La actividad inmunomoduladora ejercida en macrófagos por B. fagaroides, P. 
serotinum y ACM, podría estar relacionada al uso de B. fagaroides  en la medicina 
tradicional para el tratamiento de gingivitis, la utilización de P. serotinum como 
antiviral, anticancerígeno, infecciones del tracto urinario (Jacobo-Salcedo et al., 
2011) y los efectos antiinflamatorios de Psacalium peltatum (Alarcon et al., 2010). 
 
Efecto de los extractos B. fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM 
obtenido de P. peltatum en la viabilidad de esplenocitos y células 
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC) 
 
Dentro de los mecanismos celulares de la inmunidad adaptativa también se 
encuentran los linfocitos, células que responden ante un reto antigénico, una vez 
que han sido activados mediante la unión específica de receptores en la superficie 
de su membrana. Incluso los linfocitos pueden ser activados de manera 
inespecífica por componentes de origen bacteriano tales como el LPS (Abbas et 
al., 2004; Goldsby et al., 2004).  
Un modelo para determinar la actividad inmunomoduladora es probar la acción del 
extracto en presencia de un mitógeno (LPS). La técnica de MTT permitió medir de 
manera indirecta el efecto de los extractos y compuesto en la proliferación de 
esplenocitos murinos y células mononucleares de sangre periférica humana 
(PBMC) a través del aumento en la viabilidad celular, lo que evidencio que los 
extractos y compuesto no tienen efectos negativos sobre la viabilidad celular. Al 
aumento y potenciación junto LPS, sobre la viabilidad celular, se discutió como 
proliferación. 
En este estudio se demostró que el extracto B. fagaroides incrementó con la 
misma potencia la proliferación de esplenocitos murinos con respecto a LPS, 
también el extracto P. serotinum tuvo una potencia similar a la de LPS. Por otro 
lado, el compuesto ACM tuvo una mayor potencia que el LPS lo que nos indica 
que los compuestos presentes en los extractos y el compuesto ACM tienen la 
capacidad de activar a los esplenocitos murinos para su proliferación. Por otro 
lado, se observó un efecto de sinergismo con el LPS de los extractos B. 
fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM en la proliferación de esplenocitos 
murinos.  
Respecto al efecto de los extractos y compuesto sobre la proliferación de células 
mononucleares de sangre periférica humana (PBMC), B. fagaroides y el 
compuesto ACM activaron la proliferación de PBMC y solo el compuesto ACM 
presentó un efecto sinérgico con LPS. Sin embargo P. serotinum no parece tener 
actividad en la proliferación de PBMC.  
Con lo que se demuestra que el extracto B. fagaroides y el compuesto ACM son 
capaces de estimular a los linfocitos en ausencia de sus correspondientes 
antígenos. Lo cual sugiere que estos productos naturales podrían actuar como un 
mitógeno. 
Por otro lado, datos obtenidos del extracto P. serotinum indicaron que el extracto 
puede tener compuestos que en mayor o menor concentración ejercen una 
actividad sinérgica en la proliferación de esplenocitos y antagónica en PBMC 
(Jacobo-Salcedo, et al., 2011). También se puede descartar un efecto tóxico en 
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estas células ya que en ensayos anteriores utilizando PHA (fitohemaglutinina) han 
demostrado en PBMC un efecto de proliferación en estas células (Jacobo-
Salcedo, et al., 2011). Sin embargo, en el estudio anterior se usaron extractos 
acuosos y en el presente estudio se usaron extractos etanólicos. 
 
Efecto de los extractos B. fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM 
obtenido de P. peltatum en la actividad de las células natural killer  
 
Las células NK son uno de los componentes celulares que participan en la 
defensa contra infecciones virales y el crecimiento tumoral con capacidad de 
destruirlas mediante su acción citolítica. Las NK ejercen su actividad sin necesidad 
de una sensibilización previa. 
Bursera fagaroides, Phoradendron serotinum y el compuesto ACM incrementaron  
la actividad de las NK. Se sabe que las células natural killer tienen actividad 
antitumoral y esto se podría relacionar con lo ya informado por Puebla-Pérez et al., 
(1998), en donde el extracto hidroalcohólico de la corteza de B. fagaroides 
presentó la capacidad de disminuir el crecimiento tumoral del linfoma murino 
L5178Y en modelos de ratones BALB/c., correlacionado con el efecto tóxicos en 
células que presentó P. serotinum (Jacobo-Salcedo et al., 2011). 
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1.11. Discusión General B. fagaroides, P. serotinum y el compuesto ACM 
 
