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Lista de abreviaciones 

RPMI: Roswell Park Memorial Institute, medio diseñado para el crecimiento de 

linfoblastos y líneas celulares leucémicas en suspensión. 

PMN: células polimorfonucleares. 

PHA: fitohemaglutinina. 

SHEa: eritrocitos de carnero sensibilizados con anticuerpos de conejo anti 

eritrocitos de carnero.  

RBC: células rojas sanguíneas. 

Glosario 

Efecto inmunomodulador: es el efecto regulador o modulador de la inmunidad, 

el cual se logra a través de la reducción o potenciación de la respuesta inmune (1). 

Extracto hidroalcohólico: se dice del extracto en sólido que se ha obtenido 

mediante la extracción de los principios activos de una droga con agua más 

alcohol y su posterior evaporación del solvente (2). 

Eritrocitos sensibilizados: son eritrocitos de carnero que han sido sensibilizados 

con anticuerpos de conejo anti-estroma de eritrocitos de carnero, los mismos que 

dan inicio a la activación de la cascada del complemento de la vía clásica en el 

suero o plasma (3).  

Mitógeno Fitohemaglutinina: son proteínas liofilizadas y altamente refinadas 

provenientes de semillas de Phaseolus spp., las mismas que tienen actividad 

mitogénica mediante la unión a oligosacáridos para estimular la división celular 

de linfocitos (4). 
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Linfoproliferación in vitro: proliferación de linfocitos aislados de sangre 

periférica humana en medio de cultivo RPMI y en condiciones estándar de 

incubación (5). 
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Resumen 

 

Las propiedades inmunomoduladoras de las plantas medicinales están siendo estudiadas 

con mayor interés debido a la creciente necesidad de modular el sistema inmunológico, 

para lograr efectos de prevención de infecciones, tratamiento del cáncer y enfermedades 

autoinmunes. En este estudio se determinó la actividad inmunomoduladora del extracto 

hidroalcohólico de Niphidium crassifolium (L.)  Lellinger “calaguala” sobre células del 

sistema inmune; para lo cual, se evaluó la proliferación de linfocitos cultivados en medio 

RPMI 1640 más fitohemaglutinina (PHA) en presencia de cinco concentraciones de 

extractos de frondas y rizomas. Se evaluó la inmunomodulación de la fagocitosis en 

neutrófilos, al enfrentar estas células con C. albicans en presencia de los extractos, donde 

se determinó el porcentaje de neutrófilos fagocíticos y el número total de levaduras 

fagocitadas. También se evaluó la inmunomodulación de la actividad del sistema del 

complemento vía clásica, mediante la determinación de la hemoglobina liberada producto 

de la lisis de eritrocitos por la actividad del complemento al enfrentar eritrocitos 

sensibilizados, suero humano y los extractos correspondientes a los tratamientos. De esta 

manera, este estudio demostró que el extracto hidroalcohólico de N. crassifolium tiene 

actividad inmunomoduladora. El extracto de rizomas inhibió la proliferación de linfocitos 

en las concentraciones de 1000 µg/mL y de 500 µg/mL (p < 0,000). Los extractos 

hidroalcohólicos de frondas y rizomas incrementaron la capacidad de fagocitosis de los 

neutrófilos en concentraciones menores a 125 µg/mL (p < 0,05; p < 0,005). Con respecto 

a la actividad del sistema del complemento, el extracto de frondas a 500 µg/mL ocasionó 

mayor hemólisis en comparación al control negativo (p < 0,05). Por lo que, N. 

crassifolium es una planta que se constituye como una alternativa para la adquisición de 

metabolitos con acción inmunomoduladora. 
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Abstract 

 

The immunomodulatory properties of medicinal plants are being studied with greater 

interest due to the growing need to modulate the immune system, to achieve infection 

prevention, cancer treatment and autoimmune diseases effects. In this study, the 

immunomodulatory activity of the hydroalcoholic extract of Niphidium crassifolium (L.) 

Lellinger “calaguala” on cells of the immune system was determined; for which, the 

proliferation of lymphocytes cultured in RPMI 1640 medium plus phytohemagglutinin 

(PHA) was evaluated in the presence of five concentrations of frond and rhizome extracts. 

The immunomodulation of phagocytosis in neutrophils was evaluated by confronting 

these cells with C. albicans in the presence of the extracts, where the percentage of 

phagocytic neutrophils and the total number of phagocytosed yeasts were determined. 

The immunomodulation of the activity of the complement system was also evaluated 

through the classical route, by determining the hemoglobin released as a result of the lysis 

of erythrocytes by the activity of the complement when confronted with sensitized 

erythrocytes, human serum and the extracts corresponding to the treatments. Thus, this 

study demonstrated that the hydroalcoholic extract of N. crassifolium has 

immunomodulatory activity. The rhizome extract inhibited lymphocyte proliferation at 

concentrations of 1000 µg/mL and 500 µg/mL (p < 0.000). Hydroalcoholic extracts of 

fronds and rhizomes increased the phagocytosis capacity of neutrophils at concentrations 

lower than 125 µg/mL (p < 0.05; p < 0.005). Regarding the activity of the complement 

system, the frond extract at 500 µg/mL caused greater hemolysis compared to the negative 

control (p < 0.05). Therefore, N. crassifolium is a plant that is constituted as an alternative 

for the acquisition of metabolites with immunomodulatory action. 
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Proliferation, Phagocytosis, Complement Hemolytic Activity Assay
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CAPÍTULO I 

INTRODUCCIÓN 

Las plantas son un insumo fundamental en la medicina tradicional en todo el mundo, 

miles de ellas se utilizan para tratar enfermedades; sin embargo, muchas de ellas no 

cuentan con una investigación calificada previa y son utilizadas solo por su efecto 

benéfico conocido comúnmente entre los miembros de las comunidades campesinas y 

nativas. Perú como país megadiverso no es ajeno a esto, en distintas regiones hay muchas 

especies vegetales utilizadas en la medicina tradicional; sin embargo, hay pocos estudios 

realizados en la mayoría de estas plantas (6).  

Niphidium crassifolium (L.) Lellinger (calaguala) es una planta medicinal que crece en 

los valles interandinos de la sierra norte de Perú y ampliamente utilizada en la medicina 

tradicional, en forma de compresas y decoctos de las hojas y rizomas para tratar 

hematomas, bronquios inflamados, gastritis, artritis, enfermedades renales, hipertensión, 

tumores cancerígenos, psoriasis, vitíligo, e incluso como cicatrizante, entre otros. Hay 

investigaciones que afirman que las plantas con estos usos en la medicina tradicional 

tienen la capacidad de modular la respuesta inmunológica  (7,8).  

La industria cosmética y farmacéutica utiliza metabolitos vegetales para el diseño de 

nuevos productos y fármacos que posteriormente se producen de manera sintética. Debido 

a la fuerte demanda de productos naturales y amigables con el medio ambiente, la 

búsqueda de nuevos metabolitos ha ido recobrando mucha importancia, de tal forma que, 

estudios exhaustivos en diversas plantas han dado origen al descubrimiento de moléculas 

que se han convertido en el punto de partida en la obtención de nuevos fármacos, entre 

ellos los inmunomoduladores, útiles para combatir enfermedades crónicas.  La demanda 
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en el caso de enfermedades crónicas, apunta a fármacos biológicos altamente específicos 

como citoquinas, anticuerpos, antitoxinas, entre otros; sin embargo, los medicamentos de 

molécula pequeña provenientes de plantas tienen mayor estabilidad en su suministro vía 

oral, son componentes multivalentes, controlan vías de señalización celular y tienen 

menos efectos secundarios. Algunos fármacos de origen vegetal conocidos son la 

digoxina, quinina, artemisinina, morfina, paclitaxel, aspirina, entre otros (9–11). 

Se han encontrado diversas plantas cuyos extractos, decoctos o aceites modulan la 

respuesta inmune. Plantas como Chenopodium quinoa Willd (quinua), Chuquiraga 

spinosa Less (huamanpinta), Croton lechleri Müll.Arg (sangre de grado), Lepidium 

meyenii Walp (maca), Mauritia flexuosa Lf  (aguaje), Plukenetia volubilis L. (sacha 

inchi), Physalis peruviana L. (aguaymanto), Uncaria tomentosa DC. (uña de gato), 

Equinacea purpurea L. Moench, Panax ginseng  C.A. Meyer, entre otros, han 

demostrado tener gran potencial terapéutico y sus principios activos son polisacáridos, 

terpenoides, flavonoides, alcaloides, glucósidos y lactonas; siendo estos metabolitos los 

responsables de la inmunomodulación sobre  células del sistema inmune con un potencial 

en la prevención y cura de muchas enfermedades. Los metabolitos inmunomoduladores 

ayudan a regular el sistema inmune mediante su efecto inmunopotenciador, 

inmunosupresor o inmunoadyuvante  (12–14). 

El sistema inmune está conformado por una red compleja de células, anticuerpos, 

moléculas, tejidos y sustancias solubles que en conjunto ayudan a mantener el equilibrio 

fisiológico interno saludable de los seres humanos al reconocer y actuar de manera rápida 

ante agentes patógenos extraños. El término inmunomodulación significa modificar la 

respuesta inmune mediante un agente que suprime o activa la respuesta inmune, estos 

agentes pueden ser moléculas de origen sintético o biológico (10). 
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Bajo este contexto, planteamos investigar algunas propiedades vinculadas con la 

actividad inmunomoduladora de una planta ampliamente utilizada en la medicina 

tradicional Cajamarquina, N. crassifolium (calaguala), a fin de generar evidencia 

científica de estas propiedades y generar las bases para el estudio y la adquisición de 

metabolitos inmunomoduladores de sus rizomas y frondas. En este trabajo se evaluó las 

propiedades de la “calaguala” midiendo la proliferación celular de linfocitos, la 

fagocitosis in vitro y la actividad del complemento en presencia del extracto 

hidroalcohólico de la planta. 
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CAPÍTULO II 

MARCO TEÓRICO 

2.1. Antecedentes de la investigación 

Alvarenga et al. (2018), estudiaron la actividad inmunomoduladora de plantas 

del género Baccharis, entre ellas B. trimera, B. punctulata y B. notosergila, de 

las cuales obtuvieron extractos concentrados y extractos crudos. Aislaron células 

mononucleares de sangre periférica y evaluaron el efecto inmunomodulador 

mediante ensayos de proliferación celular con extractos a las concentraciones de 

5, 10, 25 y 50 µg/mL. Las concentraciones de 5 y 10 µg/mL de extractos 

metanólicos de B. trimera y B. punctulata mostraron efecto inmunomodulador 

de la proliferación celular con incremento en el número de células. De igual 

manera, B. notosergila mostró efecto inmunomodulador en todas las 

concentraciones del extracto metanólico, a excepción de la concentración 50 

µg/mL que mostró un efecto tóxico.  Los investigadores concluyen que las 

especies estudiadas presentan actividad inmunomoduladora sobre células 

mononucleares humanas y se constituyen como plantas con gran potencial en la 

obtención de compuestos bioactivos con actividad sobre el sistema inmune (5). 

Haria et al. (2016), evaluaron los efectos inmunomoduladores sobre células 

mononucleares (PBMC) en presencia de tinturas de etanol de Echinacea 

laevigata proveniente de tallo, hojas, raíz y flores de la planta; de las cuales se 

extrajeron los metabolitos con una mezcla de etanol y agua, la composición 

química del extracto se determinó mediante HPLC, demostrando así  que el 

extracto proveniente de flores tiene la mayor cantidad de compuestos bioactivos, 

predominando el ácido caftárico el cual sería el responsable del efecto 
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inmunomodulador.  Las células se incubaron por 74 h antes de evaluar su 

proliferación utilizando el método de sal de tetrazolio; además, también se 

avaluaron dos parámetros inmunológicos (TNF e IL-10), encontrando que 

extractos de raíces de la planta tenían fuerte actividad inmunomoduladora sobre 

tres parámetros inmunológicos (15). 

Bhanwase y Alagawadi evaluaron la actividad inmunomoduladora y antioxidante 

del extracto hidroalcohólico de Ficus benghalensis Linn y sus cuatro fracciones 

(cloroformo, hexano, butanol y agua); para lo cual obtuvieron hojas de la planta 

que pulverizaron y maceraron con etanol al 50 % por 7 días con agitación 

ocasional. Para determinar la actividad inmunomoduladora in vitro del extracto 

realizaron la prueba de fagocitosis con células inactivas de Candida albicans, la 

prueba de actividad candidacida y la prueba de detección con nitroazul tetrazolio 

(NBT). Las concentraciones utilizadas del extracto en este estudio fueron 1000 

μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, 125 μg/mL y 62,5 μg/mL. Los investigadores 

determinaron que el extracto hidroalcohólico de F. benghalensis y sus cuatro 

fracciones estimularon la fagocitosis de C. albicans, en un promedio de 5 células 

fagocitadas a la mayor concentración del extracto. Además, determinaron que el 

extracto tuvo 29 % de actividad candidacida en la concentración 1000 µL/mL, 

llegando a la conclusión que el extracto hidroalcohólico y sus fracciones tienen 

actividad inmunomoduladora positiva (16). 

Magaji et al. (2020), investigaron la actividad inmunomoduladora del extracto 

acuoso de hojas de Cassia occidentalis en neutrófilos humanos. Recolectaron 

hojas frescas de la planta, lavaron, secaron y pulverizaron; utilizaron 1300 g de 

polvo/L de agua destilada a 40°C para elaborar el extracto acuoso. Los neutrófilos 
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fueron aislados de sangre periférica mediante la técnica de centrifugación en 

gradiente usando Histopaque. En tubos Falcon se mezclaron los extractos de cada 

concentración  (25 µg/mL, 50 µg/mL, 100 µg/mL y 1000 µg/mL) con la 

suspensión de neutrófilos (2 x 106 células/mL) y las suspensión de levaduras (C. 

albicans, 2 x 106 células/mL); luego de la incubación por 30 min a 37 °C se fijaron 

en láminas porta objetos para realizar el recuento celular y determinar el índice 

fagocítico y el índice microbicida del extracto. Los investigadores determinaron 

que el mayor índice fagocítico fue de 80,2 % con 1000 µg/mL del extracto. Las 

diferencias entre los distintos tratamientos fueron estadísticamente significativas 

(p < 0,0001), llegando a la conclusión que hubo incremento significativo en la 

inmunoestimulación de la fagocitosis en neutrófilos humanos con la mayor 

concentración del extracto (17). 

Lemus (2007), evaluó la actividad inmunomoduladora de los extractos de seis 

plantas nativas de Guatemala, Cissampelos tropaeolifolia, Justicia pectoralis, 

Lippia chiapasensis, Pimenta dioica, Piper auritum y Ternstroemia tepezapote. 

