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I. RESUMEN 

 

El buen funcionamiento del sistema inmunológico es indispensable para la 
homeostasis del organismo. En este sentido, los agentes inmunomoduladores son 
importantes en la prevención/tratamiento de enfermedades. Los inmunomoduladores 
comerciales presentan efectos secundarios y se requiere de nuevos agentes más 
eficientes. Las plantas son una fuente importante de compuestos bioactivos y el fruto 
de Randia echinocarpa es utilizado en medicina tradicional contra diferentes 
padecimientos y se ha demostrado que presenta actividad antioxidante, 
antimutagénica y antiinflamatoria. De esta manera, el objetivo de este estudio fue 
comprobar la actividad inmunomoduladora in vitro e in vivo de extractos y fracciones 
del fruto de papache (R. echinocarpa) y seleccionar la muestra más activa. Los 
extractos (hexánico, EH; clorofórmico, EC; en acetato de etilo, EAE y agua, EA) fueron 
obtenidos por el método secuencial y las fracciones (FH, FC, FAE y FA) por partición 
líquido-líquido. La actividad inmunomoduladora se evaluó in vitro e in vivo. En el 
ensayo in vivo se utilizaron dos modelos: (1) ratones normales tratados por 14 días 
con 100 mg/kg p.c.; (2) ratones inmunocomprometidos (dañados con ciclofosfamida) 
tratados por 10 días con la muestra más activa a 100, 200 y 400 mg/kg p.c. En ambos 
estudios se evaluaron peso corporal, índice de bazo, timo e hígado, parámetros 
hematológicos, bioquímicos, medición de la proliferación de esplenocitos, 

determinación de citocinas (IL-10, IL-17A, TNF-, IFN-, IL-6, e IL-4) y MDA. Al 
contrastar extractos y fracciones, la fracción hexánica (FH) exhibió la mayor 
proliferación de esplenocitos in vitro (46.92-15.68%), obteniendo valores 
estadísticamente similares al control concanavalina A (55.21%), y en estudios 
posteriores sólo se analizaron las fracciones. En el ensayo in vivo con ratones 
normales, la FH, FC, FAE y FA mostraron actividad inmunomoduladora, destacando 
la FH que también indujo un aumento en el índice de bazo. En general, los tratamientos 
no afectaron el peso corporal, índice de hígado y parámetros hematológicos y 
bioquímicos de los ratones. En el modelo inmunocomprometido, el efecto negativo de 
la ciclofosfamida fue atenuado al tratar los ratones con FH: peso corporal (FH-100, FH-
200 y FH-400), índice de timo (FH-100), índice de bazo (FH-200 y FH-400), parámetros 
hematológicos (FH-200) y proliferación de esplenocitos (FH-100 y FH-200). En este 

modelo, los ratones tratados con FH presentaron valores de TNF- similares al control 
sano, mientras que el mejor resultado para IL-6 se registró con FH-100. En relación 
con el daño oxidativo (niveles de MDA), los tratamientos con la FH fueron insuficientes 
para revertir el efecto de la ciclofosfamida. Estos resultados demuestran la actividad 
inmunoestimuladora en ratones sanos e inmunosuprimidos de la FH de Randia 
echinocarpa. 

 

(Palabras clave: Randia echinocarpa, inmunomodulación, fracción hexánica).  
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II. ABSTRACT 

 

The proper functioning of the immune system is vital for maintaining an organism's 
homeostasis. In this sense, immunomodulator agents are essential in preventing and 
treating diseases. However, commercial immunomodulators induce secondary adverse 
effects, necessitating the search for more efficient alternatives. Plants are an important 
source of bioactive compounds, and the fruit of Randia echinocarpa, used in traditional 
medicine against various illnesses, shows antioxidant, antimutagenic, and anti-
inflammatory properties. This study aimed to verify the in vitro and in vivo 
immunomodulatory activity of R. echinocarpa fruit extracts and fractions for choosing 
the most active sample. The extracts (hexanic, HE; chloroformic, CE, in ethyl acetate, 
EAE, and water, WE) were obtained with the sequential method, and the fractions (HF, 
CF, EAF, and WF) by liquid-liquid partition. The immunomodulatory activity was 
evaluated in vitro and in vivo. In vivo assays involved two models: (1) healthy mice 
treated for 14 days with 100 mg/kg b.w.; and (2) immunocompromised mice (treated 
with cyclophosphamide) treated for ten days with the most active sample at 100, 200 
and 400 mg/kg b.w. The parameters evaluated in the in vivo studies were the following: 
body weight; index of spleen, thymus, and liver; hematological and biochemical 

parameters; splenocyte proliferation; cytokine levels (IL-10, IL-17A, TNF-, IFN-, IL-6, 
e IL-4); and MDA. Comparative analysis of extracts and fractions showed that the 
hexanic fraction (HF) exhibited the highest in vitro splenocyte proliferation (46.92-
15.68%) with statistically similar values to concanavalin A control (55.21%). Then, only 
fractions were analyzed in further studies. In healthy mice, the HF, CF, EAF, and WF 
showed immunomodulatory activity, highlighting the HF, which also increased the 
spleen index. In general, the treatments did not significantly affect body weight, liver 
index, hematologic and biochemical parameters in mice. In immunocompromised mice, 
the negative effect of the cyclophosphamide was attenuated by treatment with HF: body 
weight (HF-100, HF-200, and HF-400), thymus index (HF-100), spleen index (HF-200 
and HF-400), hematologic parameters (HF-200), splenocyte proliferation (HF-100 and 

HF-200). In this model, the TNF- levels in mice treated with HF were comparable with 
those in the healthy control group, while the best result for IL-6 was registered with HF-
100. However, HF treatments were insufficient to reverse the oxidative damage (MDA 
levels) caused by cyclophosphamide. These findings demonstrate the 
immunostimulatory activity in healthy and immunosuppressed mice of the HF from the 
Randia echinocarpa fruit.  

 

(Key words: Randia echinocarpa, immunomodulation, hexanic fraction).  
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III. INTRODUCCIÓN 

El ser humano está expuesto constantemente a una gran variedad de 

microorganismos patógenos (bacterias, hongos y parásitos). En respuesta a estos 

agentes/condiciones patogénicas, los animales cuentan con el sistema inmunológico 

para mantenerse sanos. Sin embargo, existen situaciones en las que el sistema 

inmunitario se encuentra afectado o comprometido, incrementando la susceptibilidad 

del organismo a la enfermedad (Castillo-Mompié y col., 2021). 

Los inmunomoduladores son sustancias capaces de modular la respuesta 

inmunitaria y su uso en la terapia de diversas afectaciones ha aumentado en los 

últimos años (Huber y col., 2018). Sin embargo, gran parte de los fármacos 

inmunomoduladores disponibles comercialmente generan efectos adversos graves, 

por lo tanto, es necesario la búsqueda de nuevos agentes terapéuticos capaces de 

inducir un cambio en la respuesta inmunitaria; al respecto, se ha demostrado que 

compuestos químicos provenientes de productos naturales son capaces de generar 

un efecto en la respuesta inmunitaria (Nair y col., 2019; Ali-Reza y col., 2023). 

Las plantas son consideradas el primer eslabón de la cadena alimenticia y son el 

principal reservorio de compuestos bioactivos, es por ello que continúan siendo 

utilizadas como agentes preventivos y curativos en la medicina tradicional (Sen y 

Chakraborty, 2017). Actualmente, se estima que el 80% de la población mexicana usa 

medicina tradicional; sin embargo, de las 4500 plantas medicinales registradas, 

únicamente para el 5% se ha reportado su actividad farmacológica (Alamilla y Neyra, 

2020). Es por ello que se requieren de estudios que demuestren la actividad biológica 
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de un gran número de plantas usadas como medicina tradicional y en particular de la 

actividad inmunomoduladora. 

El papache (Randia echinocarpa Moc. & Sessé ex DC.) es una planta nativa de 

Sinaloa, donde se utiliza como alimento y para tratar diversas enfermedades (e.g., 

cáncer, malaria, diabetes, padecimientos renales, pulmonares, circulatorios, incluso 

gastrointestinales) (Bye y col., 1991). La amplia gama de usos pudiera estar 

relacionada a un mecanismo general de acción probablemente asociado a 

propiedades inmunomoduladoras. En lo que respecta a los estudios científicos del fruto 

de papache, éste es una buena fuente de fenólicos, taninos y melaninas. Asimismo, 

componentes del fruto presentan actividades biológicas de relevancia para la salud del 

hombre (e.g., antioxidante, antimutagénica y anticancerígenas). Específicamente, las 

melaninas insolubles y las melaninas solubles han mostrado actividades 

inmunomoduladoras, ambos tipos de melaninas incrementan la proliferación de 

esplenocitos y se ha demostrado que las melaninas solubles activan los linfocitos  

de los ganglios linfáticos mesentéricos (Montes-Avila y col., 2018; Gil-Avilés y col., 

2019). Recientemente, se demostró que extractos (extracción secuencial) y fracciones 

(partición líquido-líquido) del fruto de R. echinocarpa obtenidas con hexano y 

cloroformo incrementan la proliferación de células mononucleares de sangre periférica, 

siendo los extractos los que muestran el mayor efecto (Pinto-González, 2022). A su 

vez, se demostró que la fracción hexánica y en acetato de etilo eran capaces de ejercer 

actividad antiinflamatoria en edema de pata de ratón inducido por carragenina 

(Zatarain-Irigoyen, 2022). Estos dos estudios registraron diferencias en la actividad 

biológica entre extractos y fracciones del fruto de papache obtenidos con solventes de 
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polaridad similar. Por lo tanto, el objetivo de la presente investigación fue demostrar 

las propiedades inmunomoduladoras in vitro e in vivo de extractos/fracciones del fruto 

de papache y establecer el método de extracción que genera los mejores resultados. 

Al respecto, el conocimiento generado en la presente investigación será útil para el 

diseño e implementación de estrategias hacia el aprovechamiento sostenible de esta 

planta nativa de Sinaloa. 
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IV. REVISIÓN DE LITERATURA 

4.1. Sistema inmunológico  

El sistema inmunológico es un mecanismo de defensa corporal para el 

reconocimiento y eliminación de una gran variedad de agentes extraños e indeseables, 

en donde participan una amplia diversidad de células y moléculas (Shantilal y col., 

2018). Esta defensa se origina por respuestas secuenciales y coordinadas que se 

denominan inmunidad innata y adaptativa. La inmunidad innata constituye la primera 

línea de defensa y está mediada por mecanismos que existen inclusive antes de 

generarse la infección (como barreras anatómicas y fisiológicas), por lo tanto, es una 

respuesta rápida y poco específica que no genera memoria inmunológica (Abbas y 

col., 2018; Berry y col., 2020). El sistema innato está constituido por una gran variedad 

de células como mastocitos, basófilos, eosinófilos, macrófagos, neutrófilos, células 

dendríticas y las células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés). Sin 

embargo, si la infección persiste se desencadena la respuesta adaptativa, la cual 

difiere de la innata en que es específica y genera memoria inmunológica (Abbas y col., 

2018). Los componentes celulares principales de la inmunidad adaptativa son los 

linfocitos B y T (Cuadro 1) (Shantilal y col., 2018). 

Existen dos tipos de respuestas inmunitarias adaptativas, inmunidad humoral e 

inmunidad celular, que inducen diferentes componentes del sistema inmunitario. La 

inmunidad humoral es el principal mecanismo de defensa hacia microorganismos 

extracelulares y sus toxinas y es mediada por anticuerpos producidos por linfocitos B 

presentes en la sangre y en fluidos corporales; sus principales funciones son 

neutralización, opsonización y activación de complemento. 
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Cuadro 1. Características de la inmunidad innata y adaptiva.  

Función/especificación Innata Adaptativa 

Tiempo de respuesta 
Respuesta instantánea en 

la exposición inicial 

El tiempo transcurrido 

entre la primera 

estimulación y reacción 

máxima 

Especificidad 

Frente a moléculas 

compartidas por grupos 

de microbios y moléculas 

relacionadas producidas 

por células del anfitrión 

Frente a antígenos 

microbianos y no 

microbianos 

Diversidad Limitada Muy grande 

Memoria Ninguna Si 

Barreras celulares y 

químicas 

Piel, epitelio de mucosa; 

moléculas 

antimicrobianas 

Linfocitos en epitelio; 

anticuerpos secretados 

en superficies epiteliales 

Proteínas sanguíneas Complemento, otros Anticuerpos 

Células 

Leucocitos, macrófagos 

linfocitos citolíticos 

naturales (NK), células 

linfocíticas innatas 

Linfocitos T, B y 

antígenos 

Adaptado de Abbas y col. (2018) y Sangwan y col. (2022). 
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Por otro lado, la inmunidad celular es mediada por linfocitos T que se encargan 

de atacar principalmente infecciones ocasionadas por microbios intracelulares (e.g., 

virus y bacterias) capaces de sobrevivir y proliferar en el interior de fagocitos y otras 

células. Sin embargo, algunos linfocitos T también intervienen en la erradicación de 

microbios extracelulares, estimulando a los linfocitos B en la producción de anticuerpos 

(Abbas y col., 2018).  

Por otro lado, la inmunidad protectora generada hacia algún microorganismo, 

dependerá de la respuesta del anfitrión hacia el microbio o de la transferencia de 

anticuerpos que defienden contra el microbio (Punt y col., 2018). El tipo de inmunidad 

que se genera debido a la exposición de un antígeno extraño se denomina inmunidad 

activa, dado que la persona inmunizada desempeña una función activa en la respuesta 

frente al antígeno. En contraparte, una persona también puede adquirir la inmunidad 

a través de la transferencia de suero o de linfocitos desde un individuo dotado de una 

inmunidad específica, lo cual genera inmunidad sin haber estado en contacto con el 

antígeno, denominada inmunidad pasiva (Abbas y col., 2018). Este tipo de inmunidad 

puede ser utilizada como prevención para fortalecer el sistema inmunológico de una 

persona inmunocomprometida o aquellas que van a estar expuestas a un microbio en 

particular, sin embargo, su efecto es breve y limitado (Abbas y col., 2018; Punt y col., 

2018). 

Existen un grupo de proteínas que regulan y coordinan diferentes procesos de 

las células de las inmunidades innata y adaptativa denominadas citocinas, éstas son 

moléculas de bajo peso molecular, poseen una vida media muy corta y actúan a muy 

bajas concentraciones (Abbas y col., 2018). La nomenclatura de las citocinas es 



9 
 

inconsistente; sin embargo, estas se clasifican en 6 familias (Cuadro 2) (Kupsa y col., 

2012): 

1. Interleucinas (ILs). 

2. Quimiocinas (C, CC, CX) 

3. Factor transformador de la diferenciación celular (TGF). 

4. Factores estimuladores de colonias (FSC).  

5. Factores de necrosis tumoral (TNF).  

6. Interferones (IFs).  

4.2. Órganos inmunitarios 

Los tejidos linfáticos se dividen en dos categorías: (1) órganos generadores, 

también conocidos como órganos linfáticos primarios o centrales; y (2) órganos 

periféricos, también denominados como órganos linfáticos secundarios. Dentro de los 

órganos linfáticos primarios se encuentran la médula ósea y el timo (Abbas y col., 

2018). La hematopoyesis en la médula ósea genera todas las células del sistema 

inmunológico (e.g., glóbulos rojos, plaquetas, granulocitos, timocitos y células B), las 

cuales se diferencian en células maduras o en precursores de células que realizan su 

función en la sangre y pueden recircular entre la médula ósea y otros tejidos. Por otro 

lado, las células T inmaduras abandonan la médula ósea y migran hacia el timo para 

completar su proceso de maduración, donde las células que son beneficiosas para el 

sistema inmunológico se conservan (selección positiva), mientras que aquellas que 

podrían desencadenar respuestas autoinmunes dañinas son eliminadas (selección 

negativa). Posteriormente, las células T maduras se liberan en el torrente sanguíneo 

(Punt y col., 2018; Shantilal y col., 2018). Los órganos linfáticos secundarios son los  
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Cuadro 2. Clasificación básica de las citocinas. 

Familia Nomenclatura Funciones fisiológicas 

Interleucinas 

IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, 

IL-11, IL-12, IL-13, IL-14, 

IL-15, IL-16, IL-17, IL-18, 

IL-19, IL-20, IL-21, IL-22 e 

IL-23 

Estimular la 

hematopoyesis, promover 

o inhibir la inflamación y 

regular la cooperación 

celular 

Quimiocinas 
α: CXC, β: CC y γ: C, δ: 

CX3C 

Regular la migración de 

monocitos, granulocitos y 

linfocitos, promover la 

angiogénesis y la 

inflamación 

Factor transformador de la 

diferenciación celular 
TGF-β 

Estimular el crecimiento de 

fibroblastos y matriz 

extracelular 

Factores estimuladores de 

colonias 
G-CSF, GM-CSF, M-CSF 

Estimular la proliferación y 

maduración de los 

precursores mieloides 

Factores de necrosis 

tumoral 
TNF- y TNF-β 

Pirógeno proinflamatorio, 

activa la inmunidad no 

especifica y puede causar 

apoptosis 

Interferones 
Tipo I: IFN-, β, ω y tipo II: 

IFN- 

Efecto antiproliferativo, 

actividad antitumoral y 

actúa en la respuesta 

contra patógenos 

intracelulares 

Modificado de Kupsa y col. (2012). 
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ganglios linfáticos, el bazo, el sistema inmunitario cutáneo y mucoso; aquí se generan 

funciones como el trasplante de antígenos y de linfocitos vírgenes, iniciándose 

respuestas inmunitarias adaptativas (Abbas y col., 2018; Wahyuningsih y col., 2018). 