Se han realizado algunas investigaciones sobre las especies Mexicanas B. 
fagaroides, P. serotinum y P. peltatum utilizadas empíricamente por sus 
propiedades medicinales, sin embargo no existen reportes científicos del efecto de 
estas plantas sobre el sistema inmunológico. Los resultados obtenidos de B. 
fagaroides evidencian su potencial para modular componentes celulares que 
participan en la respuesta inmunológica, los cuales se corroboran con otras 
especies de la familia  Burseraceae, como los extractos de la especie Bursera 
simaruba, nativa de regiones tropicales de América con un efecto antiinflamatorio, 
similar al fármaco fenilbutazona (80 mg/kg) y la indometacina (3 mg/kg) en 
modelos in vivo (Abad et al., 1996). Carretero et al., (2008) reporta que fracciones 
obtenidas de B. simaruba, tenían una mayor actividad antiinflamatoria que 
fenilbutazona (80 mg/kg). Los extractos de la corteza de B. simaruba inhibieron, 
el edema de la oreja de ratones inducido por aceite de crotón, después de la 
aplicación tópica (Sosa et al., 2002). Por lo tanto la especie B. fagaroides se 
propone como una fuente de componentes inmunomodulares, es probable que 
sus efectos biológicos y farmacológicos sean debido a que las especies 
pertenecientes a la familia Burseraceae son resinosas. 
 
La especie Mexicana P. serotinum demostró poseer componentes que tienen una 
actividad inmunomoduladora y es probable que su actividad antitumoral se deba 
también a la inducción de citocinas y a los efectos inmunoadyuvantes (Hostanska 
et al., 1995, Alonso-Castro et al., 2012). Los resultados se correlacionan con 
estudios anteriores realizados con otras especies de muérdago que han revelado 
tener propiedades citotóxicas e inmunomoduladoras. Es bien conocido que el 
extracto del muérdago europeo tiene actividad citotóxica contra células 
cancerosas y capacidad de estimular al sistema inmune (Khwaja y Dias, 1986). En 
la medicina popular de Argentina, Phoradendron liga (Gill. ex H. et A.) Eichl. 
(Viscaceae) por su similitud externa con el muérdago europeo (Viscum album L.) 
se ha utilizado para disminuir la presión arterial alta (Varela et al., 2004). Otra 
especie hemiparásita de Argentina, Ligaria cuneifolia (R. et P.) Tiegh. 
(Loranthaceae) conocido como “muérdago criollo” demostró que ejerce actividad 
inmunomoduladora y efectos antitumorales in vitro (Fernández et al., 1998). 
Investigaciones de ácidos triterpenicos de Phoradendron reichenbachianum 
(Viscaceae) mostro actividad vaso-relajante, debido a ello se sugiere la 
participación de que la COX y eNOS en la actividad vaso relajante (Rios et al., 
2012).  
 
Dado los resultados obtenidos y conociendo que los sesquiterpenos tienen 
actividades antiinflamatorias, hipoglucemica (Alarcon et al. 1997; Inman, et al, 
1999), antimicrobianas (Jiménez, et al., 1992), antitumorales, antioxidantes 
(Krasovskaya, et al., 1989), y la posible similitud del compuesto ACM con 
sesquiterpenos como el cacalol (antiinflamatoria, anitimicrobiana) y cacalona 
(antiinflamatoria) presentes en P. decompositum, especie también utilizada en la 
medicina tradicional Mexicana y perteneciente al complejo “matarrique”. Se 
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evidencia la capacidad del compuesto ACM de modular componentes del sistema 
inmune.  
 