Para realizar la evaluación sobre la vía clásica del complemento utilizó el ensayo 

hemolítico con eritrocitos de carnero sensibilizados con anticuerpos anti-

eritrocitos de carnero, los mismos que se incubaron a 37 °C con los extractos, 

iniciando con 500 µg/mL y 5 diluciones sucesivas al 50 %. La hemólisis se 

determinó mediante medición de densidad óptica de las muestras en un lector de 

ELISA. Según los resultados la investigación demostró que los extractos de hojas 

de T. tepezapote y L. chiapasensis tienen actividad inhibitoria de la vía clásica 

del sistema del complemento, donde a mayor concentración hubo mayor 

porcentaje de inhibición (18).  
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Vargas (2022), evaluó el efecto antiinflamatorio y cicatrizante del extracto 

etanólico de rizomas de Niphidium crassifolium (L.) Lellinger ‘‘calaguala’’ 

recolectados a 3 052 m s.n.m. en Huaraz, departamento de Ancash. El extracto 

obtenido en forma de polvo se mezcló con una crema base hasta obtener las 

concentraciones de 5 %, 10 % y 20 %. Se irritó la piel de las orejas de 50 ratones 

de 3 meses de edad con 10 µL de xilol antes del tratamiento con la mezcla que 

contenía el extracto. Se determinó el porcentaje de inhibición de la inflamación 

a través de una fórmula utilizando el porcentaje de inflamación del grupo control 

y del grupo problema. La actividad cicatrizante incrementó proporcionalmente a 

la concentración del extracto de Niphidium crassifolium (L.) Lellinger 

(“calaguala”). Además, se determinó la composición fitoquímica del extracto 

mediante cromatografía de capa fina, el cual demostró la presencia de 

flavonoides, taninos y quinonas; sin embargo, no se encontraron glicósidos, 

aminoácidos libres, carbonilos, saponinas ni alcaloides. El estudio concluye que 

el extracto etanólico de rizomas de calaguala presenta actividad cicatrizante, y 

que su efecto antiinflamatorio es independiente de la concentración (8). 

Condori (2013), realizó un estudio experimental en ratas “Holtzman” con el 

objetivo de evaluar el efecto antiinflamatorio del extracto seco de rizomas y en 

gel al 20 % de Polypodium crassifolium L. (calaguala), sobre el edema plantar de 

estos animales. Los resultados de la cromatografía indicaron presencia de 

flavonoides, saponinas, taninos y quinonas en el extracto etanólico. Luego del 

análisis estadístico concluye que el gel con extracto seco de P. crassifolium al 20 

% tiene mayor efecto antiinflamatorio que el extracto puro (19). 
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2.2. Bases teóricas. 

Las plantas constituyen el mejor reservorio de moléculas bioactivas utilizadas 

para tratar diversas enfermedades en la medicina tradicional (20). La comunidad 

científica busca nuevos fármacos de origen natural debido a que estos tienen 

características multivalentes, son de fácil acceso y ocasionan menores efectos 

secundarios (21,22). La resistencia a los antimicrobianos es una importante 

emergencia mundial que causa alrededor de 700 000 muertes cada año y se prevé 

que para el 2050 esta cifra ascenderá a 10 millones, del mismo modo, distintas 

formas de cáncer y otras enfermedades podrían incrementar estas cifras. Frente a 

esta problemática, fortalecer el sistema inmunológico es un punto clave para 

contrarrestar las posibles cifras (22,23). Así, la comunidad científica de la 

medicina moderna se ha vinculado con la medicina tradicional para buscar y 

elaborar nuevos fármacos con alto potencial terapéutico, la inmunoterapia con el 

uso de fitoquímicos de origen vegetal en la actualidad se encuentra ganando 

terreno para contrarrestar los efectos de una amplia gama de enfermedades (22).  

Asimismo, con la finalidad de encontrar nuevas plantas con propiedades de alto 

potencial farmacéutico se ha estudiado la propiedad inmunomoduladora de 

Niphidium crassifolium (L.) Lellinger., helecho rizomatoso utilizado en la 

medicina tradicional cajamarquina. 

2.2.1. Niphidium crassifolium (L.) Lellinger 

2.2.1.1. Clasificación sistemática 

De acuerdo a la clasificación del Herbario de Plantas Ornamentales 

Carlos Contreras Pagés (HEFA), esta planta epífita perteneciente 

al reino Plantae, división Tracheophyta, clase Polypodiopsida, 
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orden Polypodiales, familia Polypodiaceae, género Niphidium y 

especie Niphidium crassifolium (L.) Lellinger (24).  

2.2.1.2. Sinónimos 

Sinónimos homotípicos (25) 

− Campyloneurum crassifolium (L.) Christenh.  

− Polypodium crassifolium L. 

Sinónimos heterotípicos (25) 

− Dipteris crassifolia J.Sm.  

− Phymatodes acrosora (Kunze) C.Presl 

− Phymatodes crassifolia C.Presl  

− Phymatodes porrecta C.Presl 

− Anaxetum crassifolium Schott  

− Drynaria crassifolia J.Sm.  

− Pessopteris crassifolia Underw. & Maxon  

− Pessopteris crassifolia var. angusta farw.  

− Pleopeltis crassifolia T. Moore  

− Pleuridium angustum Fée  

− Pleuridium crassifolium Fée  

− Polypodium acrosorum Kunze  

− Polipodio brasiliense f. giganteum Domin 

− Polypodium coriaceum Raddi 

− Polypodium giganteum Desv.  

− Polypodium porrectum Willd.  

− Serpocaulon giganteum (Desv.) ARSm. 
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2.2.1.3. Nombre común 

En la actualidad esta planta también es conocida por sus diferentes 

nombres comunes: calaguala, calawala, calahuala, lengua de 

ciervo, hierba del lagarto, polipodio, entre otros. Sin embargo, 

estos nombres también son empleados para una amplia variedad de 

helechos, aun cuando no pertenecen a la misma familia 

Polypodiaceae (7). 

2.2.1.4. Descripción botánica 

Niphidium crassifolium (L.) Lellinger es considerada una planta 

herbácea rizomatosa perenne, sus frondas miden desde 80 cm hasta 

1 m de alto. Tiene un pecíolo corto, achatado, glabro, pajizo; sus 

hojas tienen lamina simple, coriácea, lanceolada, elíptica 

lanceolada u oblanceolada; su venación es penninervada entre las 

que se encuentran soros marrones circulares y   alineados formando 

una sola serie entre dos nervaduras laterales (7). 

 
Figura 1. Niphidium crassifolium (L.) Lellinger. 
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2.2.1.5. Distribución geográfica 

Perú posee 38 climas de los cuales 15 se encuentran en el 

departamento de Cajamarca, en la región norandina del Perú (26), 

por lo que se han desarrollado zonas propicias para el crecimiento 

de diversas plantas medicinales que ofrecen grandes posibilidades 

de aprovechamiento sostenible, entre ellas se encuentra N. 

crassifolium (L.) Lellinger, helecho epífito con rizoma rastrero que 

crece en zonas semi soleadas y en suelos húmedos, sobre árboles y 

rocas, en el interior de los bosques serranos de la región quechua y 

específicamente en la ladera media de Cajamarca entre 2500 a 3000 

m.s.n.m. (7).  

En Cajamarca N. crassifolium (L.) Lellinger crece en Chetilla, 

Luchopucro Bajo, Otuzco, Agomarca, entre otros; con temperatura 

promedio de 17 °C y bajo precipitación de 700 mm anual. Se asume 

que estas son las condiciones físicas adecuadas para su crecimiento 

de N. crassifolium (L.) Lellinger en Cajamarca; donde su máximo 

desarrollo se observa en época de lluvia; sin embargo, en época de 

sequía, su crecimiento se da en menor proporción y con formación 

de clorosis. Estas plantas absorben nutrientes de otros vegetales y 

resisten más a las sequías de ser plantas epífitas (7). 

Este vegetal es relevante por sus usos terapéuticos tradicionales. 

Los pobladores cajamarquinos utilizan especies de plantas 

curativas desde tiempos inmemorables, pasando este conocimiento 

tradicional (modo de uso, propiedades, morfología y técnicas de 
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manejo) de generación en generación dándoles un importante valor 

cultural y social. En la región Cajamarca, N. crassifolium se utiliza 

tradicionalmente como compresas y decoctos de rizomas para 

tratar gastritis, estreñimiento, hipertensión, inflamación renal, 

inflamación hepática, heridas y hematomas (7).  

Existen pocos estudios científicos en cuanto al efecto 

inmunomodulador de N. crassifolium (L.) Lellinger, pero se han 

realizado experimentos celulares in vitro e in vivo con Polypodium 

leuctomos, helecho perteneciente a la misma familia Polipodiaceae, 

que ha mostrado efectos antioxidantes, antiinflamatorios e 

inmunomoduladores. Los principios activos de este vegetal, 

reducen la cantidad de células dañadas por el sol, eliminan 

radicales y protegen el ADN (27).  

Estudios demuestran que el extracto de P. leucotomos, ayuda a 

prevenir el envejecimiento cutáneo y disminuye el riesgo de 

padecer cáncer ligado a las radiaciones ultravioletas, cura la 

dermatitis atópica y la erupción polimórfica leve; además, inhibe 

la acción de las citocinas y el decocto del rizoma produce efecto 

diurético moderado en ratas. Por experimentos in vitro, se 

determinó el efecto inmunosupresor del extracto de Polypodium 

decumanum; y se ha señalado la probabilidad de que la adenosina 

sea el componente bioactivo. Así mismo, en un estudio realizado 

en Perú, se encontró que el extracto seco de rizomas de P. 

crassifolium a una concentración de 20 % inhibe de manera 

significativa la inflamación plantar en ratones (19,28,29).  
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La fracción hidrofílica del extracto de frondas silvestres de 

Polypodium leuctomos conformado por azúcares como glucosa y 

fructosa, compuestos fenólicos antioxidantes, ácido químico y 

málico ha demostrado una actividad inmunosupresora en la 

proliferación de linfocitos T de ratones cultivados in vitro con el 

mitógeno concavalina A (Con A), la misma que se correspondió 

con la inhibición de la producción in vitro de interleucina 2 (IL-2) 

en dichos linfocitos (30).  

El extracto a base de Polypodium leucotomos que contiene una 

saponina denominada calagualina quien inhibe la secreción de IL-

2 en linfocitos T; induce la producción de IL-1 alfa, IL-1 beta, 

factor de necrosis tumoral alfa y citocinas independientemente de 

la presencia de concavalina A. Se ha evidenciado que la calagualina 

ejerce un efecto inmunomodulador sobre las fracciones de 

leucocitos humanos (31).  

Algunas especies de calaguala, específicamente Niphidium 

albopuctatissimum Lellinger, Polypodium triseriale, Polypodium 

picnocarpum y P. leucotomos tienen diversos componentes 

fitoquímicos que funcionan como principios activos; en sus 

rizomas y frondas se encuentran  azúcares reductores, aceites 

esenciales, nitrato de potasio, glicorrizina (ácido glicoretínico), 

mucílago, almidón, polipodina, aceites grasos, saponinas,  taninos, 

esteroides, resinas, ácido caféico, ferúlico, clorogénico, 

antocianinas, polifenoles, alcaloides, naftoquinonas, glicósidos, 

flavonoides como: rutina, hyperósido, quercitrina y ácido 
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clorogénico; adenosina como uno de los principios activos 

inmunoduladores y calagualina con actividad antitumoral (32–34). 

Los terpenoides, los compuestos fenólicos y los alcaloides son 

compuestos de bajo peso molecular y principalmente 

inmunomoduladores. Los fitoquímicos activan genes no 

codificantes para activar otros que sí se expresan, activan o 

suprimen diferentes miRNAs para contrarrestar el efecto de algún 

miRNA oncogénico activado o para restaurar el nivel de expresión 

normal en el caso o los miRNAs con función supresora de tumores 

(35). El potencial de los constituyentes fitoquímicos como 

moduladores de distintos eventos epigenéticos en la salud humana 

se ha hecho evidente. Los fitoquímicos y otros compuestos 

bioactivos restauran patrones de metilación del ADN del promotor 

global y específico del gen reactivando las metiltransferasas del 

ADN o proporcionando la provisión de grupos metilo. Varios 

productos naturales, como epigalocatequina-3-galato, curcumina, 

sulforafano, han mostrado actividad inhibitoria de la ADN 

metiltransferasa, pero esta propiedad necesita investigaciones más 

profundas. En algunos casos estos fitoconstituyentes inducen una 

reducción de citoquinas proinflamatorias y una mayor 

concentración de citoquinas antiinflamatorias con efecto protector 

y modulador sobre la respuesta inmune (36–38). 
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2.2.2. Sistema inmune 

El sistema inmunitario es una red integrada de células, moléculas, órganos 

y vías muy interconectadas, que protegen de manera conjunta el organismo 

humano contra los agentes patógenos, originando así la respuesta 

defensiva ante la presencia de diversos agentes, desde los más pequeños 

como los virus intracelulares hasta los más grandes como los parásitos.  La 

respuesta inmune se divide en inmunidad innata y adaptativa, la primera 

es la más antigua filogenéticamente y genera una respuesta más rápida; sin 

embargo, no es específica ni adquiere memoria, siendo esto característico 

de la inmunidad adaptativa (39,40).  

La respuesta adaptativa tiene cuatro etapas bien definidas, la primera 

comprende el reconocimiento del antígeno por los linfocitos a través de 

sus receptores específicos, y empieza la segunda etapa que incluye la 

proliferación linfocítica donde los linfocitos sensibilizados van hasta el 

ganglio linfático más cercano para estimular a los linfocitos latentes, 

aumentando la proliferación y su posterior diferenciación a células 

plasmáticas productoras de anticuerpos (40).  

En la tercera etapa se da la respuesta en sí, los linfocitos se valen de 

mecanismos humorales y celulares para actuar, mediante la producción de 

anticuerpos específicos contra el antígeno presente y la destrucción del 

patógeno o la inactivación del mismo mediante células estimuladas por 

linfocitos. Finalmente, el acoplamiento de anticuerpos y linfocitos para la 

destrucción del patógeno o la neutralización de la toxina es conocida como 

la cuarta etapa (40).  
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Algunos fitoquímicos como alcaloides, compuestos fenólicos, 

carotenoides, compuestos nitrogenados y órganosulfurados desencadenan 

respuesta inmune de manera positiva e intervienen en procesos 

inflamatorios (41). 

2.2.3. Células del sistema inmune 

El sistema inmune está conformado por dos tipos de respuestas, innata y 

adaptativa; donde los principales efectores son las células que lo 

conforman. Estas células provienen de células madres adultas (SHC) de la 

médula ósea, de ahí migran a otros órganos donde se diferencian y se 

activan para cumplir con una función específica en el cuerpo humano (42). 

Las células madre tienen dos capacidades, la autorrenovación y la 

diferenciación en diversos tipos de células. Las primeras dan lugar a los 

progenitores mieloide – eritroide que va dar origen a los eritrocitos, 

granulocitos, eosinófilos, basófilos; y los progenitores linfoides que va dar 

origen a linfocitos T y B, además de las células natural killer (NK). Las 

células mieloides y las NK forman parte de la inmunidad innata y las 

células linfoides de la inmunidad adaptativa que generan respuesta 

inmunitaria específica y adquieren memoria. Las células de origen 

mieloide son las primeras en responder ante un agente extraño y son las 

que comunican a las células de origen linfoide, de esta manera trabajan en 

conjunto (42,43). 