4.3. Componentes celulares y moleculares de la respuesta inmunológica 

El sistema inmunitario enfrenta diversos desafíos con la finalidad de generar 

respuestas de protección contra microorganismos infecciosos (Abbas y col., 2018). Al 

ingresar un patógeno al cuerpo, el tejido epitelial es la primera barrera para impedir el 

daño generado por el patógeno y emplea diferentes sustancias químicas 

antimicrobianas (e.g., mucinas, defensinas y catelicidinas) generadas en las 

superficies epiteliales (Punt y col., 2018). La respuesta innata reconoce a microbios 

(e.g., virus, bacterias Gram negativas, Gram positivas y hongos) debido a que 

expresan substancias específicas conocidas como patrones moleculares asociados a 

microorganismos patógenos (PAMP, por sus siglas en inglés). Este mecanismo 

también reconoce moléculas llamadas patrones moleculares asociados a la lesión 

(DAMP, por sus siglas en inglés) que producen o liberan células dañadas como 

resultado de infecciones, toxinas químicas, quemaduras, traumatismos o reducción del 

riego sanguíneo (Abbas y col., 2018; Punt y col., 2018). Diferentes componentes 

celulares que participan en el control de infecciones se describen en el Cuadro 3 y en 

los siguientes párrafos.  

Los neutrófilos son las primeras células en llegar al sitio de inflamación, actuando 

en procesos eferentes (fagocitosis y desgranulación) y aferentes (liberación de 

moléculas inmunomoduladoras), una vez realizada su función biológica estos mueren 
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Cuadro 3. Células involucradas en la inmunidad y sus funciones. 

Célula inmunitaria Características Función 

Neutrófilo 

El tipo más frecuente de 

leucocito, célula 

multinucleada con una vida 

media limitada 

Fagocitosis de microbios 

patógenos y su eliminación 

aumenta 

exponencialmente 

Monocitos y macrófagos 

Los macrófagos tisulares 

migran en forma de 

monocitos 

Fagocitosis y muerte 

bacteriana 

Célula dendrítica 
Células presentadoras de 

antígenos (CPA) 

Los antígenos son 

captados, procesados y 

presentados a los linfocitos 

Eosinófilo 
Formados por gránulos 

gruesos 

Emplean un papel en la 

eliminación de patógenos 

recubiertos de anticuerpos 

Linfocitos 

Los dos tipos de linfocitos 

son los T (maduran en 

timo) y B (maduran en 

médula ósea) 

Expresan receptores 

específicos a los antígenos 

para reconocer infecciones 

Modificado de Sangwan y col. (2022). 
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 rápidamente por necrosis o apoptosis expulsando proteínas granulares toxicas y 

hebras genómicas de ADN para capturar y matar bacterias. Los neutrófilos muestran 

diferentes fenotipos según su condición biológica. Los neutrófilos N1 se asocian con 

inflamación aguda y participan en eliminar patógenos. Por otro lado, los neutrófilos N2 

inducen angiogénesis y remodelación de tejidos en la inflamación crónica (Curi y col., 

2020).  

Los macrófagos juegan un papel fundamental en la regulación de la respuesta 

inmunitaria y como células presentadoras de antígeno (CPA), existen dos subgrupos: 

macrófagos activados por la vía clásica (M1) y los macrófagos activados por la vía 

alternativa (M2) (Abbas y col., 2018). Los macrófagos M1 se caracterizan por producir 

citocinas (IL-1, IL-12 e IL-23) y mediadores pro-inflamatorios, además activan las 

células tipo Th1 involucradas en el control de patógenos intracelulares mediante la 

generación de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) y de 

nitrógeno y de la resistencia tumoral. Por otro lado, los macrófagos M2 son importantes 

para la activación de células tipo Th2, responsables del control de patógenos 

extracelulares, además de inducir la cicatrización y fibrosis (Abbas y col., 2018; 

Özdemir y col., 2019). 

Las células dendríticas son CPA profesionales y participan en la iniciación de la 

respuesta de los linfocitos T hacia patógenos invasores, además de generar tolerancia 

a los autoantígenos. Por lo tanto, estas células son capaces de diferenciar entre una 

respuesta inmunológica tolerogénica o protectora (Amon y col., 2020).   

Los linfocitos citolíticos naturales (NK) son capaces de identificar y eliminar a 

células infectadas mediante la liberación de gránulos citolíticos y citocinas citotóxicas 
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(Abbas y col., 2018). Otra función efectora de las células NK es producir interferón γ 

(IFN-), participando en la activación de los macrófagos para destruir a los microbios 

fagocitados (Laskowski y col., 2022). 

Otras células involucradas en la respuesta innata son los mastocitos, basófilos y 

eosinófilos. Estos tres tipos de leucocitos comparten la característica de tener gránulos 

citoplasmáticos llenos de mediadores inflamatorios y antimicrobianos. Otra 

característica en común es que son células efectoras en la inflamación alérgica de la 

piel (Abbas y col., 2018; Nakashima y col., 2019).   

Los patógenos que quedan libres o los que han sido fagocitados migran hacia 

estructuras linfoides secundarias donde se encontrarán con los linfocitos que ingresan 

desde la sangre y que provienen de estructuras linfoides primarias. Aquí es donde los 

linfocitos Th (cooperadores), linfocitos Tc (citotóxicos o citolíticos) y linfocitos B se unen 

al patógeno e inicia su activación, proliferación y diferenciación (Punt y col., 2018). Sin 

embargo, existen diferentes subpoblaciones de linfocitos que difieren entre sí en el 

reconocimiento hacia estos agentes extraños y sus funciones. 

Los linfocitos B se diferencian en células plasmáticas capaces de generar 

anticuerpos, los cuales tienen la misma zona de unión al antígeno que los anticuerpos 

de su superficie (receptores del linfocito B o BCR), que reconocen en primera instancia 

al antígeno. Diversos compuestos proteínicos y lipídicos generan la secreción de 

anticuerpos (IgM e IgG, IgA e IgE) mediante la interacción con su antígeno de 

superficie (Abbas y col., 2018).  

Los linfocitos T no producen anticuerpos y utilizan su receptor (TCR) para 

reconocer péptidos derivados de proteínas extrañas que se unen a proteínas propias 
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en el complejo principal de histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés). El MHC 

se expresa en las superficies de las CPA (Abbas y col., 2018). Los linfocitos T derivan 

en los linajes αβ y γδ. Los linfocitos T αβ constan de distintas poblaciones y entre las 

mejores definidas están los linfocitos T cooperadores (CD4+) y los linfocitos T 

citotóxicos o citolíticos (CD8+) (Abbas y col., 2018; Del Zotto y col., 2021). 

Los linfocitos T cooperadores vírgenes (Th0) son estimulados para que se 

diferencien hacia uno de los tres subgrupos efectores distintos denominados Th1, Th2 

y Th17. El estímulo puede provenir de un antígeno, coestimuladores y citocinas 

provenientes de la respuesta inmunológica, cumpliendo así distintas tareas a favor de 

la defensa del anfitrión ante microorganismos extraños o participando en el control de 

enfermedades inmunitarias (Abbas y col., 2018; Miggelbrink y col., 2021). Los linfocitos 

Th1 secretan IFN-, TNF-, IL-2 e IL-12, células capaces de generar protección al 

anfitrión contra microbios intracelulares mediante la activación clásica del macrófago, 

induciendo la expresión de enzimas capaces de producir ROS. Los Th2 producen 

citocinas como IL-4, IL-6 y IL-10 las cuales desempeñan funciones importantes contra 

la erradicación de infecciones por helmintos y en la defensa de infecciones alérgicas. 

Los Th17 generan las citocinas IL-17A, IL-17F e IL-22, éstas influyen en la erradicación 

de infecciones bacterianas extracelulares y fúngicas, además contribuyen de forma 

significativa en enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Abbas y col., 2018; Maggi 

y col., 2019). También los linfocitos Th0 se pueden diferenciar en linfocitos T 

reguladores (Treg), cuya función principal es el mantenimiento de la homeostasis 

inmunológica y tolerancia periférica (Cuadro 4) (Del Zotto y col., 2021).  
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Cuadro 4. Descripción general de las propiedades de los subgrupos de linfocitos T 

CD4+ y sus contribuciones en enfermedades inmunitarias.  

Subgrupos 

de 

linfocitos T 

CD4+ 

Expresa el 

factor de 

transcripción 

Citocinas 

características 

Defensa del 

hospedero 

Reacciones 

inmunitarias 

Th1 T-bet 
IFN-, TNF-, 

IL-2 e IL-12 

Microbios 

intracelulares 

Activar 

macrófagos, inhibir 

la angiogénesis y 

mejorar la función 

efectora de 

linfocitos CD8 

Th2 
Gata-3 y Stat-

6 

IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-9, IL-10 e IL-

13 

Parásitos 

helmínticos 

Reclutar 

eosinófilos 

Th17 
ROR-γt y 

STAT3 

IL-17A, IL-17F y 

IL-22 

Bacterias 

extracelulares, 

hongos 

Reclutar 

neutrófilos y 

promover la 

angiogénesis 

Modificado de Abbas y col. (2018) y Miggelbrink y col. (2021). 
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Los linfocitos T citotóxicos contribuyen en la eliminación de microbios 

intracelulares y células cancerosas mediante dos mecanismos principales, uno 

dependiente de calcio y el otro independiente de calcio (Powell y col., 2022). El primero 

es un proceso de desgranulación, que conduce a la liberación de diferentes proteínas 

citotoxicas (perforina, granzimas y granulisina), provocando la permeabilización de la 

membrana celular, la activación de caspasas y finalmente, la apoptosis celular. El 

segundo mecanismo involucra receptores del factor de necrosis tumoral (TNF), como 

lo es la interacción Fas receptor (Fas)/Fas ligando (Fas L), donde las CTL que 

expresan Fas L se une a Fas y genera la apoptosis de la célula diana inducida por 

caspasas (Del Zotto y col., 2021).   

Por otro lado, los linfocitos T γδ son células que comparten características tanto 

de inmunidad adaptativa como innata, pueden reconocer y unirse al antígeno sin 

restricción del MHC y responden más rápido que las células T αβ por no requerir 

expansión clonal (Zarobkiewicz y col., 2021). A su vez, este tipo de células son 

activadas de manera similar a las células de la inmunidad innata, mediante el 

reconocimiento de los PAMPs o DAMPs (Ghaedi y col., 2019). 

Las células T γδ, a diferencia de las células αβ, son mucho menos comunes y 

representan del 0.5 al 5 % de todos los linfocitos T de la sangre periférica y los tejidos 

linfoides de ratones y seres humanos (Castillo-González y col., 2021). Sin embargo, 

éstas son el subconjunto más abundante en barreras epiteliales como la piel, el 

intestino y el tracto reproductivo (Abbas y col., 2018; Castillo-González y col., 2021). 

Una de las características más particulares de las células T γδ es su migración hacia 
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tejidos periféricos en lugar de hacia órganos linfoides. Por lo tanto, la función de los 

linfocitos T γδ está ligada a su distribución tisular (Park y Lee, 2021).  

4.4. Inmunomoduladores 

La defensa del sistema inmunológico implica la modulación (inducción, 

expresión, amplificación o inhibición) de cualquier parte o fase de la respuesta 

inmunitaria (Shantilal y col., 2018; Harun y col., 2020). Este proceso se lleva a cabo 

mediante la administración de sustancias de origen biológico/endógeno (e.g., 

citocinas) o sintético/exógeno (e.g., levamisol) capaces de regular el sistema 

inmunológico y que han sido empleadas en la prevención y tratamiento de diversas 

enfermedades (López-Yomayusa y Almansa-Manrique, 2000). 

En función del tipo de enfermedad puede requerirse inmunoestimulación o 

inmunosupresión (García-Hernández y col., 2009). La “inmunosupresión” es 

importante cuando la respuesta inmunitaria del organismo está hiperactivada (e.g., 

enfermedades autoinmunes, alergias y trasplantes), fenómeno que puede estar 

mediado por la estimulación de células inhibidoras o factores humorales, o por la 

inhibición de células efectoras o de factores humorales activadores. Por otra parte, la 

“inmunoestimulación” se logra por la estimulación de células efectoras o la producción 

de sus inductores metabólicos, lo que permite aumentar la intensidad de la respuesta 

inmunitaria cuando existen procesos de inmunosupresión o inmunocompromiso (e.g., 

cáncer, SIDA, enfermedades crónico degenerativas y/o infecciosas) (Sánchez y col., 

2002; García-Hernández y col., 2009). Otros agentes moduladores son los 

inmunoadyuvantes, los cuales se utilizan para para mejorar la eficacia de las vacunas 
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ya que inducen una respuesta inmunológica más específica creando células de 

memoria (Sangwan y col., 2022).  

Los inmunomoduladores también se clasifican como específicos e inespecíficos; 

los inespecíficos (e.g., levamisol) son capaces de promover o suprimir el sistema 

inmunitario en general (López-Yomayusa y Almansa-Manrique, 2000; Monet-Alvarez 

y col., 2020). Por otro lado, los específicos (e.g., citocinas, anticuerpos monoclonales, 

vacunas) ejercen acción selectiva sobre diferentes células (Monet-Alvarez y col., 

2020). De esta manera, los inmunomoduladores pueden afectar tanto la respuesta 

innata (natural) o adaptativa (adquirida) (López-Yomayusa y Almansa-Manrique, 2000; 

Monet-Alvarez y col., 2020). 

El modo de acción de compuestos inmunomoduladores no es del todo conocido. 

Sin embargo, la mayoría actúan sobre células inmunológicas al inducir cambios en la 

expresión de genes, procesamiento del ARN mensajero, transporte intracelular de 

proteínas, síntesis proteica y la secreción y expresión de proteínas en la superficie 

celular. Estos cambios influyen en la inducción, mantenimiento y regulación de la 

respuesta inmunitaria. En otros casos, se ha observado que la acción de los 

inmunomoduladores está relacionada con el mecanismo y equilibrio de segundos 

mensajeros que participan en las rutas de transducción de las señales celulares 

(García-Hernández y col., 2009). 

Los fármacos inmunomoduladores comerciales se emplean para restaurar el 

funcionamiento del sistema inmunológico. Sin embargo, el uso clínico a largo plazo, 

de algunos inmunomoduladores, está contraindicado debido que provocan efectos 

secundarios graves tales como psoriasis, anafilaxia y disfunción renal (Cuadro 5). Por  
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Cuadro 5. Mecanismo de acción y efectos secundarios de fármacos 

inmunomoduladores. 

Inmunomoduladores Mecanismo Efectos secundarios 

Glucocortidoides 

Disminuye la extravasación 

de leucocitos y la 

expresión de citocinas 

proinflamatorias 

Retraso del crecimiento en 

niños, necrosis ósea, 

osteopenia, hiperglucemia e 

hipertensión 

Ciclosporina 

Reduce la expresión de 

linfocinas y proteínas 

antiapoptóticas 

Disfunción renal, hiperplasia 

de las encías, hiperuricemia, 

hipercolesterolemia 

Azatioprina, 

azatioprina sódica 

Inhibe la proliferación de 

linfocitos 

Leucopenia, trombocitopenia, 

hepatotoxicidad, alopecia, 

toxicidad gastrointestinal, 

pancreatitis. 

Etanercept, infliximab, 

adalimumab, anakinra, 

daclizumab, 

basiliximab 

Se une TNF- e inhibe la 

unión a sus receptores 

Reactivación de tuberculosis, 

psoriasis, infecciones fúngicas 

invasivas, hipersensibilidad y 

anafilaxia 

Isoprinosina 

Mejora la producción de 

citocinas e induce la 

proliferación de linfocitos 

Depresor del SNC, náuseas 

transitorias y aumento del nivel 

de ácido úrico en suero y orina 

Modificado de Jantan y col. (2015). 
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lo tanto, el diseño y desarrollo de nuevos fármacos candidatos con actividad 

inmunomoduladora se ha convertido en un campo de interés en el mundo (Jantan y 

col., 2015). 

4.5. Plantas con actividad inmunomoduladora 

Desde la antigüedad, el hombre ha utilizado las plantas como su principal fuente 

de abrigo, alimento y medicamento, entre otros usos. De esta manera, al hombre le ha 

interesado demostrar las propiedades de las plantas e identificar los compuestos 

bioactivos asociados a sus actividades biológicas. Esto ha llevado a una evolución 

desde el uso tradicional de una planta hasta el desarrollo de un medicamento de 

patente como es el ácido acetil salicílico (D'Amelia y col., 2021).  

Recientemente, la medicina herbolaria ha retomado popularidad mundial debido 

a la gran disponibilidad en las comunidades locales, es más barata que la medicina de 

patente y tienen una mayor facilidad de administración (Abubakar y Haque, 2020). De 

acuerdo con la OMS, el 88% de la población mundial utiliza la medicina herbolaria y el 

90% de los países en desarrollo utilizan hierbas tradicionales como la principal 

alternativa en el cuidado de la salud (Sianipar, 2021). Además, se estima que entre un 

30 a 40% de los medicamentos que son comercializados provienen de productos 

naturales (Newman y Cragg, 2020).   

Los productos naturales y sus componentes han demostrado ser una fuente 

importante de moléculas capaces de ejercer un efecto farmacológico sobre la 

respuesta inmunitaria (Cuadro 6) (Curiel-Gutiérrez, 2017). En este sentido, 

compuestos bioactivos derivados de plantas han sido utilizados tanto en terapia  
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Cuadro 6. Plantas con actividad inmunomoduladora. 

Nombre científico de la 

planta (Familia) 

Constituyentes 

químicos 
Actividades biológicas 

Achillea millefolium C. 

Koch (Compositae) 

Flavonoides, alcaloides, 

poliacetilenos, cumarinas, 

triterpenos 

Antiinflamatorio, 

antiespasmódico, 

antipirético, diurético 

Cistanche desertícola Ma 

(Orobanchaceae) 
Polisacáridos 

Inmunomodulador, 

mitogénico y actividades 

comitogénicas. 

Matricaria chamomilla L. 

(Asteraceae) 
Proteína Inmunomoduladora 

Rhodiola imbricata Gray. 

(Crassulaceae) 
Fenólicos 

Propiedades 

inmunoestimulantes 

Catunaregam spinosa 

(Thunb.) Tirveng 

(Rubiaceae) 

Saponinas, terpenos Antiarrítmico 

Modificado de Shantilal y col. (2018). 
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convencional como tratamiento alternativo (Figura 1), algunos de ellos se describirán 

brevemente a continuación. 