En resumen los resultados muestran que B. fagaroides, P. serotinum y el 
compuesto ACM poseen una función activadora de los macrófagos revelada por 
su actividad pinocítica y fagocítica, además de modular la producción de NO y 
mejorar la actividad de los linfocitos sobre su proliferación demostrado por el 
aumento de viabilidad celular. Esto sugiere su habilidad para mejorar la respuesta 
inmune y la cooperación de otros mecanismos efectores como el de las células 
natural killer y los macrófagos en contra de células tumorales. Lo que supone que 
existen compuestos bioactivos en los extractos B. fagaroides y P. serotinum que 
tienen la capacidad de modular el sistema inmune  a los cuales se debe su 
actividad medicinal.  Sin embargo, aún es de interés conocer los principios activos 
presentes en los extractos vegetales y establecer los mecanismos moleculares a 
través de los cuales actúa el ACM y ejerce sus efectos inmunoestimuladores. 
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1.12. Conclusiones  
 
Este estudio mostró que el extracto de B. fagaroides presenta un efecto sinérgico 
con LPS sobre la liberación de NO, la capacidad de pinocitar, así como la 
actividad enzimática lisosomal en macrófagos murinos (RAW264.7). El extracto de 
B. fagaroides incrementó la proliferación de esplenocitos murinos con la misma 
potencia que el  LPS, activo la proliferación de PBMC e incremento la actividad de 
las NK. 
 
El extracto de P. serotinum mostró un efecto potenciador en la liberación de NO en 
presencia de LPS, aumentó la actividad pinocítica y la actividad enzimática 
lisosomal con potencia similar a la de LPS en macrófagos murinos (RAW264.7). El 
extracto de P. serotinum tuvo una potencia similar a la de LPS en la proliferación 
de esplenocitos murinos e incremento la actividad de las NK. Sin embargo, P. 
serotinum no parece tener actividad en la proliferación de PBMC. 
 
El compuesto ACM incrementó la producción de NO en presencia de LPS pero 
únicamente a las concentraciones más bajas probadas. ACM ejerció actividad 
pinocítica en macrófagos murinos (RAW264.7), una activación y efecto sinérgico 
con LPS en la actividad enzimática lisosomal. El ACM incrementó con mayor 
potencia que el LPS la proliferación de esplenocitos murinos. En PBMC, el ACM 
activó la proliferación de PBMC y tuvo un efecto sinérgico con LPS. Incremento la 
actividad de las NK.  
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1.13. ANEXOS 
 

El trabajo realizado en licenciatura y esta tesis han contribuido a la publicación de 
los siguientes artículos: 

 
1. Alonso-Castro, A.J., Ortiz-Sanchez, E., Dominguez, F., Arana-Argáez, V., 
Juárez-Vázquez, MdC, Chávez, M., Carranza-Álvarez, C., Gaspar-Ramírez, O., 
Espinosa-Reyes, G., López-Toledo, G., Ortiz-Andrade, R., García-Carrancá, A., 
(2012), Antitumor and immunomodulatory effects of Justicia spicigera Schltdl 
(Acanthaceae), Journal of Ethnopharmacology, 14:888-894. 
 
2. Alonso-Castro, A.J., Juárez-Vázquez, MdC, González-Sánchez, I., Dominguez, 
F., Estrada-Castillón, E., López-Toledo, G., Chávez, M., Cerbón, M.A., García-
Carrancá, A., (2012), The antitumoral effect of the American mistletoe 
Phoradendron serotinum (Raf.) M. C. Johnst. (Viscaceae) is associated with the 
release of immunity-related cytokines, Journal of Ethnopharmacology, 
142:857864. 
 
3. Jacobo-Salcedo, MdR, Juárez-Vázquez, MdC, Gonzalez-Espindola, L. A., 
Maciel-Torres, S.P., García-Carrancá, A., Alonso-Castro A.J., en prensa. Biological 
effects of aqueous extract from turkey vulture Cathartes aura (Cathartidae) meat, 
Journal of Ethnopharmacology, DOI /dx.doi.org/10.1016/j.jep.2012.11.014 
 
4.- Juárez-Vázquez, MdC, Alonso-Castro, A.J., Rojano-Vilchis, N., Jiménez-
Estrada, M., García-Carrancá, A., en prensa. Maturin acetate from Psacaliumn 
peltatum (Kunth) Cass. (Asteraceae) induces inmmunostimulatory effects in vitro 
and in vivo, Toxicology in Vitro, DOI /dx.doi.org/10.1016/j.tiv.2013.01.021 
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Fig. 3. JSE induces .lpoptosis in Hew cells. Hew or H.lC.lT cells were tre.lted with vehicle (DMSO O.Ol :t),JSE 17 ¡J.glml or CDDP 4 ¡J.glml during 48 h. The .lpoptosis .lSS.ly W.lS 
c.lrried out as described in Section 2. recording 10,000 events. The percent.lge of cells in e.lch quadr.lnt is localized in the comer. The cells in the right quadrants (Annexin 
V'IPI- and Annexin V'IP¡-) <lre considered as apoptOTic ceUs. Data are representative of four independent experiments in duplic<lte. 