2.2.4. Granulocitos 

Estas células tienen núcleo multilobulado y en su citoplasma contiene 

gránulos de proteínas que en una coloración les distinguen del resto de 
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células. Son leucocitos clasificados en neutrófilos, basófilos, mastocitos y 

eosinófilos debido a las diferencias muy peculiares que tienen cada uno 

(42).  

Los Neutrófilos son células que constituyen del 50 al 70 % de los 

leucocitos en la sangre, son los componentes celulares más abundantes del 

sistema inmune innato, llamados también leucocitos polimorfonucleares 

(PMN). Luego de diferenciarse en la médula ósea migran al torrente 

sanguíneo en donde circulan por algunas horas, luego son trasladadas a los 

tejidos, una vez ahí también tienen la función de fagocitosis (42). Con 10 

a 20 µm de diámetro y un núcleo que forma 2 a 5 lóbulos interconectados, 

estas células maduras tienen el promedio de vida más corta en 

comparación con el resto de leucocitos, 8 – 20 h en circulación. El 

incremento de estas células en sangre se conoce como leucocitosis e indica 

la presencia de una infección en términos médicos; son células altamente 

inflamatorias, ya que son las primeras en reclutarse en los sitios de 

infecciones, formando así la primera línea de defensa ante la presencia de 

agentes extraños en el organismo (42–44).  

Estas células además de su función fagocítica también eliminan patógenos 

mediante la liberación de estructuras extracelulares denominadas trampas 

extracelulares de neutrófilos (NET), estas estructuras están conformadas 

por ADN y proteínas con función antimicrobiana (44). Son células que 

contienen gránulos primarios y secundarios en su citoplasma con función 

destructiva de patógenos, estos gránulos son lisosomas con hidrolasas 

ácidas, mieloperoxidasa, muramidasa, lactoferrina, lisozima, colagenasa, 

fosfatasa alcalina. También contienen proteínas tipo defensinas, 
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seprocidinas, catelicidinas y proteína inductora de la permeabilidad 

bacteriana (BPI) (45). 

 

Tabla 1. Concentración y frecuencia de células en la sangre del ser 

humano (46).  

 

  

 

 

 

 

 

 

2.2.5. Linfocitos 

Los linfocitos T, denominados así debido a su maduración en el Timo, 

tienen una molécula en su membrana llamada receptor de linfocito T; este 

receptor solo reconoce antígenos que vayan unidos a moléculas del tipo I 

y/o II del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), que se encargan 

del proceso de presentación de antígenos. Cuando se realiza el 

reconocimiento de antígenos ligado a MHC, los linfocitos T proliferan y 

se diferencian en efectores y de memoria (42,47). 

Hay dos subpoblaciones bastante definidas, células T colaboradores (TH) 

y células T citotóxicos (TC), y una sub población nueva de células T 

reguladoras (TReg) (47). Las glucoproteínas de membrana CD4 y CD8 

ayudan a diferenciar las células T colaboradores de las citotóxicas, 

respectivamente, en la sangre periférica humana normal la proporción es 

de 2:1. Cuando las células TH se activan, mediante la interacción con 

complejos antígeno – MCH adecuado, se convierten en células efectoras 

Tipo de célula  Célula/mm3 Leucocitos totales % 

Eritrocitos  5,0 x 106  

Plaqueta  2,5 x 105  

Leucocitos  7,3 x 103  

- Neutrófilos  3,7 – 5,1 x 103 50 -70 

- Linfocitos  1,5 – 3.0 x 103 20 – 40 

- Monocitos  1,0 – 4,4 x 102 1 – 6 

- Eosinófilos  1,0 – 2,2 x 102 1 – 3 

- Basófilos  < 1,3 x 102 < 1 
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que ayudan en la activación de linfocitos B, linfocitos T citotóxicos y 

macrófagos. Por otro lado, la interacción con otros complejos desencadena 

proliferación y diferenciación en células efectoras del tipo linfocitos T 

citotóxicos (CTL), las cuales se encargan de vigilar las células del cuerpo 

humano eliminando aquellas que estén infectadas con cuerpos extraños en 

complejo con MCH del tipo I, como en el caso de infecciones virales, 

células de injerto de un tejido ajeno y células tumorales.  Por otro lado, las 

TReg se distinguen por tener en su membrana CD4 y CD25, pero a 

diferencia de los TH, estas suprimen las inmunorreaciones. Tanto TH, TC 

y Treg de manera alternativa se diferencian en células de memoria (42,48). 

2.2.6. Linfocitos y su proliferación in vitro 

Lo linfocitos se originan y maduran en la médula para luego ubicarse en 

los ganglios linfáticos donde se activan en presencia de un antígeno, y 

proliferan al interactuar con el complejo MCH in vivo; sin embargo, este 

tipo de células también tienen la capacidad de proliferar in vitro al 

interactuar con un mitógeno, entre los más reconocidos están la 

fitohemaglutinina (PHA) y la concavalina (Con A), lectinas que se 

encuentran en algunas plantas. Todo bajo el principio donde el 

metabolismo y la morfología de las células T cambian luego de ser 

estimuladas por antígenos o mitógenos in vitro, lo cual desencadena 

aumento de la síntesis de proteínas y ácidos nucleicos, una serie de 

reacciones de proliferación y transformación a linfoblastos (49). 

La mayoría de los linfocitos T circulantes en la sangre están en estado G0. 

Para iniciar la activación de estas células, el receptor de células T (TCR) 
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presente en la superficie de los linfocitos reconoce e interactúa con el 

complejo principal de histocompatibilidad (MHC) cargado de péptidos en 

las células presentadoras de antígenos (APC) (49). 

Las lectinas tienen la capacidad de activar linfocitos a través de la unión 

con las TCR de manera independiente de un antígeno, estos mitógenos 

inducen una cascada de señalización que activa moléculas específicas 

como p38 MAPK o conduce a activar una familia de factores de 

transcripción, como la vía de los transductores de señal y activadores de la 

transcripción (STAT). Así la unión de la lectina fitohemaglutinina (PHA) 

con el TCR del linfocito en la superficie celular es similar a la unión con 

sus ligandos de superficie APC (49). Luego, mediante autofosforilación de 

los dominios y la posterior fosforilación de fosfoproteínas de tirosina, 

diversas reacciones terminan en la formación del complejo p36/p38-

GRB2-SOS activando RAS, posteriormente se siguen activando varias 

reacciones de fosforilación en cascada realizadas en la vía MAPK, esta vía 

llega al núcleo donde activa al factor nuclear de células T activadas 

(NFAT), activando la transcripción de los genes de IL-2 e IL-2R. Luego 

de la unión de IL-2 a IL-2R, se fosforila la molécula Shc y se asocia con 

la molécula adaptadora GRB2, se une a SOS y conduce a la activación de 

la familia de genes RAS.  Con la activación de RAS se producen una serie 

de eventos, aún no bien comprendidos, que permiten el crecimiento y 

proliferación celular de linfocitos T (49). 

Los linfocitos tienen la capacidad de unirse a eritrocitos de carnero in vitro 

para formar agrupaciones llamadas rosetas E, esto debido a que los 

linfocitos T poseen un receptor de membrana CD2 quien es la mediadora 
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de la unión mediante la interacción con una glicoproteína LFA-3 

(leukocyte function antigen) o CD58 que están presentes en algunas 

células, y los eritrocitos de carnero presentan un análogo de esta 

glicoproteína en su superficie (50). 

2.2.7. Leucocitos Polimorfonucleares 

Los neutrófilos, los eosinófilos y los basófilos forman parte de los 

leucocitos polimorfonucleares. Un leucocito polimorfonuclear (PMN) es 

un tipo de glóbulo blanco también llamado granulocito (40,51). Son los 

leucocitos que abundan más en la sangre periférica de individuos adultos, 

con un rango normal estándar de 2,0 - 7,0 x 109 células/mL. Tienen la 

capacidad de fagocitar y destruir una amplia gama de gérmenes patógenos. 

Gran parte de la maquinaria molecular necesaria para cada una de las 

respuestas se almacena en sus gránulos citoplasmáticos o bien en la 

membrana plasmática (8). 

2.2.8. Macrófagos 

Los macrófagos son   células con diámetro entre 25 a 50μm, con un núcleo 

grande y central, derivan de los monocitos, son ricos en lisosomas y están 

destinados a la fagocitosis, siendo esta su principal función. Secretan 

moléculas que desarrollan la respuesta inmunitaria específica, controlan la 

inflamación, eliminan el tejido muerto y asisten en el proceso de 

restauración. Los macrófagos inmaduros son llamados monocitos y los que 

han pasado por el proceso de maduración, en el tejido conectivo se llaman 

histiocitos; en el tejido hepáticos se conocen como células de Kupffer, en 
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el cerebro se conocen como células de la microglía y en los pulmones son 

los macrófagos alveolares (52). 

2.2.9. Fagocitosis 

La fagocitosis es un proceso inmunológico que se da tras la aparición de 

un agente extraño en los tejidos, es ahí donde las membranas de las células 

fagocíticas son dirigidas por los filamentos del citoesqueleto para formar 

seudópodos mediante los cuales van engullendo los agentes extraños, y a 

través de la liberación de los componentes de sus lisosomas van 

destruyendo al agente extraño en el interior de cada célula. Estas células 

son principalmente macrófagos, neutrófilos, monocitos y células 

dendríticas (53).  

Las células fagocíticas tienen en su superficie receptores como son los 

patrones moleculares asociados a agentes patógenos (PAMP) los cuales 

reconocen moléculas de las superficies de los agentes microbianos, como 

moléculas conservadas de la pared celular de hongos y bacterias (mananos, 

β glucanos, lipopolisacáridos, proteínas de superficie y peptidoglicanos), 

sean o no patógenos (42).  

Los receptores en los seres humanos que desencadenan respuesta 

inmunitaria son:  

a) Receptores de reconocimiento de patrones 

Receptores de lectina tipo C (clr): Receptor de manosa, Dectina 1, 

CD91/calreticulina. 

Receptores recolectores: SR-A, SR-B. 
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b) Receptores de opsonina 

Receptor de dominio de colágeno: CD91/calreticulin. 

Receptores de complemento: CR1, CR3, CR4, CRIg, C1qRp. 

Receptores Fc de inmunoglobulina: FcαR, FcγRs. 

La activación de la fagocitosis también puede ocurrir de manera indirecta 

a través de unión a proteínas solubles llamadas opsoninas por parte de los 

fagocitos.  Estas opsoninas también se unen a componentes repetitivos 

conservados de la superficie de bacterias, hongos y virus; por lo cual 

también son llamadas proteínas de reconocimiento de patrones solubles 

(42).  

Cuando estas proteínas se unen a la superficie de los microorganismos los 

fagocitos las reconocen mediante el receptor de superficie, de esta manera 

desencadenan la fagocitosis (42).  

Los PMN tienen la capacidad de reconocer receptores de lipopolisacáridos 

(LPS), peptidoglicanos, ácido lipoteicoico, lipoproteínas, DNA extraño, 

glicolípidos y fragmentos de pared celular. Los receptores a los cuales 

están asociados estos componentes se denominan receptores de 

reconocimiento de patrones (PRR), de los que forman parte los receptores 

tipo Toll (TLR) (45).  

En los neutrófilos se expresan tres de estos receptores; TLR-1 y TLR-2 

que reconocen peptidoglicanos de bacterias Gram positivas, y TLR-4 que 

reconoce lipopolisacáridos de bacterias Gram negativas. Cuando los 

neutrófilos reconocen a agentes extraños estas células desencadenan 
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diversos procesos químicos que logran la internalización de estos agentes 

extraños mediante el proceso llamado fagocitosis, una vez dentro 

destruyen a estos agentes a través de los componentes químicos dentro de 

los neutrófilos mediante sustancias reactivas de oxígeno (ROS), proteasas 

y proteínas antimicrobianas de los gránulos que se encuentran en el 

citoplasma. El proceso de destrucción no tiene una duración muy 

prolongada ya que los gránulos no son sintetizados de novo durante la 

infección, sino que; el neutrófilo se encarga de sintetizarlo durante su 

diferenciación y lo almacena hasta el momento de destruir a un agente 

extraño en el proceso de la fagocitosis. A la vez estos neutrófilos activados 

también tienen la capacidad de reclutar linfocitos, macrófagos y más 

neutrófilos mediante la síntesis y liberación de quimiocinas y citoquinas 

(45).   

Cuando los neutrófilos logran eliminar a los patógenos, estos leucocitos 

mueren mediante apoptosis espontánea o constitutiva, gracias a este 

proceso se elimina el riesgo de diseminación de productos tóxicos 

generado a partir de la fagocitosis. Una vez realizada la apoptosis, estas 

células pueden ser reconocidas y eliminados por los macrófagos en el bazo 

y en la médula ósea, por las células Kupffer en el hígado (42). 

Los metabolitos de plantas también tienen la capacidad de suprimir o 

potenciar la fagocitosis, así, extractos de Tinospora crispa (L.) y 

Heliotropium sarmentosum (Lam.), han mostrado la capacidad de modular 

la sobreexpresión de receptores de superficie celular MAC-1 y la vía de 

señalización AKT, lo cual conduce a una mayor actividad fagocítica de los 
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neutrófilos, en el estudio también identificaron al ácido cafeico como un 

metabolito del extracto acuoso que interviene en la fagocitosis (54).  

Hay diversos extractos que han demostrado capacidad para incrementar o 

inhibir la fagocitosis, así, extractos de Aloe vera (L) moech demostraron 

un incremento de la fagocitosis mediante reducción de la disponibilidad 

del Ca+ intracelular, el extracto de Echinacea purpurea (L) moech 

mediante la estimulación de receptores C3b y fcγ, Ipomoea batata (L) lam 

mediante la estimulación de la fusión del fagolisosoma, Ocimum 

tenuiflorum L y Tinospora cordifolia (wild.) mediante estimulación de la 

actividad de las enzimas lisosomales y Echium amoenum fisch., Grewia 

asiatica L, Saccharum officinarum L. mediante el incremento de especies 

reactivas del oxígeno (55). 

2.2.10. Sistema del complemento 

El sistema del complemento es un componente fundamental tanto para la 

inmunidad innata como para la inmunidad adaptativa, se conforma por una 

cascada de más de 30 proteínas séricas que actúan buscando eliminar 

patógenos de la sangre y los tejidos. Estas proteínas se activan de manera 

secuencial unas con otras a través de tres vías de activación: vía de las 

lecitinas, vía clásica y vía alternativa (56). Entre sus funciones están la 

opsonización de antígenos, neutralización de virus, solubilización de 

inmunocomplejos, lisis de bacterias y virus. La intervención en los 

procesos inflamatorios, facilita la quimiotaxis y la vasodilatación (40). 