Los polifenoles son fitoquímicos que incluyen a más de 800 compuestos (e.g., 

flavonoides, cumarinas y taninos), cuyo efecto inmunomodulador se ha asociado a 

actividades antioxidantes y antiinflamatorias de fenólicos como respuestas 

inmunitarias inespecíficas (Sangwan y col., 2022).  

Las saponinas presentan un esqueleto derivado de 30 carbonos y estructura tipo 

esteroide o triterpeno policíclico, éstas han mostrado efectos inmunoestimulantes o 

inmunoadyuvantes (Sangwan y col., 2022).  

Los polisacáridos son carbohidratos de estructura lineal o ramificada y se han 

usado por sus efectos inmunoestimulantes e inmunoadyuvantes (Sangwan y col., 

2022).  

Los alcaloides son heterociclos que presentan en su estructura al menos un 

átomo de nitrógeno, éstos han mostrado efectos inmunomoduladores (supresores o 

activadores) (Kesharwani y col., 2022; Sangwan y col., 2022) 

Las plantas medicinales con propiedades inmunomoduladoras tienen un alto 

potencial como medicamentos. Por ejemplo, el extracto etanólico de Physalis angulata 

(EEPA) presentó actividad inmunomoduladora in vivo e in vitro; actividad caracterizada 

por disminución en los niveles de moléculas proinflamatorias (IL-6, IL-12 y TNF-), 

inhibición de la proliferación de linfocitos, secreción de citocinas tipo Th1 (IL-2, IL-6 e 

IFN-) y aumentó en la secreción en una citocina tipo Th2 (IL-4); además, el EEPA 

redujo el edema de la pata en un modelo de ratón (Daltro y col., 2021). Otro estudio 
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Figura 1. Ejemplo representativo de compuestos químicos con actividad 

inmunomoduladora. Modificado de Sangwan y col. (2022). 
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mostró potente actividad inmunomoduladora de polisacáridos de la cáscara del 

garbanzo Kabuli (Cicer arietinum L.). Los polisacáridos activaron in vitro la fagocitosis 

y aumentaron la secreción de NO y citocinas (IL-6, IL-1β y TNF-); mientras que in 

vivo mejoraron los índices de timo y bazo en ratones inmunodeficientes (Akhtar y col., 

2020). Por otro lado, los arabinofurananos de los frutos de Akebia quinata estimularon 

la actividad fagocítica e incrementaron los niveles de NO, IL-6, IL-1β y TNF- en un 

modelo in vitro; asimismo, los arabinofurananos aumentaron la producción de ROS y 

NO en un modelo de embrión de pez cebra (Wang y col., 2021). Recientemente, 

Yepes-Perez y col. (2021) reportaron que el extracto hidroalcohólico de Uncaria 

tomentosa (Rubiaceae) inhibió la liberación de partículas infecciosas SARS-CoV-2 y 

redujo su efecto citopático en la línea celular Vero E6.  

La especie Randia echinocarpa Sessé et Mociño (Rubiaceae) es un modelo de 

estudio en el Laboratorio de Química y Productos Naturales de la Facultad de Ciencias 

Químico Biológicas, en la Universidad Autónoma de Sinaloa, donde se ha demostrado 

que posee actividades biológicas de importancia para el hombre (e.g., antioxidante, 

antimutagénica, antitumoral, inmunomoduladora) y componentes asociados a las 

actividades biológicas (e.g., ácidos grasos, esteroles, melaninas, melaninas solubles). 

4.6. Familia Rubiaceae 

La familia Rubiaceae es una de las más grandes en plantas e incluye 600 

géneros, alrededor de 14,000 especies y tres subfamilias: Cinchonoideae, Ixorioideae 

y Rubioideae (Burgos-Hernández y Castillo-Campos, 2018; Wikström y col., 2020). 

Esta familia tiene distribución mundial; sin embargo, la mayor diversidad se presenta 

en regiones tropicales y subtropicales (Wikström y col., 2020). En México, se han 
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reportado de 77 a 113 géneros y de 510 a 707 especies de rubiáceas y en Sinaloa 

están registradas 76 especies distribuidas en 30 géneros (Vega-Aviña y col., 2021; 

Torres-Montúfar y Torres-Díaz, 2022). 

4.6.1. Características generales  

Las plantas de la familia Rubiaceae abarcan desde pequeñas hierbas anuales y 

perennes hasta grandes árboles tropicales, se pueden encontrar epífitas, lianas, 

suculentas, reófitos y formas de vida acuática; sus flores son heteromorfas, los frutos 

incluyen frutas carnosas o secas y a menudo con semillas pequeñas (Wikström y col., 

2020). 

4.7. Randia echinocarpa 

4.7.1 Características generales 

Randia echinocarpa Moc. & Sessé ex DC. (Rubiaceae) es nativa de México y 

dependiendo de la zona geográfica recibe diferentes nombres comunes como papache 

o crucillo chino (Cuadro 7) (CONABIO, 2019). El género Randia está altamente 

diversificado en México, con 62 especies de las cuales 44 son endémicas, 

contribuyendo a que México sea el tercer país con mayor abundancia de rubiáceas 

(Villaseñor, 2016; Ojeda-Ayala y col., 2022; POWO, 2023).  

R. echinocarpa es un árbol pequeño de 3 a 5 m de altura, con ramas rígidas, de 

las cuales cada brote corto está terminado por cuatro espinas. Tiene las hojas más o 

menos largas y un poco redondeadas en la punta, de color verde oscuro en el anverso 

y verde blanquecino en el reverso. Las flores del papache presentan un pistilo de 3 cm 

de largo y son blancas o amarillas, solitarias, terminales y generalmente  
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Cuadro 7. Clasificación taxonómica del fruto del papache.  

Taxón   Categoría  

Reino Plantae 

Phylum Magnoliophyta 

Clase Equisetopsida 

Orden Gentianales 

Familia Rubiaceae 

Género Randia 

Especie 
Randia echinocarpa Moc. & Sessé ex 

DC. 
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unisexuales, aunque también pueden ser bisexuales y despiden un aroma agradable. 

Las corolas son blancas y se tornan amarillo-naranjas con el tiempo (Figura 2) (Bye y 

col., 1991). Los frutos en estado de madurez fisiológica son verdes y se tornan 

amarillos y posteriormente café oscuro en madurez comercial, son redondos con 

protuberancias parecidas a verrugas, miden de 4.5 a 10 cm de diámetro y presentan 

una cáscara dura con prolongaciones de diferente tamaño (Figura 3). La floración 

ocurre en los meses de marzo y julio y los frutos maduran de julio a marzo (Bye y col., 

1991; CONABIO, 2019). 

4.7.2. Distribución geográfica  

R. echinocarpa se desarrolla en climas cálido, semicálido y templado; asimismo, 

suele encontrarse en bosques tropicales caducifolios, subcaducifolios y perennifolios, 

matorral xerófilo, bosque espinoso, bosque mesófilo de montaña y bosques de encino 

y de pino (CONABIO, 2019). 

Las especies de Randia se distribuyen desde la costa del océano pacífico hasta 

los 1700 msnm. Su distribución en México abarca desde el sur de Sonora y el suroeste 

de Chihuahua hasta el centro de Guerrero y el suroeste de Puebla, teniendo el desierto 

de Sonora como límite norte y el río Balsas como límite hacia el sur (Bye y col., 1991). 

4.7.3. Composición química de Randia echinocarpa 

En frutos del género Randia se han identificado diferentes compuestos químicos (e.g., 

saponinas, β-sitosterol, ácido ursólico y ácido oleanólico), mientras que en R. 

echinocarpa está reportado manitol, fitoesteroles, ácidos grasos y melaninas; así como 

los ácidos quinóvico, oxoquinóvico, ursólico y oleanólico (Santos-Cervantes y col.,  
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Figura 2. Planta de Randia echinocarpa. (A) hojas, (B) flor, (C) frutos, y (D) frutos en 

madurez de consumo. Tomada de https://www.naturalista.mx/taxa/316796-Randia-

echinocarpa/browse_photos, créditos a Pio-León (A-B), Roberto Otero (C) y Laura 

Cisneros (D). 
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https://www.naturalista.mx/taxa/316796-Randia-echinocarpa/browse_photos
https://www.naturalista.mx/taxa/316796-Randia-echinocarpa/browse_photos
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Figura 3. Fruto de R. echinocarpa. (a) entero, (b) corte ecuatorial y (c) pulpa con 

semillas. 
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2007; Cano-Campos y col., 2011; Montes-Avila y col., 2018; Gil-Avilés y col., 2019; 

Ojeda-Ayala y col., 2022). Asimismo, algunas características nutricionales, 

fisicoquímicas y de actividad biológica del fruto de R. echinocarpa han sido descritas 

(Ojeda-Ayala y col., 2022). Cabrera (2000) registró un pH de 6.24, acidez de 0.04% y 

humedad del 56.15%, también mostró que el fruto tiene un alto contenido de 

compuestos polares principalmente carbohidratos, fenólicos (129.5 mg/g) y taninos 

(1.66 mg/g), además de bajo contenido de vitamina C (7.01 mg/100g). 

4.7.4. Usos etnofarmacológicos de plantas de Randia spp. 

El género Randia incluye varias especies usadas en medicina tradicional (Ojeda-

Ayala y col., 2022). R. echinocarpa ha sido comúnmente utilizada para tratar 

problemas renales, pulmonares, circulatorios e incluso gastrointestinales (Bye y col., 

1991). Randia aculeata es utilizada para tratar anemia, bronquitis, reumatismo, artritis, 

hemorroides, problemas de la circulación y como abortivo, aportando propiedades 

analgésicas, antihemorrágicas y antiinflamatorias (Garcia-Cruz, 2018). Por otro lado, 

Randia monantha es utilizada comúnmente en el estado de Veracruz como remedio 

para contrarrestar los efectos de mordeduras de serpientes y animales ponzoñosos 

(Méndez y Hernández, 2009).  

El fruto de R. echinocarpa es utilizado como alimento y en medicina tradicional 

contra diferentes padecimientos: enfermedades respiratorias, prevención y tratamiento 

de cáncer, diabetes, padecimientos gastrointestinales, problemas renales (Bye y col., 

1991; UNAM, 2009). 
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4.8. Antecedentes  

4.8.1. Actividades biológicas de especies de Randia y de Randia echinocarpa 

Los usos tradicionales de especies de Randia han llevado a realizar estudios 

científicos que corroboren sus propiedades medicinales. Juárez-Trujillo y col. (2018) 

reportaron que la pulpa y semillas de R. monantha presentan una alta concentración 

de fibra, ácido linoleico y compuestos fenólicos; asimismo, demostraron su actividad 

antioxidante. Por otro lado, el extracto metanólico de Catunaregam spinosa (= Randia 

dumetorum) y sus fracciones presentan actividad inmunoestimuladora (Patel-Ritesh y 

col., 2011). En cuanto a R. echinocarpa, los extractos acetónicos de tallos y hojas 

mostraron débil actividad antibacteriana (Salinas-Sánchez y col., 2009), mientras que 

el extracto del fruto mostró actividad nematicida contra Haemonchus contortus L3 

(López-Aroche y col., 2008). Asimismo, se ha reportado que el extracto acuoso 

presenta actividad diurética y antimutagénica, lo cual se relaciona a su elevado 

contenido de fenólicos totales y a la presencia de β-sitosterol y ácido ursólico en el 

extracto acuoso, a lo que se les atribuye actividad antioxidante (Vargas-Solis y Perez-

Gutierrez, 2002; Santos-Cervantes y col., 2007; Ojeda-Ayala y col., 2022). El estudio 

biodirigido de la actividad antimutagénica del extracto metanólico de R. echinocarpa 

demostró que la fracción hexánica presentaba la mayor actividad antimutagénica y que 

los compuestos responsables eran el β-sitosterol y los ácidos linoleico y palmítico 

(Cano-Campos y col., 2011). En concreto sobre su actividad inmunomoduladora, 

Montes-Avila y col. (2018) demostraron que melaninas obtenidas del fruto de papache 

presentan actividad antioxidante e inmunomoduladora al aumentar la proliferación de 

esplenocitos y presentar un alto número de anillos fenólicos en su composición. Gil-
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Avilés (2020) estudiaron las melaninas solubles del fruto de papache y demostraron 

que inducían la proliferación de linfocitos in vitro y que activaban los linfocitos T γδ de 

los ganglios linfáticos mesentéricos, sugiriendo que esta actividad inmunomoduladora 

puede tener un impacto benéfico en la inmunoterapia frente a infecciones y cáncer. 

Estudios más recientes realizados por Pinto-González (2022) y Zatarain-Irigoyen 

(2022) demuestran que existen diferencias en composición fitoquímica y actividades 

biológicas entre muestras del fruto de papache obtenidas por dos métodos de 

extracción: extractos por el método secuencial y fracciones por partición líquido-

líquido. Estas muestras presentan actividad inmunomoduladora celular (proliferación 

de células mononucleares de sangre periférica), destacando los extractos hexánico y 

clorofórmico; asimismo ejercen actividad antiinflamatoria en el modelo de edema de 

pata de ratón, resaltando las fracciones hexánica y en acetato de etilo.  
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V. JUSTIFICACIÓN 

El sistema inmunológico protege al organismo frente a diferentes agentes 

extraños. En este sentido, la alteración de este sistema contribuye a la progresión de 

diferentes enfermedades (e.g., enfermedades autoinmunes, cáncer, SIDA, alergias). 

Al respecto, los inmunomoduladores son sustancias capaces de estimular o suprimir 

la respuesta inmunitaria y son de utilidad en diferentes condiciones patológicas. Sin 

embargo, se ha reportado que los fármacos inmunomoduladores existentes en el 

mercado son causantes de efectos secundarios graves. Por lo tanto, los productos 

naturales con actividad inmunomoduladora son potenciales sustitutos de estos 

fármacos. Por otro lado, especies del género Randia han demostrado ser útiles para 

tratar diferentes enfermedades. En el caso de R. echinocarpa, esta planta nativa de 

Sinaloa se ha utilizado para tratar malaria y cáncer, entre otros padecimientos; 

adicionalmente, la composición nutrimental, actividad antimutagénica y antitumoral del 

fruto de R. echinocarpa ha sido demostrada La diversidad de usos terapéuticos 

tradicionales del fruto de R. echinocarpa podría estar asociada a propiedades 

inmunomoduladoras. Asimismo, estudios previos han mostrado que extractos y 

fracciones del fruto de papache poseen diferencias en su composición fitoquímica y 

actividades biológicas in vitro e in vivo. Por lo tanto, es de gran interés demostrar la 

eficiencia de extractos y fracciones del papache en la regulación de la respuesta 

inmunitaria. Consecuentemente, la demostración de las propiedades benéficas de esta 

planta contribuirá a su conservación y aprovechamiento sustentable.  
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VI. HIPÓTESIS 

Extractos y fracciones del fruto de papache (Randia echinocarpa) presentan 

actividad inmunomoduladora.  
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VII.  OBJETIVOS 

7.3. Objetivo general 

Analizar la actividad inmunomoduladora de extractos y fracciones del fruto de 

papache (Randia echinocarpa). 

7.4. Objetivos específicos 

7.2.1. Demostrar la actividad inmunomoduladora in vitro de extractos/fracciones del 

fruto de papache y seleccionar las muestras con mayor actividad. 

7.2.2. Evaluar el efecto sobre la proliferación de esplenocitos del tratamiento por vía 

oral de ratones con las muestras del fruto de papache seleccionadas. 

7.2.3. Analizar el efecto sobre el estado antioxidante e inmunomodulación de ratones 

inmunocomprometidos, por daño con ciclofosfamida, del tratamiento con la 

muestra más activa. 
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VIII. MATERIALES Y MÉTODOS 

8.1. Materiales 

8.1.1. Material vegetal 

El fruto de R. echinocarpa en estado de madurez para su consumo fue colectado 

en los municipios de Salvador Alvarado, Mocorito y Badiraguato del estado de Sinaloa, 

México, en el periodo de noviembre de 2020 a enero de 2021. Los frutos fueron 

transportados y almacenados en el Laboratorio de Química de Productos Naturales 

(LQPN) de la Facultad de Ciencias Químico Biológicas (FCQB), en la Universidad 

Autónoma de Sinaloa (UAS). 

8.1.2. Animales de laboratorio 

Para los ensayos de actividad inmunomoduladora in vitro e in vivo se utilizaron 

ratones BALB/c (BIOINVERT SA de CV, México) mantenidos en el bioterio de la 

FCQB-UAS. Los animales fueron alojados en cajas de acrílico en un cuarto con 

temperatura controlada (24 ± 1 °C) y períodos de luz/oscuridad de 12 h, el alimento 

(Rat Diet 5012) y agua purificada se administraron ad libitum. La investigación se 

realizó conforme a los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana NOM062-ZOO-1999. 

8.1.3. Reactivos 

Todos los reactivos fueron de grado analítico y se adquirieron de Sigma-Aldrich 

(St. Louis, MO, EE.UU.): ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), lipopolisacárido 

(LPS), concanavalina A (Con A) bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT), dimetilsulfóxido (DMSO), Tween 80 y medio de cultivo RPMI-

1640. Para los estudios in vivo se utilizaron los kits: Alkaline Phosphatase (Liquid) 
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Reagent Set (Pointe Scientific Inc, EE.UU.), Urea (BioSystems), Creatinine 

(BioSystems), AST/GOT y ALT/GTP (ElitechGroup, México) Kit Lipid Peroxidation 

(MDA) Colorimetric/Fluorometric Assay (Biovision, EE.UU.) y Kit CBA comercial 

(Mouse Th1/Th2/Th17, BD Bioscience-Pharmingen). Los solventes fueron adquiridos 

de CTR-Scientific (México): alcohol metílico, etanol 96%, hexano, acetato de etilo y 

cloroformo; éstos se destilaron previo a su uso. Los solventes orgánicos grado HPLC 

fueron de Baker Inc. (Phillipsburg, NJ, EE.UU.). 