2.10. Nitric oxide (NO) productioll 

Nirrie axide (NO) produerion was derermined based on Griess 
reacrian (Creen et al., 198 1). Human macrophages, differenriated 
as described aboye, were eo-cultured withSacc/JQTomycescerevísíae 
yeasts (5 x 106 yeas tfwell )and treated w ith various concemrations 
of JSE (1- 200 j.lgfml ) or LPS 1 tJ.g fml. After 24 h of incubarion, the 
pIare was centrifllged for 10 min at 300 x g and the cell culture 
supernatants were mixed with equal volume of Criess reagent 
(Sigma). The absarbanee was spectrophorometrieal1y measured at 
540 nm and the NO concentration was determined by a standard 
curve of NaN02 (5-60 j.lM) and expressed as tJ.M . 

2.1 J. Hydrogen peroxide re/ease 

Hydrogen peroxide release by maerophages was determined 
according to Pick and Mizel ( 1981). CeH culture supernatants 
(100 tJ.I) of monocyte- macrophages co-cu ltured with SacclJa
romycescerevisíaewere mixed with an eqllal volume affresh phenol 
red solution (5.5 mM dextrose, 0.056 g phenol red and 8.5 Ufml 
Type I HRP in DPBS) in 96-well piare and incubared far 3 h. Reacrion 
was sropped adding 10 tJ.I ofNaOH 1 N solutioll. Theabsorbance was 
spectrophotametrically measured at 620 nm and the H20 2 con
centratian determined by standard curve of H20 2 (5- 40 tJ.M ) and 
expressed as j.lM. 

2.12. Isolacion ofmurine sp/enocyces and proliferatíon assay 

Six weeks old male C57Blf6 miel" were sacrificed and their 
spleens were removed aseptieally and passed through a stain
less mesh 011 ice. The cells were incubated at 37 oC for 5 min 
with erythrocytes Iysis buffer (NH4CI 150mM, KHC03 10mM, 

Na2EDTA 0.1 mM ). After centrifugation at 1500 rpm for 5 min, the 
pellered cells were washed in PBS, resuspended and cultured in 
RPMI medium with 7% FBS. penicillin 100 JUfm l, streptomycin 
100 tJ.gfml. Cells were counted wirh a hemocytometer by try
pan blue dye exclusion technique. Cell viability exceeded 95%. 
Murine splenocyres were seeded in 96 well piares at a density 
of 2 x lOS cells/well. After 24 h of incubarion, JSE concentrations 
between 1 and 200 j.lg/mL were added ro rhe cells. Positive controls 
received lipopolysaccharides (LPS) 1 j.lg/ml.After 48 h oftreatment. 
the MlT assay was performed and the relative viability was calcu
lated as described Oacobo-Salcedo er al., 20 11). 

2.13. NK cell actívity 

The activity af natural ki ller (NK) cells was measured as previ
ously described (Tu et al.. 2008) wirh some modifications. Briefly, 
K562 cells (human erythromyelablasroid lellkemia) used as rarget 
cells, were seeded in 96-well plates at a density of2 x 104 cellsfwell 
in RPMI medium. After 24 h. murine splenacytes, used as the effec
tor cells, were added at 1 x 106 cellsfwell to give effectorfta rget 
cells a ratio of 50: 1. Afrer incubarian for 4 h, cells were rreared 
with J5E concenrrarions berween 1 and 200 tJ.gfml during 48 h. 
Then. cells were sllbjected to MlT assay Oaeabo-Sa lcedo et al., 
2011 ). NK ceH activity was calculated as follaws: NK activity 
(%) .. (OOT - (OOS - OOEll/ODT x 100% where ODT is aptical den
siry value oftarger cel1s coorral, OOS is optical density value oftest 
samples and ODE is optieal density value of effector eells control. 