La mayoría de componentes del complemento son sintetizados por los 

hepatocitos en el hígado y constituyen el 15 % de las proteínas globulinas 
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del plasma, estas glucoproteínas se encuentran distribuidas entre el plasma 

y la membrada de diversas células. Una pequeña proporción es producida 

por los macrófagos tisulares, monocitos, células epiteliales del tracto 

intestinal y fibroblastos (42). 

Para la activación del complemento se reconocen tres vías, la vía clásica, 

la que fue descubierta primero y es dependiente de inmunocomplejos de 

antígeno – anticuerpo; la vía alterna, dependiente de sustancias localizadas 

en la superficie de microorganismos y por último la vía de las lectinas que 

se une a manosa (56). 

La vía clásica forma parte de la respuesta inmune adaptativa, esta vía tiene 

tres componentes, complejos antígeno-anticuerpo, el componente de 

reconocimiento C1 y Enzimas del complemento (42). 

 Para la activación de la vía clásica es necesario la presencia de los 

inmunocomplejos que son formados por antígenos solubles o particulados 

y anticuerpos de las clases IgM e IgG (excepto IgG4), estos anticuerpos 

también se unen con determinantes antigénicos o epítopos que se 

encuentran en la superficie de las membranas celulares de patógenos (42). 

Los componentes del complemento C1, C2, C3 y C4 que están 

involucrados en la fase inicial, se encuentran presentes en el plasma como 

zimógenos. La formación del inmunocomplejo conlleva a un cambio 

conformacional en la porción FC del anticuerpo, exponiendo así un sitio 

de unión para C1, en el suero esto es un complejo macromolecular con una 

molécula de C1q y dos moléculas de las serinas proteasas C1r y C1s 
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mantenidas juntas en un complejo estabilizado por Ca2+ (C1qr2s2) 

(42,57).  

Un antígeno multivalente unido al anticuerpo IgM metamérico adopta una 

configuración en “grapa”, por lo cual quedan expuestos sitios de unión 

para C1q. de esta manera la molécula de Ig M forma un complejo antígeno 

anticuerpo y se une a C1q (57).   

Una de las moléculas de Cr1 se convierte en una enzima serina proteasa 

activa inducida por la unión de la C1q a los dominios CH2 de las regiones 

FC del anticuerpo que conforma un complejo. Posteriormente C1r divide 

y activa a su molécula par C1r, estas dos moléculas luego dividen y activan 

a las dos moléculas C1s, C1s tiene como sustratos a C4 y C2.  La primera 

es activada tras la hidrólisis de C1s a un fragmento pequeño C4a. Por otro 

lado, el fragmento C4b, dentro de la población C1, se fija de manera 

covalente a la superficie de la membrana blanco, y después se une a C2 

(42,57).   

Cuando C2 se une a C4b se hace muy susceptible a la división por la 

enzima C1s cercana, el fragmento pequeño C2b se difunde dejando un 

complejo C4b2a activo enzimáticamente. Así, en este complejo, C2a es el 

fragmento que tiene actividad enzimática solo en unión a C4b; este 

complejo C4b2a recibe el nombre de C3 convertasa, esta enzima C3 

convertasa unida a membrana luego hidroliza generando dos fragmentos 

C3a la anafilatoxina y el fragmento fundamental C3b (42).  

Las moléculas de C3b se unen a la enzima C4b2a a la membrana para 

formar el complejo de C5 convertasa unido a membrana, trimolecular, 
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C4b2a3b. El componente C3b de este complejo se une a C5, luego este 

complejo divide a C5 hacia los dos fragmentos que son C5b y C5a. Por 

consiguiente, C4b2a3b se convierte en la C5 convertasa de la vía clásica. 

Luego C5b forma el MAC con C6, C7, C8 y C9 (42,58).  

C5 inicia la generación del MAC, las reacciones del complemento tienen 

lugar sobre la superficie de los microorganismos o sobre los 

inmunocomplejos. Cuando C5b se une a C6 y C7, el complejo resultante 

hace un cambio en su estructura de tal manera que expone regiones 

hidrofóbicas sobre la superficie del componente C7 con capacidad de 

insertarse en el interior de la membrana de los microorganismos. C8β y 

C8αγ son cadenas peptídicas de C8. C8β que se une al complejo C5b67 

induciendo un cambio conformacional en el dímero de C8, de modo que 

el dominio hidrofóbico de C8αγ puede insertarse en el interior de la 

membrana de fosfolípido (42,58).  

El complejo C5b678 puede formar un poro pequeño de 10 Å de diámetro, 

y la formación de este llevar a lisis de eritrocitos; sin embargo, no sucede 

lo mismo con células nucleadas (42).  

La unión y la polimerización de C9 al complejo C5b678 (10 a 19 

moléculas) conforma el paso final en la formación del MAC. El MAC 

completado, que tiene una forma tubular y un diámetro de poro funcional 

de 70 a 100 Å, consta de un complejo C5b678 rodeado por un complejo 

de poli-C9; con esto, la pérdida de la integridad de la membrana plasmática 

lleva de modo irreversible a muerte celular (42,58).  
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Los metabolitos de algunas especies vegetales tienen capacidad de 

modular la actividad del sistema del complemento en sus vías clásica y 

alterna. Los extractos etanólicos de la hoja de Ternstroemia tepezapote y 

Lippia chiapasensis presentan actividad inhibitoria de la vía clásica del 

sistema de complemento. La actividad inhibitoria del complemento puede 

deberse a efectos de interferencia con C1, C2, C3, C4 e IgG; también a la 

presencia de agentes quelantes de los cationes divalentes Ca+2 y Mg+2. 

Además, es importante eliminar la presencia bacteriana en las soluciones 

de trabajo, ya que los lipopolisacáridos de membrana de bacterias pueden 

generar la activación del sistema del complemento (18,59).  

También los aceites esenciales ricos en fenoles de tomillo rojo, orégano 

español y estragón demostraron actividad inhibitoria de la vía clásica del 

complemento, siendo el carvacrol un componente del orégano español el 

que presentó mayor actividad inhibitoria (59). 

2.2.11. Inmunomodulación 

La inmunomodulación es un enfoque terapéutico y una rama desafiante de 

la medicina donde se interviene en los procesos de autorregulación y 

homeostasia del sistema inmune. Concretamente, este término se refiere a 

la acción que ejercen los medicamentos químicos, moléculas vegetales o 

antígenos microbianos sobre mecanismos tanto de la inmunidad innata 

como adquirida, lo que puede conllevar directa o indirectamente a otros 

efectos como la actividad antimicrobiana. Los compuestos que ejercen esta 

acción se denominan inmunomoduladores (60,61). 
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 Los Inmunomoduladores de acción específica ejercen su acción sobre 

células del sistema inmune en presencia de un antígeno o inmunógeno, por 

lo que hay una acción específica de estas células para producir una 

respuesta.  En cambio, los inmunomoduladores de acción inespecífica son 

agentes que estimulan o suprimen la respuesta inmune sin que la actividad 

de las células estimuladas vaya dirigida hacia un antígeno determinado 

(61).  

Estos actúan de distintas maneras, los de tipo I actúan sobre el sistema 

inmune normal, los de tipo II actúan sobre el sistema inmune 

inmunodeprimido y los de tipo III actúan sobre ambos. En algunos casos, 

los compuestos ejercen su actividad inmunomoduladora de manera 

simultánea con otros efectos, por ejemplo, la acción antitumoral directa y 

la actividad proliferativa sobre células mononucleares de sangre periférica 

humana, generado por un aumento en la producción de IL-2 por 

Andrographis paniculada (62).  

Los inmunomoduladores producen un efecto biológico o farmacológico 

sobre los mecanismos moleculares y celulares que gobiernan el equilibrio 

de la respuesta inmune, de acuerdo a la acción ejercida estos compuestos 

pueden ser inmunopotenciadores o inmunosupresores (63). Los 

inmunopotenciadores cumplen funciones importantes en la 

inmunodeficiencia por infección viral o bacteriana, y especialmente en el 

tratamiento del cáncer, en donde las radiaciones y los medicamentos 

anticancerosos rompen el equilibrio del sistema inmune, y en la 

inmunodeficiencia por VIH. En cambio, la inmunosupresión es la 

inhibición de uno o más componentes del sistema inmunitario adaptativo 
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o innato, que puede producirse como resultado de una enfermedad 

subyacente o de forma intencional con el propósito de prevenir o tratar el 

rechazo del trasplante de órganos o una enfermedad autoinmune (63). 

2.2.12. Los inmunofármacos 

Son biomoléculas que pueden tener un origen sintético y/o también un 

origen biológico; con capacidad de modular, suprimir y estimular la 

inmunidad adaptativa o innata, los mismos que son conocidos también 

como inmunomoduladores, inmunorestauradores, inmunoaumentadores o 

modificadores de la respuesta biológica (63). Si bien, los 

inmunomoduladores sintéticos y los anticuerpos monoclonales son 

utilizados ampliamente en la medicina, estos, tienen limitaciones para su 

uso general; como la generación de náuseas, hiperglucemia, hipertensión, 

hiperuricemia, malestar gastrointestinal e infarto de miocardio (63). Por el 

cual, se necesitan inmunomoduladores que aseguren la inocuidad para el 

organismo. De ahí la importancia de los inmunomoduladores naturales de 

origen vegetal de constituirse como agentes potenciales para sustituir a los 

sintéticos en diferentes regímenes terapéuticos (63). Estos 

inmunomoduladores de origen vegetal son fitoquímicos que incluyen 

aceites esenciales, esteroides, terpenoides, fenólicos, pigmentos, 

flavonoides y alcaloides, etc (63).  

Los inmunoadyuvantes son compuestos de origen químico y biológico que 

potencian, estimulan o incrementan la acción de las vacunas y por ende 

hacen mucho más efectiva la respuesta inmunológica tanto a nivel celular 

y humoral (6,64). Por otro lado, están los inmunoestimulantes que son 
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compuestos químicos y naturales que modulan la respuesta inmune innata 

y adaptativa de manera positiva, y finalmente los inmunosupresores (6,64). 

2.2.13. Plantas que modulan la respuesta inmune 

Los vegetales y sus metabolitos han sido utilizados como medicina por su 

efecto inmunomodulador sobre la función del sistema inmune innato y 

adaptativo, a través de la estimulación de la inmunidad humoral, la 

interferencia con las vías proinflamatorias y la modulación del microbioma 

intestinal (65). 

Aloe vera  

Pertenece a la familia de las Liliaceae, es una planta que se ha utilizado 

ampliamente en productos preventivos, medicinales y cosméticos. Esta 

planta es estudiada debido a sus propiedades inmunomoduladoras, 

antimicrobianas, actividad antiinflamatoria, cicatrizante, anticancerígena, 

antivirales y efectos antioxidantes. Su composición fitoquímica está 

conformada por polisacáridos entre los cuales el más estudiado es el 

acemanano, por su actividad inmunomoduladora mediada por la activación 

del sistema inmune innato. Este polisacárido activa las células dendríticas 

a través de los receptores de manosa, presenta efectos inmunomoduladores 

mediante la interacción con los receptores tipo Toll (TLR) e induce la 

expresión de la interleucina (IL) 6/-8 en fibroblastos gingivales. Los 

extractos de Aloe vera incrementan la efectividad de la vacuna contra el 

virus del papiloma humano en ratones. Los metabolitos obtenidos de esta 

planta tuvieron mejor actividad fagocítica, producción de óxido nítrico e 

IL-6 cuando se extrajeron de plantas en época de lluvia (66,67). 
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Echinacea purpurea (L.) Moench 

Planta de la familia Asteraceae que es utilizada en la medicina tradicional, 

la parte floral y raíz para curar dolores de garganta, cicatrización de heridas 

y patologías respiratorias. Esta planta tiene en su composición química 

ácidos fenólicos, saponinas, alquilamidas, polisacáridos, flavonoides y 

alcaloides, que le dan propiedades inmunoestimulantes para activar las 

células NK, los neutrófilos y macrófagos. Además de potenciar el proceso 

de fagocitosis e incrementar el número de linfocitos T (68,69).  

Panax ginseng C.A. Meyer 

Pertenece a la familia Araliaceae, planta medicinal universal de la que se 

utiliza la raíz. Su composición química principal está dada por los 

ginsenósidos, estas saponinas son las responsables de las propiedades de 

esta planta. Una de sus propiedades es la capacidad inmunoestimulante al 

aumentar el número de células NK, linfocitos T e intensificar la 

fagocitosis, y la producción de citocinas. Su actividad inmunomoduladora 

está ligada a su actividad anticancerígena (14).  

Existen diversos métodos in vitro e in vivo para comprobar la actividad 

inmunomoduladora de los vegetales, así tenemos los ensayos in vitro para 

la valoración de la actividad del sistema del complemento. Que se 

fundamenta en la hemólisis del eritrocito por el complejo de ataque a la 

membrana (MAC) generado al activarse el sistema del complemento. Los 

eritrocitos actúan como activadores y como células blanco, estos poseen 

antígenos de superficie que van a reaccionar con los anticuerpos 
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específicos del suero y su lisis va dar lugar a la liberación de la 

hemoglobina (70). 

Sin embargo, es necesario realizar varios ensayos in vitro, ya que no hay 

un sistema maestro o una célula única que regule y gobierne las diversas 

vías inmunológicas. Entre los ensayos in vitro disponibles en la actualidad, 

los más importantes son aquellos que permiten determinar el estado 

funcional y la eficiencia del sistema de los fagocitos. Se consideran de 

segunda elección las pruebas que miden la actividad sobre el sistema del 

complemento y sobre la población de linfocitos T (70). 
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CAPÍTULO III 

DISEÑO DE CONTRASTACIÓN DE LA HIPÓTESIS 

3.1.  Nivel de la Investigación 

Descriptivo 

3.2. Tipo y diseño de estudio 

Investigación de tipo básica de diseño experimental con estímulo creciente con 

controles. 

3.3. Material biológico 

El material biológico consistió en frondas y rizomas de Niphidium crassifolium 

(L.) Lellinger (calaguala).  Esta planta crece durante todo el año; en la época de 

verano se presentan con hojas de color amarillento y su crecimiento óptimo se da 

en época de lluvia. Crece en las zonas frías de Cajamarca a 2 500 a 3 000 m s.n.m. 

(7).  

Unidad de estudio 

La unidad de estudio consistió en el extracto hidroalcohólico de Niphidium 

crassifolium (L.) Lellinger (calaguala).   

3.4. Colección del material biológico 

El sitio de colección del material biológico está ubicado en el caserío Agomarca 

San Antonio, localidad Adamayo, en las siguientes coordenadas geográficas, 2 

912 m s.n.m., 7°12’23” latitud sur 78°30’15” longitud oeste en el distrito, 

provincia y departamento de Cajamarca. El terreno en el cual se realizó la colecta 
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es relativamente rocoso con vegetación, es un área donde N. crassifolium crece 

de manera silvestre en el margen de la quebrada. Los puntos de recolección 

fueron determinados en función de la densidad vegetal y de zonas libres de 

contaminación visible. 