8.2. Metodología 

8.2.1 Preparación de harina de papache (R. echinocarpa) 

La pulpa del fruto se recuperó eliminando la cáscara leñosa y separando la 

semilla (Extractor EX-S, Cafeteras Internacionales, México) de la pulpa. La pulpa se 

congeló a −70 °C previo a su liofilización (Virtis Company, EE.UU.). La pulpa liofilizada 

se trituró en una licuadora (Oster®), aplicando pulsos con el objetivo de evitar el 

calentamiento de la muestra y la modificación de su composición. La harina se pasó 

por una malla no. 40 y se almacenó en bolsas herméticas a −20 °C protegidas de la 

luz hasta su uso.  

8.2.2. Obtención de extractos y fracciones de papache 

8.2.2.1. Obtención de fracciones por el método de partición líquido-líquido 

El extracto metanólico (EM) del fruto de papache se preparó de acuerdo a la 

metodología descrita por Wall y col. (1996). La harina de papache (200 g) se maceró 

con metanol (en una relación 1:5 p/v), manteniendo el matraz en agitación continua 

(150 rpm/37 °C/3 días), el solvente se cambió cada 24 h. Los solventes de extracción 
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de cada día se mezclaron y concentraron a vacío en un rotavapor a 40 °C (Buchi, B-

4881, EE.UU.); para obtener el EM, la humedad restante del residuo se eliminó por 

liofilización (Virtis Company Gardiner, EE.UU.). El EM se almacenó a −20 °C hasta su 

uso. 

El EM del fruto de papache se fraccionó por partición líquido-líquido usando 

solventes de diferente polaridad para obtener las siguientes fracciones: hexánica (FH), 

clorofórmica (FC), en acetato de etilo (FAE) y acuosa (FA) (Wall y col., 1996). El EM 

del fruto (100 g) se disolvió en 100 mL de metanol:agua (9:1 v/v) y se particionó con 

hexano (1:1 v/v, 3 veces), recuperándose las fases hexánicas. La fase metanólica se 

concentró y resuspendió en 100 mL de agua y fue particionada con cloroformo (1:1 

v/v, 3 veces); la fase acuosa restante se extrajo con acetato de etilo (1:1 v/v, 3 veces), 

recuperándose las fases acuosas y en acetato de etilo. Las fases hexánicas, 

clorofórmicas y en acetato de etilo se concentraron a 40 °C bajo presión reducida en 

un rotavapor (Buchi, EE.UU.); mientras que la FA se concentró por liofilización (Virtis 

Company Gardiner, EE.UU.), obteniendo la correspondiente fracción. Las fracciones 

se almacenaron a −20 °C protegidas de la luz hasta su uso (Figura 4). 

8.2.2.2. Obtención de extractos por el método secuencial 

La harina se extrajo secuencialmente con hexano (EH), cloroformo (EC), acetato 

de etilo (EAE) y agua (EA) de acuerdo a la metodología reportada por Santos-

Cervantes y col. (2007). La harina de papache (200 g) se mezcló con hexano (1:5 p/v), 

manteniendo el matraz en agitación continua (150 rpm/37 °C/3 días), el solvente se 

cambió cada 24 h por filtración. Los filtrados hexánicos se juntaron y el residuo de 

harina se extrajo secuencialmente con el resto de los solventes bajo las mismas  
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Figura 4. Diagrama para la obtención de las fracciones de R. echinocarpa a partir 

del extracto metanólico. 
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condiciones. Al final de las extracciones, cada uno de los solventes orgánicos se 

eliminaron bajo presión reducida en un rotavapor a 40 °C (Buchi, EE.UU.); mientras 

que el extracto acuoso se concentró por liofilización (Virtis Company Gardiner, 

EE.UU.). Los extractos obtenidos (EH, EC, EAE y EA) se almacenaron a −20 °C 

protegidos de la luz hasta su uso (Figura 5). 

8.2.3. Actividad inmunomoduladora in vitro 

8.2.3.1. Efecto de extractos y fracciones en la proliferación de esplenocitos 

La proliferación de esplenocitos se evaluó de acuerdo a la metodología 

establecida por Lin y Tang (2007) con algunas modificaciones. Los ratones BALB/c se 

sacrificaron por dislocación, se sanitizaron en una disolución de benzal al 10% (v/v) y 

se les extrajo el bazo en condiciones asépticas. El bazo se colocó en una caja Petri 

con medio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, EE.UU.), se homogenizó usando el émbolo 

estéril de una jeringa y se filtró con una malla de 70 µm. La suspensión celular se 

centrifugó (1500 rpm/5 min) (EBA 20 Hettich Zentrifugen, Alemania) y se eliminó el 

sobrenadante. Las células recuperadas se trataron con amortiguador de lisis (pH 7.2-

7.4) para eliminar los eritrocitos, la suspensión se centrifugó (1500 rpm/5 min), se lavó 

con amortiguador de fosfatos (pH 7.5), se centrifugó bajo las mismas condiciones y 

finalmente las células fueron resuspendidas (5 × 106 células/mL) en medio RPMI-1640 

complementado con suero fetal bovino al 10% v/v y mezcla antibiótico-antimicótico 

(Sigma-Aldrich, EE.UU.) al 1% v/v. En microplacas de 96 pocillos fondo plano se 

colocaron 200 µL de la suspensión celular y 50 μL de los agentes mitogénicos Con A 

o LPS (concentración final en el pozo de 5 y 10 μg/mL, respectivamente) o 

extractos/fracciones de papache (concentraciones finales en el pozo de 10, 100 y 200  
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Figura 5. Diagrama para la obtención de extractos de la pulpa del fruto de R. 

echinocarpa por el método secuencial   
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µg/mL) o control vehículo (DMSO 10% en medio RPMI-1640). La placa se incubó 

durante 24 h a 37 °C en una incubadora en atmósfera de CO2 al 5% y con 95% de 

humedad (Walter-Jacketed Automatic CO2 Incubator, NUAIRE, EE. UU.). La 

proliferación celular se determinó con el reactivo MTT utilizado comúnmente en 

procesos de cuantificación de viabilidad celular. Las células viables convierten las 

sales de tetrazolio (amarillo y soluble) en sales de formazán (azul e insoluble) debido 

a que el MTT atraviesa la membrana mitocondrial donde actúan las deshidrogenasas, 

las células muertas son incapaces de generar esta acción (Ghasemi y col., 2021). A 

cada pozo se añadieron 10 μL de una disolución de MTT en PBS (5 mg/mL). La placa 

se incubó nuevamente por 4 h a 37 °C. La absorbancia se midió a 492 nm en un lector 

de microplacas (Multiskan Bichromatic, Fisher Scientific, EE. UU.). Los resultados se 

expresaron como porcentaje de proliferación celular relativo al control. 

8.2.4. Actividad inmunomoduladora in vivo 

La actividad inmunomoduladora in vivo se evaluó en dos modelos murinos: 

ratones sanos y ratones inmunosuprimidos. Se evaluaron las cuatro fracciones de 

papache obtenidas por el método de partición líquido-líquido. Para preparar las 

muestras, las fracciones se pesaron, mezclaron con Tween 80 (el 1% del volumen 

final) y calentaron a 40 °C hasta homogenizar la mezcla. A dicha mezcla se agregó 

agua destilada (≈ 50% del volumen final) y se homogenizó en el ultrasonido por 15 

min. Finalmente, el agua destilada restante fue adicionada y la mezcla homogenizada 

para obtener la concentración deseada. Las muestras se mantuvieron a temperatura 

ambiente (25 °C) y protegidas de la luz durante el tiempo que duraron los tratamientos. 
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8.2.4.1 Efecto de la administración oral de las fracciones de papache  

El efecto inmunomodulador de la administración oral de las fracciones de 

papache (FH, FC, FAE y FA) se evaluó siguiendo la estrategia de Park y col. (2004). 

Brevemente, ratones BALB/c machos (6-8 semanas de edad, 20-25 g) fueron divididos 

en cinco grupos experimentales (n = 6): el grupo control vehículo (Tween 80 al 1%, 10 

mL/kg p.c.) y los cuatro grupos correspondientes a cada fracción (100 mg/kg p.c.). Los 

tratamientos se administraron diariamente por vía oral y durante 14 días. Veinticuatro 

horas después de la última dosis y previo ayuno de 12 h, los ratones se pesaron y 

sacrificaron por dislocación cervical. Las muestras de sangre se obtuvieron por 

punción cardiaca y los animales se diseccionaron para extraer el bazo. Cien microlitros 

de la sangre se mezclaron en viales con 20 μL de EDTA para determinar los 

parámetros hematológicos. El resto de la sangre fue centrifugada (4000 rpm/10 min/4 

°C) para obtener el suero que se almacenó a −80 °C hasta la realización de pruebas 

bioquímicas. 

8.2.4.1.1 Pesos corporales e índice de bazo e hígado 

Los animales fueron pesados diariamente durante el periodo de estudio para 

calcular el cambio de peso corporal. Los resultados se reportaron como porcentaje de 

ganancia de peso. Los bazos e hígados de los ratones sacrificados fueron pesados 

para calcular los índices correspondientes, utilizando la siguiente fórmula: 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒𝑙 ó𝑟𝑔𝑎𝑛𝑜 (
𝑚𝑔

𝑔
) =

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑏𝑎𝑧𝑜 𝑜 ℎí𝑔𝑎𝑑𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑐𝑜𝑟𝑝𝑜𝑟𝑎𝑙
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8.2.4.1.2 Medición de la proliferación de esplenocitos 

El peso de bazo fue registrado. Inmediatamente después, el bazo y 1 mL de 

medio de cultivo RMPI-1640 se colocaron en una caja Petri, en baño de hielo, y el 

tejido se homogenizó usando el émbolo estéril de una jeringa. El homogenado se filtró 

por una malla de 70 µm; el filtrado se recuperó y el retenido se lavó con 1 mL de medio 

de cultivo RPMI-1640. Los filtrados se mezclaron y centrifugaron (1500 rpm/5 min/4 

°C). El sobrenadante se desechó. La pastilla se resuspendió en 2 mL de buffer de lisis, 

incubó por 5 min y centrifugó nuevamente (1500 rpm/5 min/4 °C). Después de la 

centrifugación, la pastilla se lavó con 2 mL de PBS y centrifugó bajo las condiciones 

descritas. Finalmente, las células recuperadas en la pastilla fueron suspendidas en 2 

mL de medio RPMI-1640 complementado con suero fetal bovino al 10% v/v y 

antibiótico-antimicótico al 1% v/v. La proliferación celular se determinó empleando azul 

de tripano (0.4%) y conteo celular en una cámara de Neubauer. 

8.2.4.1.3 Parámetros hematológicos y bioquímicos 

Las evaluaciones hematológicas incluyeron la concentración de hemoglobina 

(HGB), hematocrito (HCT), plaquetas, glóbulos blancos y rojos. Éstas se realizaron 

con un analizador de autohematología veterinario BC-2800 (Mindray; China). Las 

pruebas bioquímicas incluyeron la determinación de enzimas hepáticas e indicadores 

de daño renal.  

8.2.4.1.3.1 Determinación de enzimas séricas 

La actividad de las enzimas séricas aspartato aminotransferasa (AST) y alanina 

aminotransaminasa (ALT) fue determinada utilizando kits comerciales (ElitechGroup, 
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México) siguiendo las indicaciones del fabricante. La determinación se realizó en 

microplaca de 96 pozos/fondo plano, en cada pozo se colocaron 5 µL de suero y 100 

µL de reactivo de trabajo (reactivo A + reactivo B, relación 4:1). La microplaca se agitó 

por 3 s a 37 °C y las absorbancias se midieron a 340 nm después de 1, 2 y 3 min 

(Synergy HTX, Bio Tek, EE.UU.). El cambio de absorbancia por minuto (ΔA/min) se 

empleó para determinar la actividad enzimática de AST y ALT:  

Actividad (U/L) = ΔA/min × 3333 

La actividad de fosfatasa alcalina (ALP) en suero se determinó mediante el kit 

colorimétrico “Alkaline Phosphatase (Liquid) Reagent Set” (Pointe Scientific Inc, 

EE.UU.) siguiendo las indicaciones del fabricante. La determinación se realizó en una 

microplaca de 96 pozos/fondo plano, en cada pozo se colocaron 2.5 µL de suero y 100 

µL de reactivo de trabajo (reactivo A + reactivo B, relación 5:1). La microplaca se agitó 

por 1 min a 37 °C, las absorbancias (405 nm) se midieron a 1, 2 y 3 min (Synergy HTX, 

Bio Tek, EE.UU.). El cambio de absorbancia por minuto (ΔA/min) se empleó para 

determinar la actividad de fosfatasa alcalina y los resultados se expresaron como U/L:  

Actividad ALP (U/L) = ΔAbs/min × 2187 

8.2.4.1.3.2 Determinación de urea y creatinina  

La urea y creatinina se evaluaron utilizando los kits comerciales UREA/BUN – 

color y CREATININE de BioSystems y se siguieron las indicaciones del fabricante con 

modificaciones para microplaca. Para la determinación de urea, en una microplaca se 

colocaron 1.5 µL de suero o del patrón estándar (50 mg/dL) y 150 µL del reactivo A, la 

mezcla se agitó por 5 s e incubó 5 min/37 °C. A cada pozo se adicionaron 150 µL de 
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reactivo B, la placa se agitó e incubó 5 min/ 37 °C y se determinó la absorbancia a 600 

nm en un lector de microplacas (Synergy HTX, BioTek, EE.UU.). Los valores de urea 

(mg/dL) se calcularon con la siguiente ecuación:  

Concentración (mg/dL) = (Abs muestra/Abs patrón) × 50 mg/dL × dilución 

La concentración de creatinina se determinó mezclando 10 µL de suero o del 

patrón estándar (2 mg/dL) con 100 µL de reactivo de trabajo (RA + RB, relación 1:1), 

la temperatura se mantuvo a 37 °C; la absorbancia (500 nm) se midió a los 30 (Abs1) 

y 90 s (ABS2) de incubación en un lector de microplacas (Synergy HTX, BioTek, 

EE.UU.). Los valores de creatinina (mg/dL) se calcularon con la siguiente ecuación:  

Concentración (mg/dL) = [(Absm1 - Absm2)/(Absp1 - Absp2) × 2 mg/dL × dilución 

8.2.4.2 Efecto de la fracción hexánica sobre la anti-oxidación e inmunidad celular de 

ratones inmunocomprometidos 

Este ensayo se realizó siguiendo la estrategia de Qi y col. (2018). Los ratones 

BALB/c (6-8 semanas de edad, 20-35 g) se dividieron en 5 grupos (n = 6) y se trataron 

como se indica en el Cuadro 8. La inmunosupresión se indujo por inyección 

intraperitoneal con ciclofosfamida (Ci, 80 mg/kg/día, en solución salina 10 mL/kg/día) 

los días 1 a 3 y 9; al control negativo (CN) se le inyectó solución salina. Los 

tratamientos (FH-100: dosis baja, FH-200: dosis media y FH-100: dosis alta; mg/kg) se 

administraron vía intragástrica los días 4 al 10; a los grupos control se les administró 

el vehículo (Tween 80 al 1%, 10 mL/kg). Veinticuatro horas después de la última dosis 

y previo ayuno de 12 h, los ratones se pesaron y sacrificaron por dislocación cervical 

(Figura 6). La sangre se obtuvo por punción cardiaca y 100 L se colocaron en viales  
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Cuadro 8. Esquema del tratamiento con diferentes dosis de fracción hexánica 

(FH) en ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida (Ci). 

Grupo 

Tratamiento  

Días 1-3 y 9  

Intraperitoneal 

Días 4-10                   

Intragástrica 

Control negativo (CN) Solución salina Vehículo 

Control daño (CD) Ci (80 mg/kg p.c.) Vehículo 

FH-100 Ci (80 mg/kg p.c.) FH-100 mg/kg p.c. 

FH-200 Ci (80 mg/kg p.c.) FH-200 mg/kg p.c. 

FH-400 Ci (80 mg/kg p.c.) FH-400 mg/kg p.c. 
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Figura 6. Línea del tiempo para la evaluación de la actividad inmunomoduladora en 

el modelo de ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida (Ci).  

  



50 
 

con 20 μL de EDTA para la determinación de parámetros hematológicos, el resto de 

la sangre fue centrifugada (4000 rpm/10 min/4 °C) para obtener el suero que se 

almacenó a −80 °C hasta la determinación de citocinas. 

8.2.4.2.1 Pesos corporales e índice de timo, bazo e hígado 

Se determinaron de la misma manera que en el apartado 8.2.4.1.1. 

8.2.4.2.2 Conteo de glóbulos rojos, blancos y plaquetas 

Se determinaron los parámetros hematológicos indicados en el apartado 

1.2.4.1.3. Adicionalmente se realizó un extendido sanguíneo para el conteo diferencial 

de glóbulos blancos. El extendido fue secado al aire libre y posteriormente el frotis fue 

teñido con hemocolorante rápido (Hycel, México) siguiendo las indicaciones del 

fabricante. Los frotis teñidos fueron observados en un microscopio óptico Primo Star 

(Carl Zeiss, Alemania) con el objetivo de 100X con aceite de inmersión. En cada 

muestra se contaron un total de 100 células de la línea blanca, los resultados se 

expresaron en porcentaje. 

8.2.4.2.3 Determinación de citocinas en suero  

Las muestras de suero fueron analizadas para determinar los niveles de citocinas 

(IL-2, IL-4, IL-6, IFN-, TNF-, IL-17A e IL10) utilizando un kit comercial (Mouse 

Th1/Th2/Th17, número de catálogo: 560485; BD Bioscience-Pharmingen) siguiendo 

las indicaciones del fabricante. Los estándares y las muestras (50 µL) se mezclaron 

con volúmenes iguales de perlas de captura de citocinas y se incubaron con los 

anticuerpos de detección conjugados con ficoeritrina (PE) durante 2 h a temperatura 

ambiente protegidos de la luz. Posteriormente, se agregó 1 mL de buffer de lavado y 
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se centrifugaron a 200 g/5min, el sobrenadante fue retirado y nuevamente se 

resuspendieron las muestras en 300 µL de buffer de lavado. Finalmente, las muestras 

fueron analizadas en un citómetro de flujo (BD Accuri C6, EE.UU.) y los datos se 

analizaron usando un software para generar resultados en formato gráfico y tabular de 

acuerdo con las instrucciones de funcionamiento. Se usó una curva estándar para 

calcular los niveles de citocinas.  