2.14. Scatiscica/ analysis 

Experimental va llles are expressed as rhe mean ± the standard 
deviation of at least three experiments in triplica te. Data were 
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analyzed lIsing one-way ANOVA, followed by pose hac Tukey tests. 
The level of P::: 0.05 was used to determine statistical significante. 
All calculations were performed using rhe Graph Pad Prisma V.3 
software system (GraphPad Software. San Diego. CA. USA). 

3. Results 

3. J. KM quanciration 

HPLC analysis showed thar KM was the majar component in 
JSE (Fig. 1 l. The comem of this compound in the extraer was 
12 .75 mg/g. Therefore. JSE concentrations assayed ill viera (00-
tained 7.7 f.lM KM USE 10 f.lg fml), 13.1 J-LM KM USE 17 f.lg fml), 
38.5 f.lM KM (JSE 50 ¡..tgfml ), 77 f.lM KMUSE 100 f.lgfm l ) and 154 f.i.M 
KM USE 200 f.lgfml ). The JSE concentrations assayed in vivo (on
tained 19. 1 J-LM KM USE 10 mgfkg ). 95.5¡1.M KM USE 50 mg/kg ) and 
191 }.lM KM USE 100mg/kg). 

3.2. jSE exerrs low roxic elJeas in viero and in vivo 

In comer assay. lhe rai! lengrh and rhe olive rai! moment in 
cells treated with jSE at 200 and 1000 }.lg/ml were significantly 
higher and w i th the same porency than rhe positive control NaAs02 
65 ng/ml (P::: 0.05 ). whereas lower jSE concentrations did not show 
ONA damage (Fig. 2A and B). The LOso estimated by the lorke 
method (1983) was >5000 mg/kg i .p. and >5000 mgfkg O.p. At 
doses of 1600mg/kg or higher. neurologieal deficit was observed 
in the mice only in the first 4 h after t reatment. The symptoms 
ineluded immobility. dizziness and sedarion. Also, JSE at doses up 
to 1000 mgl kg decreased significantly body weíght, w hereas lower 
concentrations had no such effect (results nor shown). On the con
trary. lower dose increases body weight as mllch as vehiele treated 
mice (results not shown). 

3.3. jSE induces apoprosis in HeLa cells 

Previously. we showed that jusricia spicigera had lhe highest 
cytotoxic activity on HeLa cells (ICso '" 17}.lg/ml ) Uacobo-Sa1cedo 
et <ll .. 2011 ). To an<llyze wherher jSE has the potenti<ll effect lO 
induce apoptosis in cancel' celllines, HeLa cells were treated with 
JSE <ln d <ln<llyzed by flow cytometry. JSE induced 35% of apopto
sis (Annexin+ /p1- plus Annexin+ fPI+) compared ro untreated cells. 
whereas COOP induced 54% of <lpoptosis ( Fig. 3). In human nor
m<ll HaC<lT cells.JSE and COOP induced 7% and 56%, respectively. of 
apoptosis (Fig. 3 ). 

3.4. jSE exercs anrirumor eJJects 

After 15 d<lYs of treatment. JSE <ldministr<lted at 10. 50 and 
100 mg/kg i.p. inhibited the growth of t he Hew cell tumors sig
nificantly ( P ::: 0.05 ) by 28%. 41 % and 53%, whereas COOP 1 mgfkg 
inhibited the tumor growth by 63% compared to untreated mice 
(Fig. 4A). Funhermore.JSE inh ibited significantly (P::: 0.05) tumoral 
weight in miel" by 24% (1 O mg/kg) and 44% (50mg/kg) and 51% 
( 100 mg/ kg ) where<ls COOP l 111g/ kg inhibired tumorweighr by 67% 
as compared to untreated miel" (Fíg. 4B). 