Una vez ubicada las plantas fueron elegidas aquellas que presentaron frondas 

limpias con apariencia sana. Con la ayuda de una picota se procedió a descubrir 

los rizomas, las plantas fueron extraídas de la tierra sin separar las frondas de los 

rizomas hasta completar la cantidad de 2 kg de peso entre rizomas más frondas, 

se eliminaron los restos de tierra y se almacenó en papel kraff para transportarlo 

hasta el lugar más cercano donde se lavaron las muestras con agua potable. Las 

frondas muy jóvenes o amarillas fueron separadas; a los rizomas se le quitó la 

cubierta de escamas con ayuda de una escobilla; tanto rizomas como frondas 

fueron envueltos en papel kraff y se transportaron en cadena de frío hasta el 

laboratorio de microbiología de la Universidad Nacional de Cajamarca (UNC). 

3.5. Técnicas e instrumentos de recolección de datos 

3.5.1. Tratamiento de material biológico 

En el laboratorio, las frondas y rizomas por separado, fueron desinfectados 

mediante inmersión en agua potable con hipoclorito de sodio al 1 % por 

10 minutos y se enjuagó por tres veces con agua destilada estéril (71,72)  

3.5.2. Obtención del extracto hidroalcohólico de Niphidium crassifolium (L.) 

Lellinger 

Esta metodología se realizó según lo descrito por Attard y Cuschier, para 

lo cual se pesó 1/2 kg de frondas y 1/2 kg de rizomas por separado en una 
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balanza electrónica digital, previamente lavados y desinfectados como se 

indica en el apartado anterior, se procedió a cortar en trozos pequeños para 

facilitar la deshidratación, posteriormente estas muestras de hojas y 

rizomas se secaron en una estufa con temperatura entre 38 °C a 40 °C hasta 

llegar a un peso constante, para determinar si finalmente las muestras 

llegaron a peso constante se realizaron pesajes cada dos horas, cuando el 

valor del peso de la muestra fue el mismo en los tres últimos pesajes 

indicando deshidratación total, se pulverizó para obtener polvos finos 

haciendo uso de una licuadora (70).  

En una balanza analítica se pesaron 40 g de la muestra de rizomas y 40 g 

de la muestra de frondas, ambas muestras se llevaron a macerar en 250 mL 

de etanol al 96% por separado, durante 7 días con agitación manual de 

manera periódica, lo cual consistió en agitar la muestra dos veces por día, 

por la mañana y tarde durante 10 minutos. Luego los extractos en 

maceración se filtraron con papel filtro Whatman N°1 y se secaron en una 

estufa a 38 °C para obtener extractos sólidos deshidratados que fueron 

almacenados en refrigeración a 4 °C hasta su uso; los mismos que 

posteriormente se solubilizaron en medio RPMI 1640 para preparar 

soluciones en las cinco concentraciones de los tratamientos (19). 

3.5.3. Determinación cualitativa de los principales compuestos bioactivos   

presentes en Niphidium crassifolium (L.) Lellinger  

Esta etapa de evaluación nos permitió determinar cualitativamente los 

principales grupos químicos presentes en N. crassifolium (L) Lellinger, 

para lo cual se utilizó el extracto seco de rizomas y frondas de esta planta. 



 

57 

 

Ensayo de Espuma  

Para este ensayo se diluyeron 500 mg del polvo fino proveniente de ambos 

extractos en 10 mL de agua destilada en un tubo de ensayo por separado. 

Esta solución se agitó manualmente durante 1 min y se dejó reposar por 15 

min. Seguidamente se midió con una regla la altura de espuma, 15 mm 

(+++) indicó un alto contenido de saponinas (73). 

Prueba de Baljet  

Esta prueba se realizó para la detección de lactonas sesquiterpénicas. Se 

colocaron 5 mL de la solución hecha a partir de los extractos tanto de 

rizomas como de frondas en tubos de ensayo, a esto se adicionó 3 gotas 

del reactivo de Baljet; un cambio de coloración de naranja a rojo demostró 

la presencia de lactonas sesquiterpénicas(73).  

Ensayo de Fehling 

Esta prueba permite reconocer la presencia de azúcares reductores. Las 

soluciones A (1 mL) y B (1 mL) se mezclaron en cantidades iguales (1:1) 

justo en el momento de realizar el ensayo, esta mezcla es la que se adicionó 

a la alícuota a evaluar. Para ello, el extracto seco de frondas y rizomas se 

disolvió en 2 mL de agua, a esta solución se adicionó 2 mL del reactivo de 

Fehling y se calentó en baño maría por 10 minutos esta mezcla. El ensayo 

se consideró positivo si la solución se coloreó de rojo o apareció un 

precipitado rojo luego de los 10 minutos (19).  

Prueba de Wagner 
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Se agregó 5 gotas de una solución de yoduro de potasio, (reactivo de 

Wagner) a cada una de las alícuotas preparadas a partir del extracto seco de 

rizomas y frondas en tubos de ensayo. Esta prueba de alcaloides fue 

considerada positiva al virar la alícuota a un color marrón rojizo (73). 

3.5.4. Preparación de diluciones del extracto hidroalcohólico de Niphidium 

crassifolium (L.) Lellinger 

Una vez obtenido el extracto en polvo tanto de rizomas como frondas de 

Niphidium crassifolium (L.) Lellinger, se disolvieron en el medio RPMI-

1640 (Sigma – Aldrich) en las siguientes concentraciones: 1000 μg /mL, 500 

μg/mL, 250 μg/mL, 125 μg/mL y 62 μg/mL.  Al inicio se humedeció el 

extracto en polvo con una gota de DMSO, de tal manera que la cantidad de 

DMSO no supere el 0.25% de la solución completa. Las soluciones fueron 

esterilizadas por filtración con un filtro de jeringa de poro 0,2 µm. 

Finalmente, las soluciones fueron refrigeradas a 4°C en frascos cubiertos con 

papel aluminio hasta su uso (16,70).  

3.5.5. Determinación de la capacidad inmunomoduladora sobre la 

proliferación linfocitaria del extracto hidroalcohólico de Niphidium 

crassifolium (L.) Lellinger 

Muestras sanguíneas 

Estas muestras fueron tomadas en un volumen de 4 mL de sangre periférica 

del antebrazo en tubos con tapa verde y anticoagulante heparina de litio, 

según el procedimiento estándar establecido por el Instituto Nacional de 

Salud (INS); estas muestras se tomaron de cinco individuos varones sanos 
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de 18 a 27 años de edad, fueron personas que no estuvieron consumiendo 

algún tipo de fármaco, los donantes firmaron un consentimiento informado. 

Una vez tomada la muestra se dejó reposar como máximo 30 minutos hasta 

su uso (70).  

Aislamiento de linfocitos mediante la técnica de centrifugación en 

gradiente 

En este apartado, se procedió a diluir 3 mL de sangre anticoagulada con 

heparina de litio (muestra tomada en tubos con tapa verde) con 3 mL de 

solución salina fosfatada (PBS) (Sigma–Aldrich) a un pH 7,4. Luego se 

colocaron 3 mL de Histopaque ®-1077 (Sigma–Aldrich) con densidad 1.077 

g/mL en tubos cónicos de plástico estéril de capacidad 15 mL (a temperatura 

ambiente para no modificar la densidad). Seguidamente se agregó 

cuidadosamente 6 mL de la sangre diluida sobre el medio Histopaque ®-

1077 del tubo cónico de manera suave para no mezclar y con la ayuda de una 

pipeta Pasteur estéril. Posteriormente se procedió a centrifugar a 2 500 rpm 

durante 20 min a temperatura ambiente, con paradas de cada 5 minutos para 

que no se eleve la temperatura interna del equipo y no se modifique la 

densidad del histopaque. Luego, cuidando de no mezclar las capas, se 

procedió a sacar los tubos de la centrífuga y se aspiró el plasma (capa 

superior) con una pipeta Pasteur, delicadamente, dejando intacto el anillo 

blanquecino de células mononucleares en la interface medio Histopaque y 

plasma. Se aspiró el anillo blanquecino donde se encuentran los linfocitos y 

monocitos (células mononucleares) sin recoger el Histopaque ®-1077 de la 

siguiente capa, se depositó las células en un tubo estéril para lavarlas 

agregando 5 mL de   RPMI-1640 a 37 °C resuspendiendo suavemente con 



 

60 

 

una pipeta Pasteur. Se tuvo mucho cuidado al manipular las suspensiones 

celulares ya que son muy sensibles a fuerzas mecánicas, así como a la 

osmolaridad y todos los componentes de la solución en que se encuentran 

suspendidas, ya que esto afectaría directamente a la viabilidad celular 

(50,74,75).  

Seguidamente se llevó a centrifugar a 2 000 rpm por 10 minutos las células 

suspendidas en 5 mL de medio RPMI, luego se eliminó el sobrenadante 

mediante la inversión rápida del tubo, las células mononucleares que 

quedaron adheridas al fondo del tubo formando un botón se lavaron 

agregando nuevamente 5 mL de RPMI-1640 a 37 °C resuspendiendo 

suavemente con una pipeta Pateur estéril y se llevó nuevamente a centrifugar 

a 2 000 rpm por 10 minutos, esto se repitió una vez más. Después del tercer 

lavado, las células fueron resuspendidos suavemente en 500 µL de medio 

preparado RPMI - 1640 (medio RPMI más suero bovino fetal 10 % y mezcla 

de antibióticos 1 %) a 37 °C (50,74,75). 

Seguidamente se comprobó el porcentaje de viabilidad celular, mezclando 

en un tubo Eppendorf partes iguales (20 μL + 20 μL) la suspensión celular y 

el colorante azul de tripán (esterilizado por filtración) y se llevó a recuento 

en una cámara Newbauer o hemocitómetro. Inmediatamente se observó al 

microscopio para contar en cuatro cuadrantes las células viables (claras), 

distinguiéndolas de las dañadas o no viables (azules); se calculó el promedio 

de células viables, no viables y totales, para finalmente obtener el porcentaje 

de viabilidad el cual es determinante en la proliferación celular de los 

cultivos (50,74).  
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Ensayo de proliferación celular in vitro  

Luego del tercer lavado de las células mononucleares (linfocitos y 

monocitos) y la determinación del porcentaje de viabilidad siendo esto 96 

%, se sembraron en placas ELISA de 96 pocillos de fondo plano 150 µL de 

RPMI -1640 preparado, conteniendo 10% de suero bovino fetal (Sigma - 

Aldrich) y 1 % de mezcla de antibióticos (100 U de penicilina / mL, 100 μg 

de estreptomicina / mL y 100 U de anfotericina). A cada pocillo con medio 

RPMI -1640 preparado se le agregó 75 µL de suspensión celular más 75 uL 

de mitógeno Fitohemaglutinina (Sigma - Aldrich) a una concentración de 5 

µg/mL y se incubó en condiciones estándar (37 °C, aire humidificado y 5% 

de CO2) (74). 

Las células se dejaron en incubación por 48 h en condiciones estándar y 

luego se trataron con 100 µL de las siguientes concentraciones del extracto 

hidroalcohólico de rizomas de Niphidium crassifolium (L.) Lellinger: 1000 

μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, 125 μg/mL y 62 μg/mL, a los controles 

positivos se les agregó 100 µL de RPMI 1640 preparado dejando a las células 

solo en contacto con el medio de cultivo preparado y el mitógeno, cada 

tratamiento se realizó con sus respectivas repeticiones. Las placas se 

incubaron por 96 h más, haciendo un total de 144 h.  

Este mismo procedimiento se repitió para los tratamientos con extracto 

hidroalcohólico de frondas (74). Todos los experimentos se realizaron con 

sus repeticiones correspondientes como lo indica la distribución en el 

Cuadro1. 
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Cuadro 1. Distribución de los tratamientos en la microplaca de Elisa, para 

extractos de frondas y rizomas. 

Repet. Tratamientos con diferentes concentraciones del extracto más control positivo. 

 1 2 3 4 5 6 

A1 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C + 

A2 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C + 

B1 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C + 

B2 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C + 

C1 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C + 

C2 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C + 

Cuantificación del crecimiento celular  

Después de 144 h de incubación en total, 48 h sin extracto hidroalcohólico 

y 96 h con las respectivas concentraciones del extracto hidroalcohólico de 

frondas y rizomas, correspondiente a los tratamientos, se procedió a extraer 

80 µL de suspensión celular en una placa ELISA agitando suavemente y 

se agregó 8 µL de la solución Cell Counting Kit-8 (CCK-8 Sigma-Aldrich) 

a cada pocillo, según las indicaciones del protocolo del producto (10:100). 

Esto se realizó por separado para los tratamientos con los dos tipos de 

extractos (rizomas y frondas). En seguida se llevó a incubar las placas con 

los tratamientos a 37°C, 5 % de CO2 y aire humificado constante por 2 

horas. Finalmente se llevó a medir la densidad óptica a 450 nm en el lector 

de ELISA.  La manipulación de los extractos y cultivos celulares se realizó 

bajo condiciones de esterilidad en cabina de flujo laminar (74,76). 

Identificación de linfocitos T mediante la formación de rosetas E 

Para este procedimiento se necesitó eritrocitos de carnero, para el cual se 

obtuvo sangre de carnero mediante venopunción con el sistema de 
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extracción vacutainer. Una vez tomada la muestra se transportó hacia el 

laboratorio de microbiología de la UNC. En el laboratorio, se mezclaron 4 

mL de sangre de carnero con 4 mL de solución Alsever, posteriormente se 

almacenó en refrigeración (4°C) hasta su uso (50). 

Las células mononucleares de sangre periférica se obtuvieron por el 

método descrito en el ítem de proliferación celular. Paralelamente, se 

lavaron los eritrocitos de carnero mantenidos en anticoagulante de Alsever 

por 4 veces con solución salina al 0,90 %, se centrifugó a 1 500 rpm por 5 

minutos para separar los eritrocitos en el fondo del tubo; luego se eliminó 

el sobrenadante y se resuspendieron los eritrocitos en 8 mL de solución 

salina al 0,90 % (50).  

Esta suspensión de eritrocitos de carnero se procedió a centrifugar a 1500 

rpm por 5 minutos, este paso se repitió por 2 veces más hasta separar 

eritrocitos de buena calidad para su siguiente uso, finalmente se 

resuspendieron los eritrocitos en PBS al 0,5% v/v (0,05 mL de eritrocitos 

empacados en 10 mL de PBS). Posteriormente, se mezclaron 0,1 mL de 

eritrocitos suspendidos en PBS y 0,1 mL de suspensión celular de 

linfocitos cultivados luego de las 144 h de incubación, además se agregó 

20 μL de suero fetal bovino (previamente inactivado por calor por 30 min 

a 56°C) y se llevó a centrifugar a 200 rpm durante 5 min, finalmente se 

dejó en reposo por 12 horas a temperatura ambiente, sin causar agitación 

en el botón de células (50).  