8.2.4.2.4 Medición de la proliferación de esplenocitos 

Los ratones fueron diseccionados para extraer el bazo. Los órganos fueron 

inmediatamente colocados en 1 mL de medio de cultivo RMPI-1640 y almacenados en 

hielo hasta su uso. Los bazos fueron preparados como se indica en la sección 

8.2.4.1.2. La determinación de la proliferación celular se determinó mediante la 

utilización de azul de tripano (4%) y el conteo celular mediante una cámara de 

Neubauer. 

8.2.4.2.5 Medición de la actividad de MDA 

El malondialdehido (MDA) se cuantificó con el kit “Lipid Peroxidation (MDA) 

Colorimetric/Fluorometric Assay” (Biovision, EE.UU.) siguiendo las indicaciones del 

fabricante. El bazo fue homogenizando con el émbolo estéril de una jeringa. El 

homogenado se centrifugó con 1 mL de PBS (1500 rpm/5 min/4 °C) y se recuperó el 

sobrenadante. La curva estándar de cuantificación se preparó colocando diferentes 

volúmenes de una solución stock de MDA 2 mM (0,1, 2, 3, 4 y 5 μL) en microtubos de 

1.5 mL y se añadió H2Odd para completar 100 μL. Los sobrenadantes de las muestras 

y las diluciones estándar (100 μL) se mezclaron con 300 µL de TBA y se incubaron a 

95 °C/60 min para generar el aducto MDA-TBA. Las muestras se enfriaron a 
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temperatura ambiente en un baño de hielo durante 10 min, se centrifugaron (13000 

rpm/ 3 min) y se recuperó el sobrenadante. En una microplaca de 96 pozos de fondo 

plano se colocarán 100 µL de cada muestra y se realizó la medición de las 

absorbancias a 532 nm utilizando un lector de microplacas (Synergy HTX, BioTek, 

EE.UU.). Los resultados se reportaron como nmol de MDA por mg de tejido hepático 

(nmol/mg), calculados con la siguiente fórmula: 

Concentración (nmol/mg) = [(A/mg)] × 4 × D 

Donde: 

-A: Cantidad de MDA en la muestra (calculada con la curva de calibración) 

-mg: Cantidad de muestra utilizada 

-Factor de corrección: 4 

-D: Factor de dilución en caso de ser necesario 

8.3 Análisis estadístico  

Los resultados obtenidos fueron sometidos a un análisis estadístico utilizando los 

programas Microsoft Excel 2016 (Microsoft Office, EE.UU.), Minitab versión 19 (Minitab 

Inc., EE.UU.), GraphPad Prism versión 8 (GraphPad Software, Inc., EE.UU.), 

Statgraphics plus versión 5.1 (Statistical Graphics CorporationTM, EE.UU.) e IBM 

SPSS Statistics versión 28.0.1 (SPSS Inc., EE.UU.). La distribución normal de los 

datos se validó mediante la prueba de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov (K-S) con 

un nivel de significancia del 0.05. Los datos normales fueron examinados por análisis 

de varianza (ANOVA) de una vía. Los datos no paramétricos se analizaron mediante 

la prueba de Kruskal-Wallis (K-W) seguido de la prueba de Dunn-Bonferroni para datos 
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significativos (P ≤ 0.05). En el ANOVA, el contraste de medias se realizó por prueba 

de Fisher (LSD). Los valores se consideraron significativamente diferentes con un valor 

de P ≤ 0.05 (Cuadro 9). 

  



54 
 

Cuadro 9. Análisis estadístico. 

Ensayo Prueba Distribución 

de datos 

Análisis 

estadístico  

Factor  Variable respuesta 

Actividad 

inmunomoduladora 

in vitro 

Efecto de extractos y 

fracciones en la prolife-

ración de esplenocitos 

Distribución 

normal 

Análisis de va- 

rianza (ANOVA) 

de una vía 

Grupos % Proliferación de 

esplenocitos 

Actividad 

inmunomoduladora 

in vivo 

Efecto de la adminis- 

tración oral de las 

fracciones de papache 

Distribución 

normal 

Análisis de va- 

rianza (ANOVA) 

de una vía 

Grupos 

ALT, AST, ALP (U/L), 

urea y creatinina 

(mg/dL) 

Hemoglobina (g/dL), 

hematocrito (%), gló- 

bulos rojos (106/µL), 

blancos y plaquetas 

(103/µL) 

Índice de bazo e 

hígado (mg/g) 

Número de células 

vivas 
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Cuadro 9. Continuación. 

Actividad 

inmunomoduladora 

in vivo 

Efecto de la fracción 

hexánica sobre la anti- 

oxidación e inmunidad 

celular de ratones 

inmunocomprometidos 

 

Distribución 

normal 

Análisis de 

varianza 

(ANOVA) de una 

vía 

Grupos 

Índice de hígado 

(mg/g) 

Hemoglobina (g/dL), 

hematocrito (%), gló- 

bulos rojos (106/µL) y 

plaquetas (103/µL) 

Número de células 

vivas 

MDA (nmol/mg) 

Distribución no 

normal 

Kruskal-Wallis  

Dunn-Bonferroni 
Grupos 

Índice de bazo y timo 

(mg/g) 

Glóbulos blancos 

(103/µL) y conteo 

diferencial (linfocitos, 

monocitos, 

eosinófilos, basófilos 

neutrófilos 

segmentados y 

bandas) 

Citocinas (pg/mL) 

Las diferencias estadísticas significativas se establecieron con un valor P < 0.05. 
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IX. RESULTADOS 

9.1. Actividad inmunomoduladora in vitro 

9.1.1. Efecto de extractos y fracciones en la proliferación de esplenocitos 

La actividad inmunomoduladora de los extractos y fracciones del fruto de 

papache se determinó por su efecto en el incremento en la proliferación de 

esplenocitos. Los extractos mostraron efecto con excepción del EA; el más activo fue 

el EAE y mostró un efecto concentración-respuesta inverso (10 g/mL, 21.36%), 

seguido del EC (10 g/mL, 8.99%) y el EH sólo registró actividad a 100 g/mL (6.15%). 

Para todos los extractos con actividad inmunomoduladora, los valores fueron 

estadísticamente similares al obtenido con el mitógeno LPS (15.85%) y el control 

negativo, con excepción del EAE a 10 g/mL (Figura 7). En relación con las fracciones, 

la FH y FC presentaron actividad inmunoestimuladora y un efecto concentración-

respuesta inverso. La FH fue la más activa a todas las concentraciones (46.92 - 

15.68%) y la única que alcanzó valores estadísticamente similares a los registrados 

para la Con A (55.21%) (Figura 7).  

Por otra parte, algunos extractos y fracciones inhibieron la proliferación de 

esplenocitos: e.g., EH (10 g/mL), EA (200 g/mL), FC (100 g/mL), FAE (100 g/mL) 

y FA (200 g/mL), donde esta última muestra presentó diferencia estadística con el 

control negativo (Figura 7). 

En general, la mayor actividad inmunomoduladora se registró para la FH (46.92 

- 15.68%) y el EAE (21.36 - 8.40%) (Figura 7). Considerando la mayor actividad de la 
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Figura 7. Efecto del tratamiento con los extractos y fracciones de R. echinocarpa en la proliferación in vitro de 

esplenocitos. Los resultados son la media ± desviación estándar de tres ensayos independientes por triplicado. Los 

resultados fueron analizados por ANOVA de una sola vía, seguido de comparación múltiple de medias. Letras diferentes 

entre columnas indican diferencia significativa entre grupos (Fisher P ≤ 0.05) (LSD = 16.57). Extractos (E) y fracciones 

(F) de R. echinocarpa: hexánico (EH y FH), clorofórmico (EC y FC), en acetato de etilo (EAE y FAE) y acuoso (EA y FA). 

Los controles positivos son lipopolisacárido (LPS) 10 μg/mL y concanavalina A (Con A) 5 μg/mL. 
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FH, los análisis posteriores se realizaron sólo con las fracciones obtenidas por partición 

líquido-líquido. 

9.2. Actividad inmunomoduladora in vivo 

9.2.1. Efecto de la administración oral de las fracciones de papache  

9.2.1.1. Pesos corporales e índice de bazo e hígado 

El peso corporal e índice de hígado de los ratones tratados con las fracciones fue 

estadísticamente similar a los animales del grupo control negativo (Cuadro 10). En 

cuanto al índice de bazo, sólo los ratones tratados con la fracción hexánica 

presentaron un valor (6.41 mg/g p.c.) estadísticamente mayor que los del grupo control 

(5.31 mg/g p.c.); mientras que las características de los bazos de ratones tratados con 

otras fracciones fueron similares a las del grupo control (Figura 8 y Cuadro 10).  

9.2.1.2. Medición de la proliferación de esplenocitos 

Los ratones tratados con las fracciones de papache, por vía oral, mostraron 

mayor proliferación de esplenocitos que los animales del grupo control (P  0.05), la 

FH (66%) y la FA (52%) fueron las más activas (Figuras 9).  

9.2.1.3. Parámetros hematológicos y bioquímicos 

Los parámetros hematológicos (hemoglobina, hematocrito, glóbulos blancos, 

glóbulos rojos y plaquetas) de los ratones tratados con las fracciones de R. 

echinocarpa estuvieron dentro del rango de los valores de referencia. Al comparar 

contra los parámetros de animales del grupo control sano, animales tratados con la FA 

presentaron menores valores de hematocrito (39.37%) y glóbulos rojos (7.98  106),  
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Figura 8. Efecto sobre el índice de bazo de ratones tratados por vía oral con las 

fracciones del fruto de papache (100 mg/kg p.c.). (A) Grupo control sano (CS); (B) 

fracción hexánica (FH); (C) fracción clorofórmica (FC); (C) fracción en acetato de 

etilo (FAE); (D) fracción acuosa (FA). 

 

  

A B C 

D E 
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Cuadro 10. Efecto sobre la ganancia de peso y el índice de los órganos de ratones 

tratados por vía oral con las fracciones del fruto de papache (100 mg/kg p.c.).  

Grupos 
Ganancia de 

peso (g) 

Índice de órganos (mg/g) 

Bazo Hígado 

Control sano 27.65 ± 2.36a 5.31 ± 0.78a 5.13 ± 0.40a 

Fracción hexánica 27.85 ± 1.81a 6.41 ± 1.10b 5.37 ± 0.15a 

Fracción clorofórmica 26.08 ± 2.50a 5.42 ± 0.80a 5.16 ± 0.33a 

Fracción en acetato de etilo 26.08 ± 2.44a 5.06 ± 0.43a 5.20 ± 0.26a 

Fracción acuosa 26.46 ± 1.93a 4.92 ± 0.58a 5.21 ± 0.20a 

 

Los resultados son la media ± desviación estándar (n = 6). Los resultados fueron 

analizados por ANOVA de una sola vía, seguido de comparación múltiple de medias. 

Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa entre grupos (Fisher 

P ≤ 0.05): Ganancia de peso LSD = 2.65, índice de bazo LSD = 0.92, índice de 

hígado LSD = 3.37. 
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Figura 9. Efecto sobre la proliferación de esplenocitos de ratones tratados por vía 

oral con las fracciones del fruto de papache (100 mg/kg p.c.). Los resultados son la 

media ± desviación estándar (n = 6) y fueron analizados por ANOVA de una sola vía, 

seguido de comparación múltiple de medias. Letras diferentes entre columnas 

indican diferencia significativa entre grupos (Fisher P ≤ 0.05) (LSD = 2.87×106). 
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mientras que en el grupo tratado con la FC disminuyeron las plaquetas (616.80  103) 

(P  0.05) (Cuadro 11). 

Los parámetros bioquímicos para el perfil hepático (AST, ALT y ALP) y renal (urea 

y creatinina) fueron estadísticamente similares entre los tratamientos y estuvieron 

dentro de los rangos de referencia (Cuadro 12). 

9.2.2. Efecto de la fracción hexánica sobre la anti-oxidación e inmunidad celular 

de ratones inmunocomprometidos 

9.2.2.1. Pesos corporales e índice de timo, bazo e hígado  

En el grupo control daño (CD), los animales tratados con ciclofosfamida 

mostraron menor peso que los del grupo control sano (CS) durante todo el tratamiento 

(P  0.05) (Figura 10). En los grupos tratados con fracción hexánica (FH-100, FH-200 

y FH-400) se revirtió la disminución de peso inducida por ciclofosfamida, sin registrar 

diferencia significativa con el CS a partir del día 4 (Figura 10). Al final del experimento, 

el peso de los animales del CD fue 17.5% menor que el valor para el CS (P ≤ 0.05). 

Los valores para los índices de timo y bazo mostraron comportamiento no 

paramétrico y la prueba de Kruskal-Wallis demostró una disminución significativa en 

los tratamientos con respecto al CS (P ≤ 0.05) (Cuadro 13). En comparación con el 

índice de timo del CS, la comparación por parejas mediante la prueba de Dunn-

Bonferroni mostró valores estadísticamente menores para los animales de los grupos 

CD, FH-200 y FH-400 (Cuadro 14). En el contraste con el índice de timo del CD, sólo 

se registró diferencia significativa con los animales del CS (Cuadro 14). Por otro lado, 

el índice de bazo de los animales tratados mostró una tendencia a mejorar en relación  
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Cuadro 11. Efecto en parámetros hematológicos de ratones tratados por vía oral con las fracciones del fruto de papache 

(100 mg/kg p.c.). 

Grupos 

Hemoglobina Hematocrito 
Glóbulos 

rojos 

Glóbulos 

blancos 
Plaquetas 

(g/dL) % (106/µL) (103/µL) (103/µL) 

Control sano (CS) 13.85 ± 0.45a 40.72 ± 0.37ab 8.54 ± 0.32ab 4.96 ± 1.24a 772.20 ± 45.00a 

Fracción hexánica (FH) 13.84 ± 0.24a 41.15 ± 0.39a 8.56 ± 0.51ab 4.79 ± 0.33a 765.00 ± 98.10a 

Fracción clorofórmica 

(FC) 
13.78 ± 0.26a 40.08 ± 0.37bc 8.26 ± 0.51ab 4.45 ± 0.91a 616.80 ± 62.40b 

Fracción en acetato de 

etilo (FAE) 
13.50 ± 0.42a 41.03 ± 0.79ab 8.59 ± 0.48a 5.53 ± 1.20a 716.30 ± 82.90ab 

Fracción acuosa (FA) 13.67 ± 0.62a 39.37 ± 1.69c 7.98 ± 0.65b 4.71 ± 1.01a 735.80 ± 147.30a 

Valor de referencia 11.30 – 15.10 36.00 – 42.00 7.10 – 9.50 4.30 – 8.80 515.00 – 1150.00 

Los resultados son la media ± desviación estándar (n = 6) y fueron analizados por ANOVA de una sola vía, seguido de 

comparación múltiple de medias. Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa entre grupos (Fisher 

P ≤ 0.05): Hemoglobina LSD = 0.50, hematocrito LSD = 1.05, glóbulos rojos LSD = 0.60, glóbulos blancos LSD = 1.18, 

plaquetas LSD = 111.70. Valores de referencia tomado de Barrios y col. (2009) y Santos y col. (2016). 
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Cuadro 12. Efecto en parámetros bioquímicos de ratones tratados por vía oral con las fracciones del fruto de 

papache (100 mg/kg p.c.). 

Grupos 

AST1 ALT2 ALP3  Urea Creatinina 

U/L  mg/dL 

Control sano (CS) 45.3 ± 9.80a 32.5 ± 9.41a 79.5 ± 33.70a  44.5 ± 3.04a 2.0 ± 0.89a 

Fracción hexánica 

(FH) 
36.9 ± 5.72a 27.2 ± 6.55a 101.5 ± 35.80a  44.7 ± 4.52a 1.8 ± 1.17a 

Fracción clorofórmica 

(FC) 
37.5 ± 10.31a 28.1 ± 4.14a 83.9 ± 22.10a  44.7 ± 3.53a 2.3 ± 0.82a 

Fracción en acetato 

de etilo (FAE) 
38.3 ± 10.00a 33.9 ± 2.51a 113.7 ± 43.70a  42.8 ± 3.22a 1.8 ± 0.75a 

Fracción acuosa (FA) 42.8 ± 9.64a 31.7 ± 5.96a 82.5 ± 33.50a  46.3 ± 1.72a 1.7 ± 0.52a 

Valores de referencia 25.44 – 48.78 25.32 – 34.12 80.16 – 131.12  27.87 - 55.09 0.70 – 2.65 

1 AST: Aspartato aminotransferasa, 2 ALT: Alanina aminotransferasa, 3 ALP: Fosfatasa alcalina. Los resultados 

son la media ± desviación estándar (n = 6) y fueron analizados por ANOVA de una sola vía, seguido de 

comparación múltiple de medias. No se presentaron diferencias significativas entre grupos (Fisher P ≥ 0.05): TGO 

LSD = 11.00, TGP LSD = 7.34, ALP LSD = 40.97, urea LSD = 3.96, creatinina LSD = 1.02. Valores de referencia 

tomado de Wolford y col. (1986), ENVIGO (2016) y de Souza-Barbosa y col. (2017). 
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Figura 10. Efecto de la administración oral, a ratones inmunocomprometidos con 

ciclofosfamida (Ci) de la fracción hexánica a tres concentraciones diferentes (FH-

100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.) sobre el peso corporal de ratones durante el 

tratamiento. Los datos se expresan como la media ± error estándar (n = 6) y se 

analizaron por ANOVA de una sola vía, seguido de comparación múltiple de medias. 