3.5. jSE induces immunomodularory elJeces in viero 

We found thatJSE stimulated the phagocytos is ofSaccllOromyces 
cerevisiae cells by human differentiated macrophages. in a con
centratíon dependent manner. and tested at concentrations of 
100 J.Lg/ml and 200 J.Lgfm l induced rhe phagocyrosis with higher 
potency t han the posi t ive control LPS 1 J.Lg/m l (Fíg. 5A).JSE induced 
the NO production and H20 2 rele<lse in human macrophages in <l 
concentration dependent manner. and tested ar 200 J.Lg/ml showed 

3 

(8) 

a 

Control 

12 

Treatment (days) 

15 

CDDP JSE JSE JSE 

18 

1 mglkg 10 mglkg 50 mg/kg 100 mglkg 

Treatments 

Fig. 4. ¡SE inhibits the growth and decreases tumor weight in nu /nu mice bear
ing HeLa tumor. Mice were injected with HeLa ce ll s ( 1 x Uf ) and 8 days afte r 
lumor implanta tion were treated intraperitoneally with va rying doses of JSE 
( 10- 100 mg/kg) o r COOPl mg/kg dai ly over a period of 18 days. TUmOT5 were 
measured (A) and weighed (B) as descr ibed in Section 2. Data are representa
tive of Ihree independent experiments in quintuplicate. Results represent the 
mean ± standa rd dr.>viat ion (SD). LOwt>fC,lSe !t> u e rs ind ica t t> s ign ificanl di fft> rences 
according lo ANOVA test ( P ~ O.05 ). followed by post hoc Tukey tests. 

<l higher porency than LPS 1 J.Lg/ml (Fig. 5B). In murine spleno
cytes. JSE stímulated the proliferation by 127% ( 100 ¡..tg/ml ) and 
134% (200 ¡..tg/ml ). compared to untreated cells (Fig. 5C). Further
more, JSE induced the NK ceJl activity by 9.9% and 10.7% <ldded at 
100 f1.g/ml ami 200 f1.g /ml. respectively (Fig. 50 ). 

4. Discussion 

In Mexican traditional medicine. lea ves of justicia spicigera are 
used as immunostimulalOry (Herrer<l -Arellano el al .. 2009) and for 
the empírical treatment of cervical cancer (Márquez et al.. 1999). 
However. rhe anritumor effecrs of jusricia spicigera as well <lS its 
toxic and immunomodulatory effects are sti ll unknown. 

Previously it was shown rhe presence of kaempferi trin in 
ethanol exrracts of jusricia spicigera (Euler and Alam. 1982: 
Oominguez et al.. 1990). In this study. we showed that KM was the 
most abundanr compound in JSE and Ihal irs content ( 12.75 mgfg) 
was 2.3-fold and 5.9-fold lower than those reported for the medic
inal pl<llltS Hibiscus caunabinus <lnd Cinnamomum osmopltloeum. 
respectively (Rho et al., 2010; lín et al.. 2011 ). However. a more 
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Fig. S. J5E exerts immunomodulJlory effects in 'litro. PBMC differentiJted into macrophJges. with MPA, ,md ro-culturro with Sarrharomyces cert'visiae yeJst were trealf."d 
wirh DMSO 0.01 % (vehiele). LPS ] fLglml ( positivf." control) or indica/e<! concentrations ofJSE for 24 h. lhe JffiOunt ofSarrharomyces (rrevisiar phagocytosed WJ S ffie-,}sured by 
Oow eytometry (A). Jnd NO product ion ,lnd H20 2 rele,lse were qu,lntiftt"d from Ihe ('11 culture me-dium supt"rn,1TJnts (B). Murine splenocytes were treated with LPS 1 flg fml 
or various concentrations of JSE for 48 h. Cell proliferation was measured with the MlT assay (e). K562 cells cul tured in the presence of murine splenocytes were treated 
with various concentrations ofJSE for 48 h. NK activity was measured with the MlT assay and calculated as descrilx-d in Sect ion 2 (D). Results represent the mean ± standard 
deviation (SD) of three independent experiments in quadruplicate. Lowercase letters indicate significant differences according to ANOVA test (P:,:: 0.05). followed by post hoc 
Tukey tests. 