Pasado este tiempo, se agregó 100 μL de azul tripán para luego resuspender 

suavemente las células inclinando el tubo hasta una posición casi 
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horizontal y rotándolo lentamente por 20-30 segundos. Luego, con una 

pipeta Pasteur sin bulbo se procedió a transferir por capilaridad una gota 

de la suspensión a una cámara de recuento celular y se observó en el 

microscopio a 40X y se anotó como "rosetas" aquellos linfocitos que 

poseen 3 o más eritrocitos adheridos (50). 

3.5.6. Determinación del efecto inmunomodulador del extracto de 

Niphidium crassifolium (L.) Lellinger sobre la fagocitosis 

polimorfonuclear 

Se utilizó sangre venosa periférica de cinco personas de 18 a 27 años de 

edad para la obtención de neutrófilos polimorfonucleares, esto se realizó 

mediante la centrifugación en gradiente de densidad de acuerdo al 

procedimiento descrito en el ítem de proliferación celular, donde los 

neutrófilos van al fondo del tubo con los eritrocitos sedimentados. Se 

utilizó ese sedimento con células polimorfonucleares y eritrocitos (RBC-

PMN) para realizar los tratamientos con los extractos (77).  

Se consiguió una cepa de Candida Albicans aislada y caracterizada en otro 

trabajo de investigación, se reactivó la cepa en medio de cultivo agar 

nutritivo y se incubó por 24 horas. Luego con esta cepa se preparó una 

suspensión con turbidez correspondiente al tubo N°6 de MC Farland de la 

escala de turbidez estándar. Para realizar la prueba de fagocitosis a cada 

tubo Eppendorf se agregó las siguientes soluciones y en el orden 

correspondiente: 100 µL de suero humano, 100 µL de extracto 

hidroalcohólico de cada concentración (1000 μg /mL, 500 μg/mL, 250 

μg/mL, 125 μg/mL y 62 μg/mL; para el control se agregó 100 µL de 
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solución de Hank), 400 µL de sedimento RBC – PMN y 200 uL de 

suspensión de C. albicans (se agregó justo antes de incubar cada grupo de 

muestras) (77,78). 

Se realizó la distribución de los tubos Eppendorf en una gradilla para 

realizar los 5 tratamientos con sus repeticiones, para los dos tipos de 

extractos. Cada grupo de tubos fueron incubados a 37ºC, CO2 al 5% de 30 

a 45 minutos en presencia de los extractos de prueba, se trabajaron por 

grupos para facilitar el manejo del tiempo, ya que si se deja en incubación 

por más tiempo los neutrófilos fagocíticos tienden a generar apoptosis. El 

control fue la solución idéntica sin los extractos de prueba, adicionando la 

solución de Hank solo para mantener la concentración y el volumen de la 

solución. Finalmente, pasado los 30 minutos de incubación se procedió 

rápidamente a realizar los frotis sobre cubre objetos codificados para 

identificar el tratamiento y la repetición al que correspondía. Se dejaron 

secar los frotis y se realizó la coloración Wright que permitió identificar y 

diferenciar los tipos celulares de la sangre y C. albicans; una vez 

coloreadas las láminas porta objetos fueron observadas con el objetivo de 

inmersión en el microscopio para observar la actividad fagocítica de los 

neutrófilos (neutrófilos que contienen levaduras en su interior); se 

contaron 100 neutrófilos en total (fagocíticos y no fagocíticos)  por cada 

lámina registrando el número de células con microorganismos ingeridos 

para determinar el porcentaje de fagocitosis y el número total de C. 

albicans fagocitadas. Los tratamientos fueron distribuidos según como 

indica el Cuadro 2 (77,78). 
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Cuadro 2. Distribución de los tubos Eppendorf en la gradilla para los 

tratamientos tanto para extractos de rizomas y extractos de frondas. 

Repet. Diferentes concentraciones de los extractos más control. 

 1 2 3 4 5 6 

A1 1000 µg/mL  500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

A2 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

A3 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

B1 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

B2 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

B3 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

C1 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

C2 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

C3 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

D1 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

D2 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

D3 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

E1 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

E2 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

E3 1000 µg/mL 500 µg/mL 250 µg/mL 125 µg/mL 62 µg/mL C 

 

3.5.7. Ensayo hemolítico para la valoración de la actividad del sistema de 

complemento mediante la vía clásica 

Obtención de sangre de carnero 

Se realizó mediante el método de venopunción, en tubos estériles con 

anticoagulante EDTA, se extrajo 6 mL de sangre de carnero cuidando 

mucho la esterilidad de la muestra, la misma que se llevó al laboratorio y se 

dejó en refrigeración a 4 °C una vez mezclado con la solución Alsever (4mL 

de solución Alsever y 4 mL de sangre de carnero) (18). 
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Preparación y Sensibilización de la suspensión de eritrocitos 

Se mezclaron 2 mL de eritrocitos de carnero en solución Alsever del 

procedimiento anterior con 8 mL de solución salina fisiológica en un tubo 

Falcon, luego se procedió a centrifugar a 2 500 rpm por 5 minutos.  Se 

removió el sobrenadante, luego se resuspendió el pellet en 10 mL de solución 

salina fisiológica y se llevó a centrifugar a 2500 rpm por 5 minutos, se repitió 

este paso dos veces más hasta obtener las células empacadas en el fondo del 

tubo. Después se mantuvo el pellet de células empacadas sobre hielo, para 

luego suspender 200 μL de células empacadas en 9.8 mL de PBS y mezclar 

100 μL de esta suspensión con 4.9 mL de solución salina fosfatada PBS, esta 

suspensión se llevó a una concentración de 1.8 x 108 eritrocitos /mL. Se 

mantuvo la suspensión eritrocítica en hielo hasta su próximo uso.  

Se sensibilizó la suspensión eritrocítica mantenida en hielo con Amboceptor 

(anticuerpos anti eritrocitos de carnero), para lo cual se mezcló 1 mL de 

Amboceptor (diluido 1:100) y 7 ml de PBS, luego se agregó 8 mL de la 

suspensión eritrocítica a esta dilución, y se incubó a temperatura ambiente 

por 10 minutos, luego se centrifugó para lavar a 2 500 rpm por 5 minutos 

con PBS tres veces. Se preparó una suspensión de eritrocitos a una 

concentración de 1.08 x 106 células/mL y se mantuvo en hielo hasta su 

utilización (esto fue la solución ShEA). Se agregó 100 μL de muestra del 

extracto tanto de frondas como rizomas en su respectiva placa ELISA, en los 

pocillos de la fila A, y se realizaron diluciones seriadas 1:2 en la fila B a la 

fila E (50 μL de extracto más 50 μL de PBS), partiendo de una concentración 

de 500 μg/mL para ambos extractos (18,79). 
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Preparación de controles para la medición de actividad sérica   

Se agregó 50 μL de PBS a los pocillos de la fila F1al F3 en cada placa ELISA 

(pocillos donde posteriormente se verá la actividad del suero), 50 μL de PBS 

a los pocillos de la fila F4 al F6 (pocillos donde posteriormente se verá la 

inactividad del suero); además, se agregó 100 μL de agua destilada estéril a 

los pocillos de la fila F10 al F12 (100 % de hemólisis por ser un medio no 

isotónico) (18,79). 

Preparación de la dilución del suero e incubación  

Se agregó 50 μL de suero inactivo (63 uL de suero inactivado a 56 °C por 30 

min mezclado con 5 mL de PBS) a los pozos F4 al F6 los cuales fueron el 

blanco de muestra. Luego se mezclaron 125 μL de suero humano (suero 

activo) con 10 mL de PBS, y se agregó de esta mezcla 50 μL a los pocillos 

control y a los pocillos con los extractos diluidos. Luego se cubrió con papel 

aluminio la placa ELISA y se preincubó a 37ºC por 60 min, para luego 

extraer la suspensión en tubos Eppendorf y centrifugar a 2500 rpm por dos 

minutos, después de la pre incubación se agregó 50 μL de la suspensión de 

ShEA (eritrocitos de carnero sensibilizados) a cada tubo. Se incubó una vez 

más a 37ºC por 60 min cubriendo con papel aluminio toda la gradilla y 

finalmente se centrifugaron los tubos a 2 500 rpm por dos minutos más 

(18,79).  

Medición de hemólisis 

Para la medición de la hemólisis se agregó 200 μL de agua destilada estéril 

a los pocillos de una placa ELISA de fondo plano. Luego se transfirió 50 μL 
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de los sobrenadantes a cada pocillo según correspondía de acuerdo a los 

tratamientos. Finalmente se midió la DO a 405 nm en un espectrofotómetro 

de placa o lector ELISA, lo cual determinó la concentración de hemoglobina 

liberada en los sobrenadantes producto de la actividad del sistema del 

complemento vía clásica sobre eritrocitos de carnero (18,79). 
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CAPÍTULO IV 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.1.  Resultados 

4.1.1. Determinación cualitativa de los principales compuestos bioactivos 

presentes en Niphidium crassifolium (L.) Lellinger  

Se determinó la presencia de alcaloides, lactonas sesquiterpénicas, azúcares 

reductores y saponinas utilizando diferentes pruebas cualitativas que 

arrojaron positivo para la presencia de estos compuestos bioactivos, 

dependiendo de la parte de la planta de donde fue obtenido el extracto, como 

se describe en la Tabla 2. 

Tabla 2. Principales compuestos bioactivos presentes en los extractos de 

rizomas y frondas de calaguala. 

 

 

 

 

Ausencia (-), presencia mínima (+), presencia notable (++), presencia 

abundante (+++). 

* Intensidad de la presencia del compuesto bioactivo. 

 

4.1.2. Capacidad inmunomoduladora de la proliferación linfocitaria del 

extracto hidroalcohólico de Niphidium crassifolium (L.) Lellinger 

Las diferentes concentraciones de los extractos obtenidos de frondas de 

calaguala ocasionaron modulación negativa de la proliferación de linfocitos; 

Método de prueba Compuestos 

bioactivos 

Extracto de 

frondas * 

Extracto de 

rizomas* 

Prueba de Wagner Alcaloides ++ - 

Prueba de Baljet Lactonas 

sesquiterpénicas 

+ + 

Ensayo de Fehling Azúcares   reductores ++ +++ 

Prueba de la espuma Saponinas ++ + 
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sin embargo, el recuento de linfocitos en los tratamientos no mostró 

diferencia marcada en comparación con el grupo control, como se pudo 

demostrar con la prueba de análisis de varianza (ANOVA, p = 0, 133), 

descrita en la Tabla 3. 

En cuanto a la capacidad inmunomoduladora de la linfoproliferación del 

extracto hidroalcohólico de calaguala, se observó que el extracto proveniente 

de rizoma a las concentraciones de 1000 µg/mL y 500 µg/mL generaron 

modulación negativa marcada en la proliferación celular de linfocitos, al 

compararla con el control positivo (fitohemaglutinina 5 µg/mL), con 

diferencia estadística altamente significativa (p < 0,000). Sin embargo, las 

demás concentraciones también disminuyeron la proliferación de linfocitos, 

aunque en menor proporción, como se describe en la Tabla 4.  

Tabla 3. Proliferación de linfocitos en los diferentes tratamientos con el 

extracto de frondas expresado en el promedio del recuento celular. 

* Prueba de ANOVA de un factor. Pares de grupos comparados con la prueba de Tukey, 

pares con la misma letra en el superíndice no presentaron diferencia estadística (p-valor 

> 0,05). 

 

 

Tratamientos 

(Concentración) 

Promedio ± DE  

(cel/mL) 

Mediana 

(cel/mL) 

Mínimo 

(cel/mL) 

Máximo 

(cel/mL) 

p-valor 

* 

1000  µg/mL 75400,00 ± 32803,66a 72800,00 28400,00 121200,00 0,133 

500    µg/mL 118000,00 ± 29021,37a 114800,00 76000 160800 

250    µg/mL 89800,00 ± 21053,46a 94600,00  52000 109600 

125    µg/mL 89933,33 ± 41574,93a 104800,00 38400 138000 

62      µg/mL 75733,33 ± 50257,36a 95400,00 -6000 124000 

Control 130733,33 ± 59005,31a 103000,00 86400 232800 
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Tabla 4. Recuento promedio de linfocitos según los grupos de tratamiento 

(concentraciones del extracto de rizomas de calaguala) comparados con el 

grupo control. 

* Prueba de ANOVA de un factor. a,b Pares de grupos comparados con la prueba de 

Tukey, pares con la misma letra en el superíndice no presentaron diferencia estadística; 

grupos con distinta letra presentaron diferencia significativa (p-valor < 0,05). 

Identificación de linfocitos T mediante formación de rosetas E 

Con respecto a la identificación de los linfocitos T, esta se hizo mediante la 

observación microscópica de la adhesión de los eritrocitos de carnero a los 

linfocitos T formando las denominadas rosetas E, como se observa en la 

Figura 2. 

   

Figura 2. Linfocitos T formando rosetas (E) por la unión con eritrocitos de 

carnero, observación a 40 X. 

 

Tratamientos 

(Concentración) 

Promedio ± DE  

(cel/mL) 

Mediana 

(cel/mL) 

Mínimo 

(cel/mL) 

Máximo 

(cel/mL) 

p-valor * 

1000  µg/mL 47000,00 ± 41097,54 a 56200,00 -16000 97600 0,000 

500    µg/mL 42800,00 ± 29799, 33a 56600,00 66800 71200 

250    µg/mL 161400,00 ± 76445,33b 132200,00 83200 277200 

125    µg/mL 168066,67 ± 83704,78b 186000,00 42800 252400 

62      µg/mL 164933,33 ± 84175,31b 158400,00 46400 262800 

Control positivo 276800,00 ± 51350,40b 287400,00 182400 324000 

E 

 

 

E 

 

 

E 
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4.1.3.  Efecto inmunomodulador del extracto de Niphidium crassifolium (L.) 

Lellinger sobre la fagocitosis polimorfonuclear 

En cuanto al efecto inmunomodulador del extracto de frondas de calaguala 

sobre la fagocitosis  se evidenció que las concentraciones de 125 µg/mL o 

menores a ella estimularon la actividad fagocítica de los neutrófilos mejor 

que los otros tratamientos, incluyendo el control. El porcentaje promedio fue 

de 13,97 %, el cual fue significativamente distinto (p < 0,05) como se 

describe en la Tabla 5. 

Tabla 5. Porcentaje promedio de neutrófilos fagocitando según los grupos 

de tratamiento (concentraciones del extracto de frondas de calaguala) 

comparados con el grupo control. 

* Prueba H de Kruskal-Wallis. a,b Pares de grupos con la misma letra en el superíndice 

no presentaron diferencia estadística; grupos con distinta letra presentaron diferencia 

altamente significativa (p-valor = 0,000). 