Letras diferentes entre puntos a un mismo tiempo indican diferencia significativa 

entre grupos (Fisher P ≤ 0.05). 
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Cuadro 13. Efecto sobre el índice de los órganos de ratones tratados por vía oral 

con la fracción hexánica del fruto de papache a tres concentraciones diferentes (FH-

100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Grupos 

Índice de órganos (mg/g) 

Timo1 Bazo1 Hígado 

Control sano (CS) 1.99 ± 0.80 5.91 ± 0.86 5.13 ± 0.40a 

Control daño (CD) 0.54 ± 0.08 2.66 ± 0.26 5.37 ± 0.15a 

FH-100 0.68 ± 0.11 3.23 ± 0.75 5.16 ± 0.33a 

FH-200 0.50 ± 0.14 3.34 ± 0.75 5.20 ± 0.26a 

FH-400 0.59 ± 0.11 3.56 ± 0.42 5.21 ± 0.20a 

 

Los resultados son la media ± desviación estándar (n = 6). Los datos de índice de 

hígado mostraron distribución normal y fueron analizados por ANOVA de una sola 

vía, seguido de comparación múltiple de medias. No se presentaron diferencias 

significativas entre grupos (Fisher P ≥ 0.05): Índice de hígado LSD = 3.37. 1 Los datos 

de índice de bazo y timo fueron no paramétricos y la prueba de Kruskal-Wallis (P ≤ 

0.05) mostró diferencias significativas entre tratamientos (Ver Cuadro 14 y 15). 
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Cuadro 14. Prueba de Dunn-Bonferroni para contrastar los valores del índice de timo 

de ratones tratados por vía oral con la fracción hexánica del fruto de papache a tres 

concentraciones diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Comparación por parejas (grupos) Valor de significación 

FH-200  

Control daño 1.00 

FH-400 1.00 

FH-100 0.62 

Control sano 0.002* 

Control daño  

FH-400 1.00 

FH-100 1.00 

Control sano 0.006* 

FH-400  

FH-100 1.00 

Control sano 0.043* 

FH-100  

Control sano 0.66 

Comparación por pares. * Indica diferencias significativas método post hoc de Dunn-

Bonferroni (P ≤ 0.05) 
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con los del CD (Figura 11 y Cuadro 15), la prueba Dunn-Bonferroni indicó diferencia 

significativa con respecto al CS (5.91 mg/g p.c.) del grupo CD (2.66 mg/g p.c.) y FH-

100 (3.23 mg/g p.c.) (P ≤ 0.05) (Cuadros 15). En el caso del índice de hígado, los 

datos para los grupos tratados con la FH y el CS fueron estadísticamente similares (P 

≥ 0.05) (Cuadro 15). 

9.2.2.2. Conteo de glóbulos rojos, blancos y plaquetas  

En contraste con el parámetro glóbulos blancos, los parámetros hemoglobina, 

hematocrito, glóbulos rojos y plaquetas presentaron distribución normal. Los 

parámetros hematológicos de los ratones del grupo CS estuvieron dentro de los 

valores de referencia con excepción del hematocrito (Cuadro 16). En contraste, los 

valores para todos los grupos de animales tratados con ciclofosfamida fueron inferiores 

a los valores de referencia y a los registrados para el CS (P ≥ 0.05), excepto para los 

glóbulos rojos y plaquetas del grupo FH-200 (Cuadro 16). Los datos de glóbulos 

blancos fueron analizados por métodos no paramétricos y se observaron diferencias 

significativas (Kruskal-Wallis, P ≤ 0.05). En el análisis de Dunn-Bonferroni se registró 

que el valor del CS (4.60 × 103/L) fue significativamente mayor que el de los grupos 

CD (2.23 × 103/L), FH-400 (2.15 × 103/L) y FH-100 (2.09 × 103/L) (Cuadros 16 y 

17). 

La distribución de probabilidad del conteo diferencial de glóbulos blancos no fue 

normal (Kolmogorov-Smirnov, P ≤ 0.05) (Cuadro 18). En este contexto, el análisis 

estadístico no paramétrico de Kruskal-Wallis mostró diferencias significativas en 

linfocitos, monocitos y neutrófilos segmentados (P ≤ 0.05); mientras que los  
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Figura 11. Efecto sobre el índice de los órganos de ratones tratados por vía oral con 

la fracción hexánica del fruto de papache a tres concentraciones diferentes (FH-100, 

FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). (A) Grupo control sano (solución salina); (B) grupo 

control daño (ciclofosfamida + solución salina); (C) grupo FH-100 (ciclofosfamida + 

fracción hexánica); (D) grupo FH-200 (ciclofosfamida + fracción hexánica); (E) grupo 

FH-400 (ciclofosfamida + fracción hexánica). 

  

E D 

A B C 
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Cuadro 15. Prueba de Dunn-Bonferroni para contrastar los valores del índice de 

bazo de ratones tratados por vía oral con la fracción hexánica del fruto de papache 

a tres concentraciones diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Comparación por parejas (grupos) Valor de significación 

Control daño  

FH-100 1.00 

FH-200 0.95 

FH-400 0.20 

Control sano 0.00* 

FH-100  

FH-200 1.00 

FH-400 1.00 

Control sano 0.04* 

FH-200  

FH-400 1.00 

Control sano 0.09 

FH-400  

Control sano 0.49 

Comparación por pares. * Indica diferencias significativas método post hoc de Dunn-

Bonferroni (P < 0.05) 
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Cuadro 16. Efecto en parámetros hematológicos de ratones tratados por vía oral con la fracción hexánica del fruto 

de papache a tres concentraciones diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Grupos 

Hemoglobina Hematocrito 
Glóbulos 

rojos 

Glóbulos 

blancos1 
Plaquetas 

(gr/dL) % (106/µL) (103/µL) (103/µL) 

Control sano (CS) 12.22 ± 0.61a 35.15 ± 1.81a 7.29 ± 0.72a 4.60 ± 0.77 774.00 ± 73.80ab 

Control daño (CD) 10.65 ± 0.54b 30.28 ± 1.57b 6.32 ± 0.45b 2.23 ± 0.27 601.50 ± 83.50c 

FH-100 10.21 ± 0.77b 31.02 ± 1.09bc 6.74 ± 0.34bc 2.09 ± 0.37 662.80 ± 54.10c 

FH-200 10.85 ± 0.60b 32.65 ± 0.94c 6.97 ± 0.32ab 2.91 ± 0.68 861.20 ± 94.00a 

FH-400 10.89 ± 0.63b 31.78 ± 1.33bc 6.60 ± 0.31bc 2.15 ± 0.80 687.50 ± 52.10bc 

Valor de referencia 11.30 – 15.10 36.00 – 42.00 7.10 – 9.50 4.30 – 8.80 515.00 – 1150.00 

Los resultados son la media ± desviación estándar (n = 6). Los datos con distribución normal (hemoglobina, 

hematocrito, glóbulos rojos y plaquetas) fueron analizados por ANOVA de una sola vía, seguido de comparación 

múltiple de medias. Letras superíndice diferentes en la misma columna indican diferencia significativa entre grupos 

(Fisher P ≤ 0.05): Hemoglobina LSD = 0.75, hematocrito LSD = 1.64, glóbulos rojos LSD = 0.54, plaquetas LSD = 

87.24. 1Datos no paramétricos (glóbulos blancos) se empleó Kruskal-Wallis (P ≤ 0.05) y mostró diferencias 

significativas entre tratamientos (Ver Cuadro 17). Valores de referencia tomado de Barrios y col. (2009) y Santos 

y col. (2016). 



72 
 

Cuadro 17. Prueba de Dunn-Bonferroni para contrastar los valores de glóbulos 

blancos de ratones tratados por vía oral con la fracción hexánica del fruto de papache 

a tres concentraciones diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Comparación por parejas (grupos) Valor de significación 

FH-400  

FH-100 1.00 

Control daño 1.00 

FH-200 0.64 

Control sano 0.004* 

FH-100  

Control daño 1.00 

FH-200 0.98 

Control sano 0.008* 

Control daño  

FH-200 1.00 

Control sano 0.04* 

FH-200  

Control sano 0.88 

Comparación por pares. * Indica diferencias significativas método post hoc de Dunn-

Bonferroni (P ≤ 0.05) 
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Cuadro 18. Efecto en el conteo diferencial de glóbulos blancos de ratones tratados por vía oral con la fracción 

hexánica del fruto de papache a tres concentraciones diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Grupos 

Leucocitos 

Linfocitos Monocitos Eosinófilos Basófilos Segmentados Banda 

Control sano 

(CS) 
68.50 ± 8.69 4.83 ± 2.40 0.17 ± 0.41 0.00 ± 0.00 26.50 ± 7.12 0.17 ± 0.41 

Control daño 

(CD) 
33.17 ± 8.75 2.83 ± 2.40 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 63.83 ± 8.26 0.17 ± 0.41 

FH-100 24.17 ± 7.44 2.67 ± 1.51 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 73.17 ± 7.33 0.00 ± 0.00 

FH-200 27.00 ± 8.27 1.83 ± 1.60 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 70.83 ± 8.45 0.33 ± 0.52 

FH-400 24.83 ± 5.00 0.67 ± 1.03 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 74.17 ± 4.49 0.33 ± 0.52 

Valor de 

referencia 

(ratón < 1 año) 

66.00 – 88.00 0.10 – 3.90  0.00 - 2.00 0.00 - 0.00 10.10 - 27.90 0.00 - 0.20 

Los resultados son la media ± desviación estándar (n = 6). Datos no paramétricos se empleó Kruskal-Wallis (P 

≤ 0.05) y se encontraron diferencias significativas entre tratamientos (linfocitos, monocitos y segmentados) (Ver 

Cuadro 19, 20 y 21). Valores de referencia tomados de Wolford y col. (1986).  
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porcentajes de eosinófilos, basófilos y bandas son similares a los valores de referencia, 

sin haber diferencia entre controles y grupos tratados con la FH (Kruskal-Wallis, P ≥ 

0.05). El análisis Dunn-Bonferroni en la comparación de los grupos por pares de los 

valores de linfocitos mostró disminución significativa entre los grupos FH-100 

(24.17%), FH-400 (24.83%) y FH-200 (27.00%) con el CS (68.50%) (P ≤ 0.05) 

(Cuadros 18 y 19). En el caso de los monocitos, se observaron diferencias únicamente 

entre el grupo FH-400 (0.67%) y CS (4.83%); donde el grupo FH-400 fue el único que 

estuvo fuera del rango de referencia (Cuadros 18 y 20). Por último, en neutrófilos 

segmentados se registró un aumento significativo en los grupos FH-100 (73.17%), FH-

200 (70.83%) y FH-400 (74.17%) con respecto al CS (26.50%); asimismo, todos los 

valores fueron superiores al valor de referencia (Cuadros 18 y 21). 

9.2.2.3. Medición de la proliferación de esplenocitos  

El tratamiento con ciclofosfamida disminuyó la proliferación de esplenocitos en 

aproximadamente 54% con respecto a los animales del grupo CS (15.55  106). La 

administración de la FH disminuyó el efecto negativo de la ciclofosfamida, los ratones 

presentaron valores del 23% al 40% menores que los del CS; los mejores resultados 

se obtuvieron con la dosis baja (FH-100) y media (FH-200), sin presentar diferencia 

estadística entre ellas (Figura 12).  

9.2.2.4. Determinación de citocinas en suero 

El efecto en los niveles de citocinas de ratones tratados con la FH solo se observó 

para TNF-, IFN- e IL-6 (Cuadro 22). Los niveles de otras citocinas en el CS fueron 

las siguientes (pg/mL): IL-10 = 1.81  2.27; IL-17A = 0.53  0.64; IL-4 = 13.86 ± 7.02.  
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Cuadro 19. Prueba de Dunn-Bonferroni para contrastar los valores de linfocitos de 

ratones tratados por vía oral con la fracción hexánica del fruto de papache a tres 

concentraciones diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Comparación por parejas (grupos) Valor de significación 

FH-100  

FH-400 1.00 

FH-200 1.00 

Control daño 1.00 

Control sano 0.005* 

FH-400  

FH-200 1.00 

Control daño 1.00 

Control sano 0.009* 

FH-200  

Control daño 1.00 

Control sano 0.03* 

Control daño  

Control sano 0.35 

Comparación por pares. * Indica diferencias significativas método post hoc de Dunn-

Bonferroni (P ≤ 0.05) 
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Cuadro 20. Prueba de Dunn-Bonferroni para contrastar los valores de monocitos de 

ratones tratados por vía oral con la fracción hexánica del fruto de papache a tres 

concentraciones diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Comparación por parejas (grupos) Valor de significación 

FH-400  

FH-200 1.00 

Control daño 0.66 

FH-100 0.60 

Control sano 0.014* 

FH-200  

Control daño 1.00 

FH-200 1.00 

Control sano 0.45 

Control daño  

FH-100 1.00 

Control sano 1.00 

FH-100  

Control sano 1.00 

Comparación por pares. * Indica diferencias significativas método post hoc de Dunn-

Bonferroni (P ≤ 0.05) 
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Cuadro 21. Prueba de Dunn-Bonferroni para contrastar los valores de neutrófilos 

segmentados de ratones tratados por vía oral con la fracción hexánica del fruto de 

papache a tres concentraciones diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Comparación por parejas (grupos) Valor de significación 

Control sano  

Control daño 0.55 

FH-200 0.037* 

FH-100 0.008* 

FH-400 0.003* 

Control daño  

FH-200 1.00 

FH-100 1.00 

FH-400 0.88 

FH-200  

FH-100 1.00 

FH-400 1.00 

FH-100  

FH-400 1.00 

Comparación por pares. * Indica diferencias significativas método post hoc de Dunn-

Bonferroni (P ≤ 0.05) 
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Figura 12.  Efecto sobre la proliferación de esplenocitos de ratones tratados por vía 

oral con la fracción hexánica del fruto de papache a tres concentraciones diferentes 

(FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). Los resultados son la media ± desviación 

estándar (n = 6) y fueron analizados por ANOVA de una sola vía, seguido de 

comparación múltiple de medias. Letras diferentes entre columnas indican diferencia 

significativa entre grupos (Fisher P ≤ 0.05) (LSD = 1.48 × 106). 
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Cuadro 22. Efecto sobre la expresión de citocinas de ratones tratados por vía oral 

con la fracción hexánica del fruto de papache a tres concentraciones diferentes (FH-

100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Grupos 

Citocinas (pg/mL) 

TNF- IFN-1 IL-61 

Control sano (CS) 90.50 ± 46.5ab 73.48 ± 14.63 59.84 ± 14.47 

Control daño (CD) 113.00 ± 39.6a 17.16 ± 7.95 9.52 ± 2.32 

FH-100 82.91 ± 17.42ab 22.66 ± 12.77 26.48 ± 3.77 

FH-200 107.27 ± 14.95ab 18.27 ± 4.94 9.68 ± 1.12 

FH-400 62.79 ± 7.15b 20.21 ± 0.40 0.55 ± 1.09 

Los resultados son la media ± desviación estándar (n = 6). Datos con distribución 

normal (TNF-) fueron analizados por ANOVA de una sola vía, seguido de 

comparación múltiple de medias. Letras diferentes en la misma columna indican 

diferencia significativa entre grupos (Fisher P ≤ 0.05) (LSD = 44.24). 1Datos no 

paramétricos se empleó la prueba de Kruskal-Wallis (P ≤ 0.05) mostrando 

diferencias significativas entre tratamientos (IL-6) (Ver Cuadro 23). 
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Los niveles de estas citocinas disminuyeron en los animales del CD, IL-10 e IL-4 fueron 

indetectables, mientras que el valor de IL-17 fue de 0.41 ± 0.47 pg/mL. De manera 

general, los niveles de las citocinas IL-10, IL-17A, IL-4 e IL-2 fueron indetectables en 

los animales tratados con la FH.  

Los valores de la citocina TNF- fueron los únicos que mostraron distribución 

normal. En relación con los niveles de TNF- de los animales del CD (113 pg/mL), los 

animales tratados con FH disminuyeron sus niveles (62.79-107.27 pg/mL), resultando 

estadísticamente similares a los niveles del CS (90.50 pg/mL). Al respecto, sólo los 

niveles de TNF- de los animales del grupo FH-400 (62.79 pg/mL) fueron 

estadísticamente diferentes a los del CD (113.00 pg/mL) (P  0.05).  

El análisis por Kruskal-Wallis mostró diferencias significativas entre grupos para 

los valores de IL-6 (P ≤ 0.05) pero no para IFN- (Cuadro 22). El análisis Dunn-

Bonferroni en la comparación de los grupos por pares de los valores de IL-6 mostró 

diferencias significativas entre la FH-400 (0.55 pg/mL) y los grupos FH-100 (26.48 

pg/mL) y CS (59.84 pg/mL) (Cuadros 22 y 23).  

9.2.2.5. Medición de la actividad de MDA  

 Los animales tratados con ciclofosfamida (grupo CD) mostraron mayores 

niveles de malondialdehido (MDA) que los del grupo CS (P ≤ 0.05), debido al estrés 

oxidativo (Cuadro 24). Los tratamientos con la FH fueron insuficientes para disminuir 

los niveles de MDA hasta los valores del grupo CS, resultando en valores 

estadísticamente similares al CD (Cuadro 24).  
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Cuadro 23. Prueba de Dunn-Bonferroni para contrastar los valores de IL-6 de 

ratones tratados por vía oral con la fracción hexánica del fruto de papache a tres 

concentraciones diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Comparación por parejas (grupos) Valor de significación 

FH-400  

FH-200 1.00 

Control daño 1.00 

FH-100 0.041* 

Control sano 0.001* 

FH-200  

Control daño 1.00 

FH-100 1.00 

Control sano 0.15 

Control daño  

FH-100 1.00 

Control sano 0.18 

FH-100  

Control sano 1.00 

Comparación por pares. * Indica diferencias significativas método post hoc de Dunn-

Bonferroni (P ≤ 0.05) 
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Cuadro 24.  Efecto de biomarcador de estrés oxidativo (MDA) de ratones tratados 

por vía oral con la fracción hexánica del fruto de papache a tres concentraciones 

diferentes (FH-100, FH-200 y FH-400 mg/kg p.c.). 