efficienr protoeol to extraet kaempferitrin fromjusticia spicigera is 
currently being performed in our laboratory. The HPLC results al so 
showed addi tional unidenrified eo mpounds wi th rete nrion t imes 
of 9.8 min and 11.9- 12.4 Ill in as eonstituents of j5E. Experi ments 
eurrently in eourse in our grou p see k to iden tify these J5E eom
ponems.Toxicological stud ies wi rh natural prodllctS are needed to 
provide security in fu turecl inical studies. Jn this study. we firs t eval
uated the in virra roxie effeets ofJSE llsing the comer assay. On ly J5E 
tested at eoneentrations of 400 and 1000 ¡..tg/m l showed sign ifieant 
(P ::::: 0.05) toxic effeets. Then we evaJuated the in vivo toxiceffeets of 
j5E by the aeute toxieity test aeeord ing to the Lorke method (1983 ). 
The results showed rhat the LDso for JSE was >5000 mg{kg Lp. and 
>5000 mgfkg o.p. However, the ehronic toxici ty study shouJd be 
carried out in order to validate JSE safety on long term use. The 
relative speeiesjusticia pectoralis showed a LDso of3531 mg/kg o.p 
in 5wiss al bino míee and no sylllprolll s of toxicity were reported 
(Lagarto Parra et al .. 2001 l. The results regarding the toxicologiea l 
effects of JSE eval uated in viera and in vivo suggest that this pl anr 
might be eonsidered as low toxi c. 

Apoprosis is reeognized as an efficient strategy fo r eaneer 
ehemorherapy and an indica tor for eancer treatment and preven
tion . Previously. we showed t hatjusricia spicigera showed strong 
eytoroxic effects against HeLa cells Uaeobo-Salcedo er al.. 201 1 l. 
In this study. we showed that J5 E exerted eytotoxie effects and 
indueed 35% apoprosis in HeL:! cells. eompared to llntreated eells. 
AJthough jSE showed lower pro-apoptotie poteney on HeLl eells 
eompared to CDDP. this plantextraetdid notd isplaytoxic effectson 
the normal eells HaCaT (7% of apoprosis). [n eontrast, CDDP showed 
high toxie effects on normal eells (56% of apoptosis ). The results 
suggest t hat justicia spicigera exerts eytotoxie effeets aga inst eaneer 
eell s wi th low roxic effeets on human normal cells. 

The J5E doses used to eva luate an titumor effects were seleeted 
based on their laek of toxic effeets. as eva lua ted in acure toxic
ity test and on preliminary studies earried out in our laboratory. 
Although the eapability of j5E 100 Illg{kg to deerease rumor we ight 
was 1.5-fold lower eom pared to CDDP 1 mg/kg. this plant extraet 
did not have any effect on body weight in mi ee (results not 
shown). In eontra st. CDDP redueed body weight by 11% (results 
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nor shown). In th is study, J5E showed a tumor growth inhibirían 
by 53%, which indicates thatjusricia spicigera might be an impor
tant source of antitumor compounds. Ir is highly desirable ro find 
new antitumor agents w ith same ar similar potency than drugs 
currently used in chemothera py, but with lower taxic effens. jus
ricia spicigera showed a similar antitumor potency compared ro 
(DOP, but showed much lower taxic effects in vicro and in vivo 
(han (DDP. 

lmmunosuppress ion is ane ofrhe maio obstacles in chemo- and 
radiotherapy. Therefore. ir is necessaryto find new antitumord rugs 
which can porentiate the immune system. AClivated m<lcrophages 
play an important role in the im mune system against tumor growth 
due to their ability of phagocytosis. synthesis and release of NO 
and H20 2. which are considered cytotoxic agents toward certain 
tumors (Mavier and Edgington . 1984). The NO and H20 2 pro
duced by macrophages inhibir mi tochondrial respirarion amI DNA 
replication w hich affects essential enzymes in target cells (Hibbs 
et al .. 1987). Spleen is involved in fighting the systemic infectio ns. 
w hereas NK cells playa crirical ro le in immune surveillance by rhe 
secretion of cytokines such as IFN -')' (Randy and Venkataraman, 
2002). Previously. we showed th<ltjusricia spicigeraeth<lnol extracts 
tested <lt 100 f1. g/ ml stimul<lted rhe proliferarion of human periph
eral blood mononuclear cells with similar potency as compared to 
phytohemagglutinin 1 ¡.¡.g/ml U<lcobo-S<llcedo et al .. 2011 l. In th is 
stlldy. we showed rhar justicia spicigera stimulates rhe phagocy
tosis. NO production and H20 2 release with highe r potency than 
lPS in human differentiated Ill<lcrophages. Also. justicia spicigera 
stimulates the prol iferation of murine splenocytes and induces the 
acrivity of natural kil ler cells. Thus.justicia spicigera exerts signif
icant immunomodulatory effects on immune responses mediated 
by Illacrophages. splenocytes and NK cells. 