 

Con respecto al efecto de rizomas de calaguala los tratamientos de 125 

µg/mL y 62 µg/mL fueron los que estimularon en mayor porcentaje la 

actividad fagocítica de los neutrófilos, con diferencias estadísticas 

significativas (p < 0,005) en comparación con los otros tratamientos 

incluyendo el control, como se observa en la Tabla 6. 

 

 

Tratamientos 

(Concentración) 

Promedio ± 

DE (%) 

Mediana 

(%) 

Mínimo 

(%) 

Máximo 

(%) 

p-valor 

* 

250-1000 µg/mL 1,44 ± 1,50 a 1,00 0,00 6,00 0,000 

< 125       µg/mL 13,97 ± 7,62 b 13,00 1,00 28,00 

Control 2,60 ± 3,04 a 2,00 0,00 11,00 



 

74 

 

Tabla 6. Porcentaje promedio de neutrófilos fagocitando según los grupos 

de tratamiento (concentraciones del extracto de rizomas de calaguala) 

comparados con el grupo control. 

 

* Prueba H de Kruskal-Wallis. a,b Pares de grupos con la misma letra en el superíndice 

no presentaron diferencia estadística; grupos con distinta letra presentaron diferencia 

altamente significativa (p-valor < 0,005). 

 

En cuanto al efecto inmunomodulador del extracto de frondas de calaguala 

sobre la fagocitosis en neutrófilos, expresado en el recuento de levaduras 

fagocitadas, tambien se evidenció  que las concentraciones de 125 µg/mL 

o menores a ella estimularon las mayores cantidades de levaduras 

fagocitadas por los neutrófilos en comparación a los otros tratamientos, 

incluyendo el control. El recuento promedio fue de 19,93 levaduras, el cual 

fue significativamente distinto (p < 0,05) como se describe en la Tabla 7. 

Tabla 7. Recuento promedio de levaduras fagocitadas por células 

polimorfonucleares tratadas con diferentes concentraciones de los 

extractos de frondas.  

* Prueba H de Kruskal-Wallis. a,b Pares de grupos con la misma letra en el superíndice 

no presentaron diferencia estadística; grupos con distinta letra presentaron diferencia 

altamente significativa (p-valor = 0,000). 

 

Tratamiento 

(Concentración) 

Promedio ± 

DE (%) 

Mediana 

(%) 

Mínimo 

(%) 

Máximo 

(%) 

p-valor * 

1000 µg/mL 1,53 ± 1,25 a 1,00 0,00 4,00 0,000 

500    µg/mL 1,87 ± 1,89 a 2,00 0,00 6,00 

250    µg/mL 0,93 ± 1,22 a 1,00 0,00 4,00 

125    µg/mL 17,00 ± 5,93 b 17,00 11,00 28,00 

62      µg/mL 10,93 ± 8,09 b 7,00 1,00 24,00 

Control 2,60 ± 3,04 a 2,00 0,00 11,00 

Tratamiento 

(Concentración) 

Promedio ± DE 

(Lev.) 

Mediana 

(Lev.) 

Mínimo 

(Lev.) 

Máximo 

(Lev.) 

p-valor * 

250-1000 µg/µL 1,96 ± 2,29 a 1,00 0,00 10,00 0,000 

< 125       µg/µL 19,93 ± 11,9 b 19,00 1,00 51,00 

Control 2,47 ± 2,42 a 2,00 0,00 8,00 
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En cuanto al efecto de rizomas de calaguala sobre el recuento promedio de 

levaduras fagocitadas, solo el tratamiento de 62 µg/mL estimuló la 

actividad fagocítica polimorfonuclear del mayor número de levaduras, con 

diferencias estadísticas significativas (p < 0,005) en comparación con los 

otros tratamientos incluyendo el control, como se observa en la Tabla 8. 

Tabla 8. Recuento promedio de levaduras fagocitadas por células 

neutrófilas polimorfonucleares tratadas con diferentes concentraciones de 

los extractos de rizomas. 

* Prueba H de Kruskal-Wallis. a,b Pares de grupos con la misma letra en el 

superíndice no presentaron diferencia estadística; grupos con distinta letra 

presentaron diferencia altamente significativa (p-valor < 0,005). 

 

4.1.4. Valoración de la actividad del sistema de complemento mediante el 

ensayo hemolítico 

La valoración de la actividad del complemento de la vía clásica se realizó 

mediante la cuantificación de la hemoglobina liberada por acción del 

complejo de ataque a la membrana (MAC) en eritrocitos de carnero 

sensibilizados con hemolisina (anticuerpos de conejo anti-eritrocitos de 

carnero). Solo el tratamiento de 500 µg/µL del extracto de frondas mostró 

diferencia estadística significativa (p < 0,05) en comparación a los demás 

tratamientos y al control negativo (suero inactivo), como se describe en la 

Tabla 9. 

 

Grupo 

(Concentración) 

Promedio ± DE 

(Lev.) 

Mediana 

(Lev.) 

Mínimo 

(Lev.) 

Máximo 

(Lev.) 

p-valor 

* 

1000 µg/µL 6,60 ± 3,40 a 6,00 2,00 16,00 0,000 

500  µg/µL 7,60 ± 6,18 a 5,00 1,00 19,00 

250  µg/µL 4,73 ± 3, 93a 4,00 0,00 12,00 

125  µg/µL 5,73 ± 6,24 a 3,00 0,00 19,00 

62   µg/µL 15,87 ± 6,70 b 16,00 6,00 28,00 

Control 6,93 ± 3,77 a 6,00 2,00 13,00 
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Tabla 9. Valores promedio de Hb liberada durante los tratamientos con 

diferentes concentraciones del extracto de frondas de calaguala. 

Grupo 

(Concentración) 

Promedio ± DE 

(g/dL) 

Mediana 

(g/dL) 

Mínimo 

(g/dL) 

Máximo 

(g/dL) 

p - 

valor  

* 

500   µg/mL 44,47 ± 1,89 a 44,58 41,50 46,83 0, 001 

250   µg/mL 38,06 ± 2,26 b  38,08 34,83 40,83  

125   µg/mL 38,03 ± 2,70 b  37,83 35,17 41,50  

62,5   µg/mL 37,83 ± 3,26 b  37,67 34,33 41,83  

31,25 µg/mL 41,64 ± 15,75 b 35,58 31,83 73,50  

Suero activo  50,17 ± 8,67 a 48,17 42,67 59,67  

Suero inactivo  32,78 ± 2,41 b 34,00 30,00 34,33  

Agua destilada 68,78 ± 1,92 a 68,83 66,83 70,67  

* Prueba H de Kruskal-Wallis. a,b Pares de grupos con la misma letra en el superíndice 

no presentaron diferencia estadística; grupos con distinta letra presentaron diferencia 

altamente significativa (p-valor < 0,005). 

 

Con los tratamientos utilizando extractos de rizoma de calaguala no se 

observó diferencia estadística entre los promedios de hemoglobina liberada 

en comparación a los demás tratamientos, solo hubo diferencia estadística 

frente a los controles. Al analizar los valores de los promedios en (g/dL) se 

encuentra que todos los tratamientos difieren con el control de suero inactivo, 

mayormente el tratamiento 31,25 µg/mL, como se detalla a continuación en 

la Tabla 10. 

Tabla 10. Valores promedio de Hb liberada durante los tratamientos con 

diferentes concentraciones del extracto de rizomas de calaguala. 

Grupo 

(Concentración) 

Promedio ± DE  

(g/dL) 

Mediana 

(g/dL) 

Mínimo 

(g/dL) 

Máximo 

(g/dL) 

p - valor  

* 

500   µg/mL 43,11 ± 2,51c 42,92 42,92 47,00 0,005 

250   µg/mL 41,86 ± 5,92c 39,58 36,50 52,67  

125   µg/mL 39,28 ± 4,27c 37,50 35,83 47,50  

62,5   µg/mL 39,53 ± 5,29c 38,25 35,00 50,00  

31,25 µg/mL 46,67 ± 11,52c 44,92 33,67 62,33  

Suero activo  50,17 ± 8, 67b 48,17 42,67 59,67  

Suero inactivo  32,78 ± 2, 41a 34,00 30,00 34,33  

Agua destilada 68,78 ± 1, 92b 68,83 66,83 70,67  
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* Prueba H de Kruskal-Wallis. a,b,c Pares de grupos con la misma letra en el superíndice 

no presentaron diferencia estadística; grupos con distinta letra presentaron diferencia 

altamente significativa (p-valor < 0,005). 

 

4.2. Discusión 

La actividad inmunomoduladora de un extracto vegetal depende en gran medida 

de la composición de sus metabolitos. La Calagualina es una saponina presente 

en las Polipodeaceas y es a quien se le atribuye el efecto inmunosupresor de la 

proliferación de leucocitos en otros estudios (31). Durante el ensayo de la 

espuma, el extracto de N. crasssifolium (L.) Lellinger evidenció presencia con 

intensidad mínima (+) y media (++) de saponinas, en rizomas y frondas 

respectivamente; la presencia de este metabolito sería el posible responsable de 

la supresión en la proliferación celular demostrado en este estudio (31). 

También se observó presencia de alcaloides en concentraciones muy bajas en los 

extractos de las frondas, azúcares reductores con mayor intensidad en rizomas y 

presencia de lactonas sesquiterpénicas en ambos extractos. Burgos y Coello 

(2019), encontraron resultados muy similares a este estudio al realizar la 

determinación cualitativa de compuestos bioactivos en P. pseudoaureum 

(calaguala), en el extracto acuoso de rizomas encontraron resultados positivos 

con intensidad de tres cruces para la prueba de Fehling (aldehídos y grupos de 

azúcares reductores), Martin et al. (2019), encontraron en el extracto 

hidroalcohólico de frondas de Phlebodium decumanum (calaguala) 122 

fitoconstotuyentes, entre ellos encontraron derivados de amino azúcares (80).  

Así mismo Cruz et al. (2005), determinaron mediante HPLC que en las frondas 

de P. decumanum y P. pseudoaureum hay mayor cantidad de metabolitos que en 

los rizomas, estos resultados obtenidos por Cruz explicarían el por qué las 
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pruebas cualitativas para alcaloides y saponinas en el extracto de frondas de N. 

crassifolium (calaguala) se evidencian con mayor intensidad (81).  

Por otro lado, en los extractos etanólicos de rizomas, Burgo y Coello (2019) 

encontraron resultados positivos con intensidad de dos cruces para la prueba de 

Baljet (grupos lactánicos o lactonas sesquiterpénicas), nuestros resultados 

también fueron positivos con intensidad de una sola cruz tanto para rizomas como 

para frondas (82).  

Los resultados sobre la actividad inmunomoduladora de los extractos 

hidroalcohólicos de N. crassifolium (L.) Lellinger se determinaron mediante la 

cuantificación de la proliferación celular, la determinación del porcentaje de 

neutrófilos fagocíticos y la valoración de la actividad del complemento vía 

clásica.  

El recuento linfoproliferativo se realizó mediante la adición a los pocillos con 

cultivos celulares la sal de tetrazolio (2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-

5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio, sal monosódica) con nombre comercial KIT- 

CCK8, esta sal es reducida mediante deshidrogenasas de las células activas a un 

producto de formazán soluble en el medio de cultivo, este producto de formazán 

de color naranja es directamente proporcional a la cantidad de células activas 

(76).  Así, en este estudio se determinó la proliferación celular en los cultivos 

tratados con diferentes concentraciones de extracto hidroalcohólico de frondas de 

calaguala, donde se observó una leve inmunomodulación negativa 

evidenciándose en la inhibición de la proliferación celular.  
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Este resultado concuerda con el estudio realizado por Brieva et al. (2002), donde 

encontraron que el extracto de las frondas de Polipodio leutotomos, un helecho 

de la familia Polipodeacea, también presentó inmunomodulación leve en el 

tratamiento con 200 mg/kg de peso en ratones, con un 44 % y 75% de inhibición 

en la producción de IL-2 (83). Alvarez (2006) encontró una acción fuertemente 

inhibidora (75% – 100 %) en el extracto etanólico de frondas de P. 

pseudoaureum, no siendo lo mismo para el extracto de P. decumanum (fronda) 

que evidenció acción de estimulación en la proliferación celular de linfocitos 

entre 30 % y 100%  (84).  

En nuestro estudio los tratamientos con extractos de rizoma a 1000 µg/mL y 500 

µg/mL indicaron una fuerte inhibición de la proliferación celular de linfocitos T 

en comparación con el grupo control, como lo indica la Tabla 4. Nuestros 

resultados se corresponden a los resultados obtenidos por Alvarez (2006), donde 

el extracto del rizoma del helecho perteneciente a la familia polipodiácea P. 

pseudoaureum tuvo una actividad inmunosupresora de la proliferación de 

linfocitos humanos mayormente en el tratamiento con 500 µg/mL de extracto de 

rizomas con un porcentaje de inhibición de 55 % a 75 %. Así como hay calagualas 

que inhiben la proliferación celular también existen otras especies como P. 

decumanun, donde el extracto de sus rizomas tiene actividad estimuladora de la 

proliferación de linfocitos humanos in vitro en un porcentaje de 30 % a 100 % 

para el tratamiento con 500 ug/mL, según el estudio realizado por Alvarez (84).  

Bernd et al. (1995), descubrieron que la Calagualina presente en el extracto 

acuoso de P. leucotomos es el metabolito responsable de la inhibición de la 

secreción de interleucina -2 (IL-2), además atribuyen el efecto inmunomodulador 
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en la proliferación de linfocitos a este metabolito (31). Gonzalez et al. (2000), 

también determinaron que hay un efecto inmunosupresor por el extracto de 

calaguala (P. leucotomos), para inhibir parcialmente la producción de citoquinas 

que muestran un patrón Th1 (IL-2, IFN-gamma y TNF-alfa) en células de sangre 

periférica humana estimulada por el mitógeno PHA (85). Rayward et al. (1997), 

encontraron resultados similares al presente estudio, ya que determinaron que el 

extracto de P. leucotomos a una concentración en el rango de 1mg/mL a 0,01 

pg/mL indujo disminución significativa de blastogénesis en células 

mononucleares de sangre periférica (PBMNC) estimuladas por el mitógeno PHA 

a los cinco días de cultivo (86).  La inmunosupresión generada por los extractos 

de N. crassifolium explica la relativa actividad antiinflamatoria demostrada por 

Vargas (2022) (8).   