Grupos Malondialdehido (MDA) (nmol/mg) 

Control sano (CS) 0.02 ± 0.00a  

Control daño (CD) 0.04 ± 0.00b  

FH-100 0.04 ± 0.01b  

FH-200 0.03 ± 0.01b  

FH-400 0.03 ± 0.00b 

 

Los resultados son la media ± desviación estándar (n = 6). Los resultados fueron 

analizados por ANOVA de una sola vía, seguido de comparación múltiple de medias. 

Letras diferentes entre columnas indican diferencia significativa entre grupos (Fisher 

P ≤ 0.05) (LSD = 0.01). 
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X. DISCUSIÓN 

10.1. Actividad inmunomoduladora in vitro 

10.1.1. Efecto de extractos y fracciones en la proliferación de esplenocitos 

La mayor actividad inmunomoduladora in vitro la presentó el EAE (21.36 y 8.40% 

a una concentración de 10 y 100 µg/mL, respectivamente) y la FH (46.92, 26.11 y 

15.68% a una concentración de 10, 100 y 200 µg/mL, respectivamente); los valores 

registrados fueron estadísticamente similares a los obtenidos con LPS (15.85%). La 

FH fue la más activa y alcanzó valores similares a lo obtenido con la Con A (55.21%). 

Los mitógenos LPS y Con A se utilizan comúnmente en ensayos de proliferación 

celular. El LPS es una endotoxina bacteriana de la membrana externa de las bacterias 

Gram negativas, un potente iniciador de la inflamación y estimula la proliferación de 

las células B. El LPS es reconocido por el receptor tipo toll 4 (TLR4) de la membrana 

de macrófagos y desencadena vías de señalización inflamatorias. El LPS activa el 

factor nuclear kappa de las células B (NF-κB) e incrementa los niveles de mediadores 

proinflamatorios (e.g., NO, PGE2, TNF-, IL-1β e IL-6) (Fang y col., 2021; Huang y 

col., 2022). Por otro lado, la concanavalina A (Con A) es una lectina vegetal que une 

carbohidratos a los TCR, activando la señalización intracelular e induciendo la 

activación y proliferación de células T (Khan y col., 2022). Por lo tanto, los resultados 

sugieren que el EAE y la FH son mitógenos inespecíficos, afectando tanto a células B 

como a T, pero la FH tiene mayor impacto en las células T.  

Una gran cantidad de estudios avalan la actividad inmunomoduladora de 

extractos y fracciones de plantas utilizadas en medicina tradicional, así como de 

algunos de sus compuestos. Entre los componentes con actividad inmunomoduladora 
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están los galactolípidos, saponinas, proantocianidinas, esteroles y compuestos 

fenólicos (e.g., flavonoides) (Bushmeleva y col., 2021). Al respecto, dos estudios 

mostraron el efecto inmunomodulador y antioxidante del extracto en acetato de etilo 

de Crataegus azarolus y del extracto metanólico de Gymnema sylvestre, ambos 

extractos inducen la proliferación de células B y T y mejoran la actividad fagocítica. La 

actividad de estos extractos fue atribuida al alto contenido de flavonoides en C. 

azarolus y de saponinas en G. sylvestre, respectivamente (Singh y col., 2015; 

Mustapha y col., 2016).  

Reportes fitoquímicos han demostrado que la FH del fruto del papache contiene 

flavonoides (Zatarain-Irigoyen, 2022; Alaníz-Cuevas, 2023); compuestos que podrían 

contribuir a la actividad inmunomoduladora registrada en esta investigación. La 

actividad inmunomoduladora de los flavonoides ya ha sido reportada y se han 

propuesto diferentes mecanismos de acción (L. Han y col., 2022):   

 Mejoran la actividad de las células NK. 

 Reducen la maduración y diferenciación de las células dendríticas a través de 

la inhibición de moléculas coestimuladoras que contribuyen a la activación de 

las células T. 

 Suprimen la producción de trampas extracelulares y estallido oxidativo de los 

neutrófilos, inhiben la activación de los macrófagos de tipo M1 y promueven 

la transformación de M1 a M2. 

 Facilitan la proliferación de células Treg y mejoran la actividad de las células 

citotóxicas. 

 Muestran efectos inhibidores o activadores sobre las células B. 
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Los mecanismos antes mencionados podrían estar implicados en la actividad 

inmunomoduladora de la FH. En particular, la presente investigación demuestra su 

efecto en la proliferación de células B y T y en su posible activación. El aumento de la 

proliferación de esplenocitos es comparable con lo registrado para melaninas solubles 

de papache (MSP) (57.25 – 24.1%) (Gil-Avilés, 2020). Asimismo, el efecto es similar a 

lo reportado para los extractos hidroalcohólicos de tres especies de Echeveria (34 - 

20%) (Heredia-Mercado, 2020). En estos estudios se sugiere que la actividad está 

asociada a la presencia de compuestos fenólicos, de la misma manera que la FH del 

presente estudio. Mediante el mismo método, Khandelwal y Choudhary (2020) 

evaluaron el potencial inmunomodulador del extracto hidrometanólico de la corteza de 

Neolamarckia cadamba (Rubiaceae) y observaron resultados similares a los de la 

presente investigación (48.87% a 50 µg/mL y 20.87% a 20 µg/mL), pero inferiores a lo 

registrado a concentraciones más altas (209.06% a 500 µg/mL y 159.7% a 250 µg/mL). 

La actividad inmunomoduladora de otras rubiáceas ya se ha reportado, pero utilizando 

otros métodos. Aro y col. (2019) estudiaron el efecto inmunomodulador en la línea 

celular U937 estimulada con LPS de los extractos acetónicos de cinco especies de 

rubiáceas (Cephalanthus natalensis, Cremaspora triflora, Oxyanthus speciosus, 

Pavetta lanceolata y Psychotria zombamontana). Los autores evaluaron seis citocinas 

(IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IFN- y TNF-), registrando que los extractos tienen un efecto 

en la respuesta Th1 (IFN-, IL-2, TNF-) y Th2 (IL-4, IL-5) y sugieren su uso en el 

tratamiento de enfermedades inflamatorias. 

Cano-Campos y col. (2011) y Alaníz-Cuevas (2023) caracterizaron muestras de 

papache y registraron que los principales componentes de la FH eran el estigmasterol, 
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β-sitosterol y campesterol, los cuales son fitoesteroles comúnmente identificados en 

aceites vegetales y de los cuales ya se ha demostrado su actividad 

inmunomoduladora: afectan la actividad de linfocitos, incrementan la proliferación de 

esplenocitos y mejoran la respuesta antioxidante (Rawal y col., 2015; Sangwan y col., 

2022). En este sentido, el extracto en diclorometano de Terminalia brownii afectó la 

respuesta inmunitaria de ratones inmunocomprometidos e incrementó los niveles de 

TNF- y NO en macrófagos. En la muestra se identificaron β-sitosterol, estigmasterol 

y campesterol, compuestos a los que se asoció la actividad inmunomoduladora. Dicho 

estudio concluyó que el extracto en diclorometano de Terminalia brownii tiene un 

efecto inmunopotenciador sobre la respuesta inmunitaria innata (Mbiri y col., 2023). 

Por lo tanto, se sugiere que el efecto inmunopotenciador de la FH del fruto de papache 

podría estar asociado a sus componentes fenólicos y esteroles. De esta manera, la FH 

podría usarse en el tratamiento de enfermedades donde el sistema inmunológico se 

encuentra inmunodeprimido. Por otro lado, algunos extractos y fracciones indujeron 

menor proliferación de esplenocitos que el control negativo y podría sugerirse un efecto 

inmunosupresor.  

En investigaciones previas se registraron diferencias entre actividades biológicas 

(antioxidante in vitro y celular, antiinflamatoria in vitro e inmunomoduladora in vitro) y 

composición química de extractos obtenidos por el método secuencial y fracciones 

obtenidas por partición líquido-líquido. Las fracciones presentaron mayor contenido de 

fenólicos y la mayor actividad antioxidante celular; asimismo, la fracción hexánica 

destacó en su actividad antiinflamatoria in vitro (Pinto-González, 2022; Zatarain-

Irigoyen, 2022). En este estudio, la FH mostró mayor efecto mitogénico in vitro que 
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otros extractos y fracciones; consecuentemente, los estudios posteriores se enfocaron 

en evaluar las fracciones y en particular la FH. Las diferencias en composición y 

actividad biológica entre extractos y fracciones ponen de manifiesto la necesidad de 

estandarizar los métodos de extracción para obtener las muestras con mayor actividad.  

10.2. Actividad inmunomoduladora in vivo 

10.2.1. Efecto de la administración oral de las fracciones de papache 

10.2.1.1. Pesos corporales e índice de bazo e hígado 

El peso corporal de los ratones no mostró un cambio radical al finalizar el 

tratamiento. La ausencia de un efecto sobre las proporciones corporales de los ratones 

indica que la muestra no generó hinchazón, atrofia o hipertrofia (Choudhury y col., 

2018; Yusuf y col., 2018).  

El índice de bazo de los ratones tratados con la FH fue más alto que el de los 

animales del control negativo y de los tratados con las otras fracciones. El peso e índice 

de bazo cambian con respecto a la respuesta inmunitaria no específica. Se ha 

informado que el efecto inmunomodulador puede mejorar el índice de bazo. En ratones 

infectados por vía intraperitoneal con Staphylococcus aureus, los polisacáridos de 

vainas de okra (Abelmoschus esculentus) mejoran la respuesta inmune, 

incrementando la proliferación de esplenocitos y los niveles de TNF- y disminuyendo 

los niveles de IL-17. Los autores discuten que el aumento en el índice de bazo se debe 

a la estimulación de la proliferación de esplenocitos (Wahyuningsih y col., 2018). 
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Los resultados del índice de hígado de las fracciones no mostraron valores 

diferentes contra el grupo control negativo, lo que indica que el órgano no se vio 

afectado con la administración de las muestras (Liu y col., 2018).  

10.2.1.2. Medición de la proliferación de esplenocitos 

En la evaluación de la actividad inmunomoduladora in vivo, el tratamiento de los 

ratones con la FH indujo un mayor incremento en la proliferación de esplenocitos con 

respecto a las otras tres fracciones y al grupo control. Los resultados concuerdan con 

la mayor actividad mitogénica in vitro de la FH y con el aumento del tamaño del bazo 

en los ratones tratados con la fracción. 

En nuestro equipo de trabajo, Pinto-González (2022) demostró que la FH del fruto 

de R. echinocarpa estabiliza la membrana de glóbulos rojos expuestos a soluciones 

hipotónicas o a calentamiento, lo que sugiere que presenta actividad antiinflamatoria. 

A su vez, Zatarain-Irigoyen (2022) demostró que la FH disminuyó en 61% la 

inflamación inducida por carragenina en pata de ratón, resultando mejor que el fármaco 

indometacina que sólo alcanzó un 18%. Estos resultados indican que la FH de R. 

echinocarpa es capaz de reclutar células esenciales para disminuir el daño tisular y la 

respuesta inflamatoria. 

La actividad inmunomoduladora in vivo de diferentes plantas se ha determinado 

empleando diferentes métodos. El efecto inmunomodulador del extracto metanólico 

crudo y fracciones (hexánica, en acetato de etilo y metanólico) de las hojas de Sida 

acuta se evaluó en el modelo de respuesta de hipersensibilidad retardada en ratones 

inmunizados con glóbulos rojos de ovejas, después de ocho días de tratamiento con 

el extracto y fracciones, los ratones fueron retados con el antígeno en la almohadilla 
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de la pata del ratón. El extracto crudo de S. acuta y la fracción hexánica mejoraron la 

respuesta de hipersensibilidad; asimismo, los autores demostraron que estas 

muestras activan la fagocitosis de polimorfonucleares sobre Candida albicans. El 

análisis fitoquímico mostró la presencia de flavonoides, terpenoides, saponinas y 

alcaloides, compuestos que pudieran ser los responsables de la inmunomodulación 

(Alaefuna y col., 2021). En otra investigación, el extracto etanólico y acuoso de hojas 

de Prosopis cineraria activaron la producción de óxido nítrico y superóxidos, así como 

la liberación de enzimas lisosomales en macrófagos peritoneales. En los ensayos in 

vivo en ratones, estos extractos incrementaron la actividad fagocítica y la respuesta de 

hipersensibilidad retardada a ovoalbúmina; asimismo, a la concentración más alta (200 

mg/kg p.c.), ambos extractos mejoraron la respuesta inmune humoral. El análisis 

fitoquímico de estos extractos mostró la presencia de compuestos fenólicos, 

flavonoides y fitoesteroles (e.g., campesterol, estigmasterol y colesterol) (Patil y col., 

2021).  

La actividad inmunomoduladora del estigmasterol puro ya ha sido evaluada. N. 

R. Han y col. (2022) evaluaron el efecto inmunomodulador y antioxidante de una receta 

tradicional coreana denominada Sambu-Tang (SBT) y que se prepara con las plantas 

Panax ginseng y Aconitum carmichaeli. El extracto de SBT y el estigmasterol, 

compuesto activo en el SBT, incrementaron la proliferación de esplenocitos, 

alcanzando valores similares a los obtenidos con LPS. Asimismo, los autores 

registraron un aumento en el índice del bazo en comparación con el control sano, esto 

en ratones inmunosuprimidos con ciclofosfamida. También el estudio mostró 

incremento en los niveles de secreción de óxido nítrico. Los resultados soportan la 
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actividad antioxidante y como inmunopotenciador del extracto de SBT y del 

estigmasterol. Este compuesto es mayoritario en la FH y puede ser uno de los 

principales contribuyentes a la actividad inmunomoduladora de la FH del fruto de 

papache.  

En el ensayo in vitro, la FA no mostró actividad mitogénica; en contraste, la FA 

fue segunda mejor en el incrementar la proliferación in vivo de esplenocitos. La FA 

presenta flavonoides, cardiotónicos y saponinas (Zatarain-Irigoyen, 2022); 

compuestos de estas familias inducen componentes celulares de la respuesta innata 

y la producción de anticuerpos (Behl y col., 2021). Además, polisacáridos presentes 

en muestras acuosas son capaces de mejorar la respuesta inmunológica y están 

relacionados directamente a la actividad inmunológica intestinal (Zeng y col., 2020). 

Akhtar y col. (2020) reportaron que polisacáridos de la cáscara de garbanzo mostraron 

una potente actividad inmunomoduladora y antioxidante, al mejorar los índices de bazo 

y timo y aumentar los niveles de enzimas antioxidantes. 

10.2.1.3. Parámetros hematológicos y bioquímicos 

Los ratones tratados con las fracciones de papache presentaron parámetros 

hematológicos (hemoglobina, hematocrito, glóbulos rojos, glóbulos blancos y 

plaquetas) en el rango de los valores de referencia, indicando que las fracciones no 

generaron efectos tóxicos ni promovieron anemia en los ratones (Batiha y col., 2020).  

Los parámetros bioquímicos ALT y AST y ALP, determinados en suero, 

proporcionan información sobre la función hepática y daño hepático (Dragostin y col., 

2022). Los parámetros para los ratones tratados con las fracciones de papache 

estuvieron dentro de los valores de referencia, descartando toxicidad hepática. Por 
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otro lado, la urea y creatinina se han utilizado como biomarcadores de enfermedad 

renal crónica y lesión renal aguda (Gunst y col., 2019; Fortunato-Seixas y col., 2021). 

En la presente investigación, los niveles creatinina y urea de los ratones tratados con 

las fracciones y los del grupo control están dentro de los valores de referencia, lo que 

sugiere que las fracciones no tienen efecto patológico en el riñón. 

10.2.2. Efecto de la fracción hexánica sobre la anti-oxidación e inmunidad celular 

de ratones inmunocomprometidos 

10.2.2.1. Pesos corporales e índice de timo, bazo e hígado  

La ciclofosfamida es un fármaco quimioterapéutico perteneciente a la clase de 

agentes alquilantes, el cual provoca entrecruzamientos en el ADN, silenciamiento de 

la expresión del ADN y finalmente apoptosis. La ciclofosfamida se utiliza ampliamente 

en el tratamiento de tumores (e.g., leucemia, linfoma, cáncer de mama) (Hughes y col., 

2018); sin embargo, también puede provocar efectos adversos sobre células sanas y 

generar inmunosupresión, lo cual conducirá a una pérdida de peso corporal y daño en 

los órganos inmunitarios en animales (Qi y col., 2018; Wang y col., 2018). En la 

presente investigación, los primeros 3 días de tratamiento con ciclofosfamida 

produjeron una disminución significativa en el peso corporal de los ratones, indicando 

que se generó la inmunosupresión. Sin embargo, los ratones tratados con la FH (FH-

100, FH-200 y FH-400) recuperaron su peso corporal a partir del día 4 y no mostraron 

diferencias significativas con el grupo CS. Los extractos etanólicos de Curcuma longa 

y Carthamus tinctorius indujeron un efecto similar, los ratones tratados con los 

extractos mostraron mayor peso que los del grupo CD tratado sólo con ciclofosfamida 

(Park y col., 2022). Este aumento de peso generado por la FH pudiera relacionarse 
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con su alto contenido de esteroles. Al respecto, animales tratados con una dieta rica 

en fitoesteroles muestran mejor digestión de los nutrientes, aumento en la secreción 

de hormonas del crecimiento, promoción de la síntesis de proteínas, regulación del 

sistema inmunológico y aumento en la resistencia a enfermedades (Feng y col., 2020). 