[n summary. rhis srudy shows ,har justicia spicigera is a good 
source ofthe navonoid kaempferi trin. [n addition.jusricia spicigera 
exerts low toxiceffects in vicro and in vivo. induces high roxic effects 
in vicro <lnd in vivo against Hela ce ll s and exens immunomodula
tory activities in viero. Thus.jusricia spicigera could be a good source 
of potential anticancer drugs due to its low toxicity. antitulllor 
effects and imlll unolllod lllatory activities. 

Experiments are currently being carried out in our laboratory 
to isolate and eval uate active cOlllpound(s) fromjSE responsible of 
toxic effects on Hela cells in viero and ill vivo. Future res ults wi ll 
describe the Illolecu l.lf Illech<lni sm of aaion by which jSE <lnd its 
acrive com pollnd(s) exert rheir cyroroxic effects on cancer ce lis. [n 
addition. further experiments will evaluare the capability of Jus
ticia spicigera to stimul<lte immune systelll in an in vivo model. 
Neverrheless, it is needed ro realize more studies ro elucidare rhe 
immunomodula tory mechan isms. 
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ABSTRAC T 

EC/!Ilop/wrmocological relevonce: Phorodendron serotintlm is commonly used in Mexican traditional 
medicine for the empirical treatment of ca ncer. HowevE'f. there are no studies regarding the 
antitumoral or immunomodulatory activities of Phorodendron sNotinum. 
Mareríals alld merhods: The ill vivo toxicity of ethanolic extracts of P/wradelldron serocinum (PSE) was 
evaluated in mice according ro the lorke procedure. The in vitro imrnunomodu latory effects ofPSE were 
eva luated estimating the effects of PSE on the pinocytosis. NO production and Iysosomal enzyme 
activi ty in murine macrophages RAW 264.7. The effects of PSE on the proliferation of murine 
splenocytes ,md NK cell activity were also ass,lyed. The cytotoxic effects on TC-! (Iung murine cancer 
cells) were evalu,ued using the MlT assay. whereas the ,1poptotic effect of PSE on TC-1 cells was 
evaluated using llJNEl assay. AIso. different doses of PSE were injected innaperitoneally daily into 
C57Bll6 mice bearing tumors of TC-I cells during 25 days. The growth and weight of tumors was 
measured. In addition, the levels of Il-2, Il-6, Il-1 2. Il-23 and IFN-y in murine serum and supernata nts 
of K562 cel/- murine splenocyte cocultures were measured. 
Resulls: PSE stimulate<l the proliferation. pinocytosis and Iysosomal enzyme activity in murine 
macrophages with a similar potency than Iypopolisaccharides 1 pglm1. In addition, PSE stimulated 
the proliferation of rnurine splenocytes and induced the NK cell activity. PSE showed cytotoxic 
(lCso = 1.9 ~lglml) and apoptotic effects against TC- I cells. The LDso was 125 mg/kg by intr,lperitoneal 
route (i.p. ) and 375 mg/kg by oral route. PSE admi nistrated at 1. 5 and \O mg/kg i.p. inhibited the tumor 
growth by 18%, 40% and 69%, respectively, in mice be.lring TC- l tumor. PSE increased the in ViCTO .lnd 
in vivo release of Il-2, Il-6 and IFN-y but lacked effect on Il- 12 and Il -23 release. 
Conclus;ons: Phoradendron serot;num shows moderate toxic effects in vivo, exerts cytotoxic and 
apoptotic effects on TC- I cells. Plwradl'ndron serotinum .lIso has antitumor effects in mice bearing 
Te-l tumor and induces immunomodul.ltory activities in vivo. The results suggest that anti tumoral 
effects of PSE are related with the production of immunity-related cyroki nes. 

Cl 2012 Elsevier Ire land ledo AII rights reserved. 
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Mistletaes a re parasitic plants, dis tributed w orldw ide, that 
infest several tree speeies. The Eura pean mi stleroe Viscum album 
is the mast studicd species. In certain European countrics, 
preparations made from ViSCIlm albllm are amang tbe most pre
scribed drugs ofTered to eancer patients (KienJe and Kiene, 2010). 
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