El bazo y timo son dos órganos inmunológicos vitales donde los linfocitos B y T 

se desarrollan, diferencian, maduran y colonizan para generar respuestas 

inmunitarias, incluyendo diferenciación y proliferación de células inmunológicas, lo que 

conllevará a un aumento en el índice de estos órganos, mientras que su disminución 

indica una reducción del número y la respuesta de células inmunitarias (Tukshipa y 

Chakravorty, 2022). El efecto de plantas con actividad inmunomoduladora sobre el 

índice de estos órganos puede emplearse como indicador para el estudio de 

mecanismos inmunofarmacológicos en modelos animales (Zhang y col., 2021; Fei y 

col., 2022). La ciclofosfamida inhibe la diferenciación y maduración de linfocitos al 

interferir en el ciclo celular y en su proliferación, provocando una disminución del índice 

de bazo y timo (Yu y col., 2018). En este estudio, el índice de timo de los grupos 

tratados con ciclofosfamida disminuyó notablemente; sin embargo, el índice de los 

ratones tratados con la FH-100 aumento significativamente y fue estadísticamente 

similar con el grupo CS (P ≥ 0.05). Así  mismo se observó una disminución en el índice 

de bazo de los grupos tratados con ciclofosfamida, en este caso la FH-200 y FH-400 

fueron los grupos que presentaron un comportamiento similar al CS (P ≥ 0.05).  

De igual manera que en la presente investigación, la disminución en el índice de 

los órganos inmunitarios por el tratamiento con ciclofosfamida ya ha sido reportada en 

estudios anteriores. Al respecto, el comportamiento del índice de bazo y timo por el 
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tratamiento con la FH soporta su efecto positivo. Liu y col. (2021) evaluaron el efecto 

de la administración (50, 100 y 200 mg/kg p.c.) de dos tipos de polisacáridos (CMP-1 

y CMP-2, CMP por sus siglas en inglés) del hongo Poria cocos en un modelo 

inmunosuprimido por ciclofosfamida. Los autores registraron un aumento significativo 

en el índice de timo únicamente en la dosis baja de CMP-2. Por otro lado, Fei y col. 

(2022) demostraron, en animales tratados con ciclofosfamida, que el extracto de 

polisacáridos de maca (Lepidium meyenii) mejoró el índice de bazo a una 

concentración alta (1500 mg/kg p.c), mientras que a una dosis baja (750 mg/kg p.c.) 

no se observó diferencia con el CD. En ambos estudios se registraron resultados 

similares a los obtenidos en la presente investigación, donde el aumento de tamaño 

de los órganos inmunitarios no fue dependiente de la concentración de la muestra; 

además, a pesar del aumento en comparación al grupo CD, los valores no volvieron a 

los niveles normales. No obstante, los resultados obtenidos sugieren que la 

administración de la FH revirtió la atrofia de los órganos inmunitarios ocasionada por 

la ciclofosfamida (FH-100 en timo y FH-200 y FH-400 en bazo), lo cual indica la mejora 

en la respuesta inmunitaria. 

En cuanto al índice de hígado se observó que todos los grupos fueron 

estadísticamente similares entre sí, indicando que las muestras no generaron ningún 

efecto tóxico en este órgano.  

10.2.2.2. Conteo de glóbulos rojos, blancos y plaquetas  

La sangre participa en funciones vitales del organismo al transportar oxígeno, 

nutrientes, antioxidantes, hormonas y moléculas de señalización entre diferentes 

tejidos. De esta manera, los índices hematológicos generan información importante 
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para la evaluación de la vitalidad de los diferentes tejidos (Abd-Elhalim y col., 2017; 

Hasona y Morsi, 2019). Algunos fármacos alteran los índices hematológicos; por 

ejemplo, la ciclofosfamida afecta la médula ósea: la ciclofosfamida es metabolizada 

por enzimas hepáticas en varias etapas a fosforamida que induce la formación de 

entrecruzamientos en cadenas de DNA, modificaciones permanentes que conducirán 

a la apoptosis. De esta manera, la ciclofosfamida desencadenará una panleucopenia 

profunda, anemia no regenerativa y trombocitopenia (Abd-Elhalim y col., 2017; Kim y 

col., 2018). La presente investigación mostró una disminución significativa en todos los 

parámetros hematológicos para los grupos tratados con ciclofosfamida, lo cual indica 

que la FH administrada no género una mejora en los tejidos hematopoyéticos, a 

excepción para los glóbulos rojos y plaquetas del grupo FH-200.  

Los leucocitos son un componente importante en la respuesta inmunitaria, 

producen anticuerpos y matan células tumorales, manteniendo el sistema 

inmunológico controlado, a su vez su recuento proporciona información sobre 

enfermedades del sistema inmunitario e infecciosas (Tukshipa y Chakravorty, 2022). 

Como se mencionó anteriormente la ciclofosfamida inhibe la función hematopoyética, 

reduce la cantidad de leucocitos, genera pérdida de células madre e incapacita la 

médula ósea para regenerar nuevas células sanguíneas. Los resultados obtenidos en 

el conteo diferencial muestran que todos los grupos tratados con la muestra (FH-100, 

FH-200 y FH-400) presentaron un aumento en neutrófilos segmentados con respecto 

al valor de referencia.  

El neutrófilo es la primera célula en participar cuando el organismo se encuentra 

inflamado o estresado. El aumento de este leucocito en los grupos tratados con la FH 
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se debe a la activación de las vías inflamatorias ocasionadas por la inyección de la 

ciclofosfamida. Se ha reportado que 3 a 4 días después del último tratamiento con 

ciclofosfamida, los ratones presentan una fuerte neutrofilia, registrándose hasta tres 

veces más neutrófilos en sangre que los ratones que no recibieron el fármaco 

(Stackowicz y col., 2020). Esto conlleva a la activación de mediadores proinflamatorios 

(IL-6 y TNF-) que induce la producción del factor estimulante de colonias de 

granulocitos y macrófagos (GM-CSF), el cual tiene un papel importante en la 

diferenciación y maduración de los neutrófilos (El-Sebaey y col., 2019; Wu y col., 

2020). Este aumento en neutrófilos coincide con lo reportado por Zatarain-Irigoyen 

(2022) al evaluar la actividad antiinflamatoria de extractos y fracciones del fruto de 

papache mediante un modelo de edema de pata de ratón inducido por carragenina. En 

este modelo, la infiltración tisular leucocitaria predomina en las etapas iniciales de la 

reacción inflamatoria.  

10.2.2.3. Medición de la proliferación de esplenocitos  

Los leucocitos del bazo están compuestos por distintas células con diferentes 

funciones inmunológicas (e.g., células T y B, células dendríticas y macrófagos). La 

proliferación de macrófagos y linfocitos es importante en las fases tempranas de las 

respuestas inmunológicas (Shin y col., 2023). La ciclofosfamida tiene efectos adversos 

sobre macrófagos que regulan las funciones de los linfocitos, conduciendo a una 

reducción de la capacidad proliferativa de linfocitos T y B en ratones (Qi y col., 2018).  

El tratamiento con ciclofosfamida disminuyó la proliferación de esplenocitos al 

contrastarse con el CS; sin embargo, en comparación con los ratones 

inmunosuprimidos, la FH-100 y la FH-200 incrementaron la proliferación de 
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esplenocitos en 25 y 31%, respectivamente. Estos resultados son similares a lo 

reportado para polisacáridos del hongo Gloeostereum incaratum, aumentando la 

proliferación en 21% con respecto al grupo CD tratado con ciclofosfamida (Wang y col., 

2018). Este fenómeno también se registró para el extracto hidroalcohólico de hojas de 

Abrus precatorius (EAPL por sus siglas en inglés), el EAPL revirtió la reducción en la 

proliferación generada en el CD por el tratamiento con ciclofosfamida (Modi y col., 

2021). Los resultados positivos en estos estudios fueron insuficientes para alcanzar 

los valores del CS. Por lo tanto, el efecto inmunomodulador de la FH del fruto de 

papache es mejor.  

10.2.2.4. Determinación de citocinas en suero 

Las citocinas son un amplio grupo de moléculas de señalización que 

desempeñan un papel crucial en la comunicación entre células del sistema inmunitario 

y en la regulación de respuestas inmunológicas como la inflamación, proliferación 

celular y apoptosis (Zhang y col., 2021). En un sistema inmunológico sano, existe un 

equilibrio entre la actividad de las células Th1 y Th2 para mantener las funciones 

inmunológicas celulares y humorales normales (Qi y col., 2018). Las células Th1 se 

activan durante las respuestas inmunitarias mediadas por células, mientras que las 

células Th2 se estimulan durante las respuestas humorales o alérgicas (Monmai y col., 

2019; Xiang y col., 2020). Al respecto, la cuantificación de citocinas es importante para 

determinar la participación de las células Th1 y Th2 y el nivel de la función inmunitaria 

del organismo (Niu y col., 2020). En este sentido, se ha reportado que la ciclofosfamida 

inhibe las respuestas inmunitarias tanto humorales como celulares (Yoo y col., 2019). 
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El TNF- es una citocina secretada principalmente por la respuesta de 

macrófagos hacia infecciones bacterianas u otros inmunógenos y está involucrada en 

la eliminación de células cancerosas (Niu y col., 2020). El grupo CD presentó los 

mayores niveles de TNF-; mientras los grupos tratados con FH-100 y FH-200 

disminuyeron los niveles de TNF-, alcanzando valores estadísticamente similares a 

los del grupo CS. Este aumento en el grupo CD, al cual se le administro únicamente la 

ciclofosfamida, coincide con lo reportado en el estudio del efecto del extracto etanólico 

de Allium sativum; los autores adjudicaron el incremento de TNF- a la activación de 

las vías de señalización de NF-κβ que median el estrés oxidativo y la generación de 

citocinas proinflamatorias (El-Sebaey y col., 2019). Es ampliamente reconocido que la 

vía de señalización de NF-κβ es esencial para la producción de citocinas inflamatorias 

inducidas por ciclofosfamida (Song y col., 2016). Por lo tanto, se sugiere que el 

tratamiento con la FH regula negativamente la expresión del factor de transcripción 

NF-κβ, contrarrestando la toxicidad de la ciclofosfamida.  

El IFN- es una de las principales citocinas producidas por las células Th1, la cual 

puede mediar la función inmune celular y promover la diferenciación y proliferación de 

células Th1 (Zhang y col., 2021). Por su parte, la IL-6 actúa como una citocina 

proinflamatoria y mioquina antiinflamatoria secretada principalmente por monocitos en 

respuesta a infecciones y lesiones tisulares (Tukshipa y Chakravorty, 2022). Nuestros 

hallazgos revelaron un aumento en la secreción de IFN- e IL-6 en la FH-100, sin 

embargo, no fue significativo.  
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10.2.2.5. Medición de la actividad de MDA  

El funcionamiento inadecuado del sistema de defensa antioxidante favorece la 

liberación de una gran cantidad de intermediarios oxidativos, desencadenado roturas 

cromosómicas y muerte celular. Cuando el sistema antioxidante se daña, se producirá 

un exceso de peróxidos lipídicos como el MDA, lo que provocará daño celular (Niu y 

col., 2020). El daño oxidativo del ADN celular es la principal limitación de los fármacos 

utilizados en quimioterapia, incluida la ciclofosfamida que actúa después de ser 

metabolizada, principalmente por enzimas hepáticas del citocromo P450 (Qi y col., 

2018).  

El aumento de neutrófilos tiene un papel esencial en la conversión del oxígeno 

molecular en ROS que inducen la liberación de sustancias inflamatorias (TNF-) y 

aumentan el daño localizado (Alsemeh y Abdullah, 2022). Nuestros resultados indican 

un aumento en los niveles de neutrófilos que puede estar relacionado al aumento en 

los niveles de MDA de los grupos tratados con ciclofosfamida.  
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XI. CONCLUSIONES 

11.3. Conclusión general 

La fracción hexánica del fruto de papache generó un efecto inmunoestimulador 

en los ensayos in vitro e in vivo, registrando efectos tanto en ratones sanos como 

inmunosuprimidos con ciclofosfamida. 

11.4. Conclusiones específicas 

1.  La mayor actividad inmunoactivadora in vitro se registró a bajas 

concentraciones y fue para el extracto en acetato de etilo (EAE) y la fracción 

hexánica (FH), destacando la FH y seleccionando las fracciones para estudios 

posteriores.  

2. Las fracciones hexánica (FH), clorofórmica (FC), en acetato de etilo (FAE) y 

acuosa (FA), evaluadas a 100 mg/kg p.c., presentaron actividad 

inmunoactivadora in vivo. De manera general, los parámetros evaluados (e.g., 

índice de bazo, hematológicos y bioquímicos) no fueron afectados. En la 

actividad inmunoactivadora destacó la FH, que también indujo un incremento 

en el índice de bazo. 

3. En ratones inmunocomprometidos, la fracción hexánica de R. echinocarpa 

revirtió el efecto negativo en el peso corporal de los ratones tratados con 

ciclofosfamida.  

4. El índice de timo y bazo de los ratones tratados con ciclofosfamida disminuyó 

notablemente, sin embargo, el índice de timo de los ratones tratados con 100 

mg/kg p.c. de la fracción hexánica (FH) de R. echinocarpa fue 

estadísticamente similar con el del control sano. En el índice de bazo, el 
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tratamiento con la fracción hexánica mostró una tendencia a disminuir el 

efecto negativo de la ciclofosfamida, registrándose valores estadísticamente 

similares entre el grupo control sano y la FH a 200 y 400 mg/kg p.c.  

5. Los parámetros hematológicos de los ratones tratados con ciclofosfamida 

(control daño CD, FH-100, FH-200 y FH-400) disminuyeron notablemente a 

comparación del control sano (CS), lo cual puede deberse a la mielosupresión 

generada por el fármaco. Sin embargo, el tratamiento con la FH mostró una 

tendencia a mejorar estos parámetros en contraste con el CD; en particular, 

los tratamientos CS y FH-200 presentaron valores estadísticamente similares 

en glóbulos rojos, glóbulos blancos y plaquetas. 

6. Los grupos tratados con ciclofosfamida (control daño CD, FH-100, FH-200 y 

FH-400) presentaron una disminución en la proliferación de esplenocitos con 

respecto al CS. Sin embargo, los valores para los tratamientos con la fracción 

hexánica FH-100, FH-200 y FH-400 fueron estadísticamente superiores a los 

del CD. FH-100 y FH-200 fueron los mejores tratamientos. 

7. En comparación con los valores de citocinas del grupo control sano, los 

niveles de IL-10, IL-17A, IFN-, IL-6 e IL-4 disminuyeron en el grupo control 

daño, mientras que TNF- aumentó. Las únicas citocinas detectables en los 

tratamientos con la fracción hexánica fueron TNF-, IFN- e IL-6. El efecto 

positivo de la fracción hexánica fue notable en los niveles de TNF- a las tres 

concentraciones, alcanzando valores similares al control sano, así como de 

IL-6 a 100 mg/kg p.c.  
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8. El tratamiento con la fracción hexánica del fruto de papache fue insuficiente 

para revertir el daño oxidativo, evaluado por los niveles de MDA, ocasionado 

por la ciclofosfamida. 
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XII.  PERSPECTIVAS DEL PROYECTO 

1. Evaluar el efecto de los extractos y fracciones del fruto de papache sobre la 

respuesta tipo Th1 de células mononucleares de sangre periférica mediante la 

medición de marcadores inmunitarios (triptófano y kinurenina). 

2. Evaluar la producción de anticuerpos (inmunidad humoral) en suero de ratones 

inmunocomprometidos tratados con la fracción hexánica.  

3. Emplear modelos para observar el efecto de la fracción hexánica en 

componentes de la inmunidad innata, mediante el empleo de líneas celulares o 

estudios in vivo.  

4. Establecer un modelo para determinar el efecto de la fracción hexánica como 

inmunoadyuvante en el tratamiento de alguna enfermedad. 
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XIV. SIGLAS Y ABREVIACIONES 

%   Porciento  

°C   Grados Celsius 

µL  Microlitro 

µm  Micra 

Abs  Absorbancia 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

ALP  Fosfatasa alcalina 

ALT Alanina aminotransaminasa 

ANOVA Análisis de varianza 

ARN Ácido ribonucleico  

AST Aspartato aminotransferasa 

BCR Receptores de linfocito B 

CBA Cytometric bead array 

CD Control daño 

CMP Carboximetil paquimarán 

CO2  Dióxido de carbono 

Con A Concanavalina A 

CPA Células presentadoras de antígeno  

CS Control sano  

CSF Factores estimuladores de colonias 

DAMP Patrones moleculares asociados a la lesión 

DMSO  Dimetil sulfóxido 
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EA  Extracto acuoso 

EAE  Extracto acetato de etilo 

EC  Extracto clorofórmico 

e.g Ejemplo 

EH  Extracto hexánico 

EM Extracto metanólico 

FAE  Fracción acetato de etilo 

FC  Fracción clorofórmica 

FH Fracción hexánica 

FH-100 Fracción hexánica a una concentración de 100 mg/kg p.c. 

FH-200 Fracción hexánica a una concentración de 200 mg/kg p.c. 

FH-400 Fracción hexánica a una concentración de 400 mg/kg p.c. 

GMC-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macrófagos 

h  Hora 

H2Od  Agua destilada 

H2Odd  Agua desionizada 

IFs Interferones 

IFN- Interferon gamma 

IL Interleucina 

i.p.  Intraperitoneal 

kg  Kilogramo 

LPS Lipopolisacárido  

MDA  Malondialdehido  
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mg  Miligramo  

min  Minuto 

MHC Complejo principal de histocompatibilidad 

mL Mililitro 

mM  Milimolar 

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

NK Células asesinas NK (“Natural killer”) 

NF-κB Factor nuclear kappa de las células 

NO Óxido nítrico 

OMS  Organización Mundial de la Salud  

PAMP Patrones moleculares asociados a microorganismos patógenos 

PBS Solución amortiguadora de fosfatos 

p.c.  Peso corporal 

pg Picogramo 

PGE2 Prostaglandina E2 

p/v Peso/volumen 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

rpm Revoluciones por segundo 

SBT Sambu-Tang 

TBA Ácido tiobarbitúrico 

TCR Receptores de linfocito T 

TGF Factor transformador de la diferenciación 

TLR4 Receptor tipo toll 4 
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TNF Factores de necrosis tumoral 

Treg Linfocitos T reguladores 

U/L   Unidad por litro 

L Microlitro 

 