La modulación farmacológica por plantas medicinales o sus metabolitos aislados 

puede activar o suprimir la fagocitosis, la desgranulación o la formación de 

trampas extracelulares de neutrófilos (NET). Puede afectar la absorción de 

patógenos, cambios bioquímicos, formación de fagolisosomas y la muerte 

intracelular (55). Bajo estos principios se comprobó que los extractos de frondas 

de calaguala probados en este estudio demostraron actividad estimuladora de la 

fagocitosis en neutrófilos de sangre periférica humana de manera in vitro, a 

concentraciones menores a 125 µg/mL en un porcentaje de 13,97 %; siendo 

superior en un 11,37 % con respecto al control (sin presencia del extracto), 

correspondiéndose de la misma manera para levaduras totales fagocitadas con un 

promedio de 19,93 levaduras por cada 100 neutrófilos contados.   
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Los extractos de rizomas también evidenciaron una actividad fagocítica 

incrementada en un 17 % y 10,93 % para las concentraciones 125 µL/mL y 62 

µL/mL respectivamente, haciendo una diferencia positiva de un 14,4 % y 8,33 % 

en cada tratamiento con las dos concentraciones mencionadas frente al control, 

resultados que concuerdan con los encontrados por Patil et al. (2009), donde 

concentraciones similares a las nuestras de 50 y 100 µL/mL del extracto de raíz 

de Baliospermum montanum incrementaron el número de neutrófilos fagocíticos 

en un promedio de 29,2 y 32,65 células (87). De la misma manera para el extracto 

de Enhydra fluctuans se determinó un incremento de neutrófilos fagocíticos en 

un promedio de 32,35 y 36,55 según Patil et al. (2008) (88). Sin embargo, en 

nuestro estudio esta actividad solo se vio correspondida en la cantidad de 

levaduras fagocitadas por cada 100 neutrófilos para la concentración de 62 

µL/mL, haciendo un total de 15,87 levaduras fagocitadas en promedio. Según los 

resultados obtenidos, se puede concretar que la modulación de la fagocitosis en 

neutrófilos in vitro generada por los extractos de N. crassifolium solo sucede en 

concentraciones específicas, concentraciones menores a 125 µL/mL para 

extractos de frondas y rizomas. Cabe destacar que solo la concentración de 62 

µL/mL del extracto de rizomas incrementa la cantidad de levaduras fagocitadas 

por cada 100 neutrófilos contados. Estos resultados concuerdan con los 

encontrados por Ghule et al. (2012), donde demostraron que el extracto 

metanólico de las partes aéreas de Barleria prionitis generó una mejora de la 

fagocitosis de C. albicans, con un porcentaje de actividad candidacida de 16, 33 

a 17,22 % en las concentraciones de 100 a 200 µg/mL (89).  

En el presente estudio, las concentraciones del extracto superiores a 125 µg/mL 

no demostraron modulación de la actividad fagocítica, no obstante,  Bhanwase et 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Bhanwase%20AS%5BAuthor%5D
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al. (2016), determinaron que los extractos hidroalcohólicos de las hojas de Ficus 

benghalensis Linn genera un incremento significativo de la fagocitosis de C. 

albicans por neutrófilos humanos in vitro en las concentraciones de 1000 µL/mL 

y 500 µL/mL con un porcentaje de 45 % y 41, 66 %; un promedio de 5 levaduras 

fagocitadas y 29 % de actividad candidacida (16).  Nayak et al (2009) también 

determinó un incremento significativo (79,25 ± 3,75%) de la respuesta fagocítica 

de neutrófilos tratados con extractos de Moringa citrifolia a una concentración 

de 1000 µg/mL (90). 

Magaji et al. (2020), también demostraron que a mayor concentración (1000 

µg/mL) del extracto de las hojas de Cassia occidentalis hay un incremento de la 

actividad fagocítica de C. albicans por los neutrófilos humanos, generando un 

índice fagocítico de 80,2 %. Lo que se puede evidenciar en los estudios 

mencionados y nuestros resultados de investigación es que la actividad fagocítica 

está relacionada con una concentración específica de cada extracto, inclusive en 

algunas especies como Barleria prionitis, Ficus benghalensis, Cassia 

occidentalis y los extractos de rizomas de nuestra planta en estudio N. 

crassifolium tienen una modulación positiva de la actividad fagocítica 

dependiente de la concentración de los extractos de dichas plantas (17).  

La inmunomodulación sobre la actividad del sistema del complemento se 

determinó realizando mediciones de la hemoglobina liberada al lisarse los 

eritrocitos de carnero sensibilizados por acción del complejo de ataque a la 

membrana (CAM). El tratamiento con 500 µg/mL del extracto hecho a base de 

frondas mostró actividad inmunomoduladora leve del sistema del complemento 

por la vía clásica (p < 0,005) evidenciándose en 44,47 g/dL de hemoglobina 
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liberada, un valor promedio mayor al valor del control negativo (suero inactivo); 

aun cuando este valor (44,47 g/dL) fue mayor al valor del suero inactivo, no 

superó al valor promedio del control positivo (suero activo), por lo cual se 

determina que hay una leve inhibición estadísticamente significativa de la 

actividad del complemento por la vía clásica al realizar el tratamiento con 500 

µg/mL del extracto de frondas, diferencia dada frente al control negativo y las 

demás concentraciones del extracto.  

Por otro lado, en los tratamientos realizados con el extracto de rizomas de 

calaguala los resultados no demostraron diferencia estadística entre tratamientos; 

sin embargo, al analizar los valores de los promedios de hemoglobina liberada en 

g/dL solo el tratamiento con 31,25 µg/mL del extracto de rizoma presentó un 

incremento , evidenciando un valor de 13,89 g/dL de hemoglobina más que el 

valor del control negativo (suero inactivo), pero sin superar el valor promedio del 

control positivo (suero activo). Por lo tanto, se puede evidenciar que para ambos 

extractos (rizomas y frondas) hay una leve inhibición de la actividad del 

complemento, a la concentración máxima para frondas (500 µg/mL) y en la 

concentración mínima (31,25 µg/mL) para rizomas. Estos   resultados 

concuerdan con la actividad inhibitoria del sistema del complemento por la vía 

clásica del extracto de látex de Euphorbia umbellata (Pax) Bruyns obtenidos con 

metanol y acetato de etilo a una concentración de 416,5 µg/mL en un 28% y 20%, 

según Latansio de Oliveira et al. (2019) (91).  

Los resultados que demuestran una leve inhibición del sistema del complemento 

por los extractos de calaguala en este estudio se corresponden a los encontrados 

por Alvares (2006), quien demostró que los extractos de rizoma y frondas de P. 
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decumanum y P. pseudoaureum evaluados presentaron actividad inhibitoria 

sobre la vía clásica del sistema de complemento, presentando el extracto de 

rizoma de P. decumanum una CI50 de 2.37 µg/mL y frondas de la  misma planta 

5.50 µg/mL; las frondas de P. pseudoaureum una CI50 de 13.76 µg/mL y rizomas 

13.84 µg/mL (84). En otros estudios realizados, los extractos de Pimenta dioica, 

Piper auritum, Justicia pectoralis y Cissampelos tropaeolifolia no presentaron 

ninguna actividad sobre el sistema de complemento, pero Ternstroemian 

tepezapote y Lippia chiapasensis presentaron actividad inhibitoria de la vía 

clásica del sistema del complemento, resultado que concuerda con este estudio  

(18). Chan et al. (1999) atribuyen como sustancias activadoras del complemento 

a compuestos vegetales grandes mayores a 400 kDa que contienen polifenoles en 

extractos de tabaco. Inngjerdingen et al. (2005) atribuye esta actividad a 

polisacáridos de tipo pectina que contienen azúcares como ramnosa, galactosa y 

arabinosa en Glinus oppositifolius (L.) Aug. DC. (92,93). 

 

 

 

 

 



 

85 

 

CAPÍTULO V  

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1.  Conclusiones 

• Se logró determinar cualitativamente compuestos bioactivos como saponinas, 

lactonas sesquiterpénicas y azúcares reductores presentes en ambos extractos 

de N.  crassifolium (L.) Lellinger, con presencia de alcaloides solo en el 

extracto de frondas. 

• Se evaluó la capacidad linfoproliferativa del extracto hidroalcohólico de N. 

crassifolium (L.) Lellinger, encontrando actividad fuertemente inhibitoria de 

la proliferación de linfocitos in vitro para los extractos de rizomas a 1000 y 

500 µg/mL, pero muy leve para los extractos de frondas. 

• Se determinó el efecto inmunomodulador del extracto de N. crassifolium (L.) 

Lellinger sobre la actividad fagocítica de neutrófilos y el número de levaduras 

C. albicans fagocitadas, encontrando un incremento de la respuesta fagocítica 

a concentraciones específicas menores a 125 µg/mL, correspondiéndose con 

el aumento en el número de levaduras fagocitadas por neutrófilos en las 

mismas concentraciones para extractos de frondas y solo en la concentración 

de 62 µg/mL para el extracto de rizomas. 

• Se logró determinar la capacidad inmunomoduladora del extracto 

hidroalcohólico de N. crassifolium (L.) Lellinger sobre la actividad del sistema 

del complemento vía clásica evidenciado mediante hemólisis y recuento de 

hemoglobina liberada de eritrocitos sensibilizados, donde se encontró un 

efecto inhibitorio leve en las concentraciones de 500 µg/mL y 31,25 µg/mL 

del extracto de rizomas y frondas respectivamente. 
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5.2. Recomendaciones 

Se recomienda la continuidad del trabajo para determinar con métodos de mayor 

precisión los metabolitos bioactivos presentes en los extractos hidroalcohólicos de 

la planta en estudio, en función del mejor conocimiento referente a los agentes 

inmunomoduladores presentes en N. crassifolium, y de los cuales se conozca su 

mecanismo de acción. 

Se recomienda realizar más investigaciones relacionados a este tema de 

investigación utilizando nuevas tecnologías de alta precisión existentes en el 

campo de la inmunología, para conocer los mecanismos o receptores específicos 

que realiza la mejora o la supresión de la actividad inmunomoduladora del 

extracto de N. crassifolium sobre células del sistema inmune, incluyendo estudios 

in vivo en animales de experimentación. 
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APÉNDICES 

Apéndice 1. Vista panorámica de la zona de muestreo del material vegetal. 

Apéndice 2. Plantas de Niphidium crassifolium (L) Lellinger (calaguala). 

  

1. Planta de calaguala en su hábitat 

natural.  

2. Frondas  y rizomas extraídos de 

su hábitat. 
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Apéndice 3. Procesamiento de muestras de rizomas y frondas de calaguala para 

obtención del extracto hidroalcohólico. 

 

  
1. Rizomas de calaguala en proceso 

de deshidratación. 

2. Frondas de calaguala en proceso 

de deshidratación. 

  
3. Muestra de frondas pulverizada. 4. Macerado de las muestras de 

frondas y rizomas. 

  
5. Filtrado del extracto. 6. Obtención del extracto seco. 
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Apéndice 4. Diferentes pruebas cualitativas que determinaron la presencia y 

ausencia de metabolitos bioactivos en los extractos de frondas y rizomas de 

calaguala. 

 

Método de prueba Extracto de frondas Extracto de rizomas 

Prueba de Wagner 

  

Prueba de Baljet 

  

Ensayo de Fehling 

  

Prueba de la 

espuma 
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Apéndice 5. Proceso de obtención de células mononucleares de sangre periférica y 

proliferación celular de linfocitos.  

 

  
1. obtención de muestra de sangre en 

tubos con heparina de litio. 

2. Separación de células 

mononucleares (anillo de la 

interfaz entre plasma y medio 

histopaque). 

  
3. Aislamiento de células 

mononucleares (botón celular en el 

fondo del tubo).  

4. Cultivos celulares en medio 

RPMI, producción de formazán de 

color naranja. 
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5 y 6. Proliferación de linfocitos luego de la incubación en condiciones estándar, 

observación microscópica a 40 X en cámara newbauer. Las flechas amarillas señalan 

células linfocíticas, algunas células formando racimos al agruparse. 

 

7. Observación de cultivos celulares en pocillos de la placa ELISA mediante 

microscopio con objetivo invertido a 10 X, como se indica con las flechas amarillas. 

 

Apéndice 6. Observación microscópica (100X) de neutrófilos humanos haciendo 

fagocitosis de C. albicans, las células fagocitadas se observan de un color morado 

diferente al color de los núcleos de neutrófilos, algunas levaduras con un halo 

transparente. 
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Apéndice 7. Visualización de la hemólisis de eritrocitos de carnero luego del 

tratamiento con los extractos de calaguala, sedimentación de eritrocitos no lisados 

(A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A 

 

 

A 
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Apéndice 8. Consentimiento informado para participación de seres humanos en el 

estudio de investigación, formato correspondiente al nivel de riesgo mínimo. 

 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA 

Av. Atahualpa 1050 -CAJAMARCA 

 

 

CONSENTIMIENTO PARA PARTICIPAR EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACIÓN 

- 

ADULTOS 

- 

 
 

 

 
Institución : Universidad Nacional de Cajamarca - UNC 

 
 

Investigadores : Portal Huaccha María Elvira 

Marco Antonio Rivera Jacinto 

Jéssica Nathalie Bardales Valdivia 

 

 
Título : Actividad inmunomoduladora in vitro de diferentes 

concentraciones del extracto hidroalcohólico de Niphidium 

crassifolium “calaguala” sobre células del sistema inmune. 
 
 

 

¿De qué se trata el estudio? 

 

El estudio denominado “Actividad inmunomoduladora in vitro de diferentes 

concentraciones del extracto hidroalcohólico de Niphidium crassifolium “Calaguala” 

sobre células del sistema inmune” será desarrollado por investigadores de la 

Universidad Nacional de Cajamarca, a fin de determinar si la calaguala tiene actividad 
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inmunomoduladora, es decir, que mejora o suprime la respuesta inmunológica de un 

individuo; sin embargo, este trabajo sólo lo realizaremos en condiciones “in vitro”, para 

lo cual requerimos colectar muestras sanguíneas humanas con las que se realizarán los 

ensayos. 

La información de este estudio será de mucha importancia y servirá para mejorar el 

conocimiento de las propiedades de este vegetal. La “calaguala” es un helecho que se 

utiliza en la medicina tradicional cajamarquina, como antiinflamatorio, para el 

tratamiento de gastritis, heridas, hematomas y hepáticas; sin embargo, es necesario 

estudios experimentales enfocados a demostrar la utilidad de este vegetal. 

¿Cómo voy a participar? 

 

Si usted acepta participar en este estudio, y tiene entre 18 y 35 años de edad, y no se ha 

medicado en los últimos 15 días, le pediremos que firme este formato de 

consentimiento informado por duplicado, y le entregaremos una copia. Su participación 

consistirá en lo siguiente: 

Se harán dos reuniones: 

 
Primera reunión: en la Universidad 

 

• Se explicará el motivo del estudio. 

• Se explicará los riesgos de su participación. 

• Se absolverá las preguntas que usted quiera hacer. 

 

Segunda reunión: en la Universidad 

• Se citará al Laboratorio de Microbiología de la Universidad Nacional de 

Cajamarca, en donde un especialista de laboratorio le extraerá una muestra de 

10 mL de sangre del antebrazo para realizar el experimento in vitro. 

• Los costos del traslado serán cubiertos por el estudio y no le ocasionarán gasto 

alguno. 
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¿Existen riesgos para usted al participar en el estudio? 

 
No se prevén riesgos para usted por participar en esta fase del estudio, ya que el estudio 

es en las células sanguíneas y no directamente en su persona. 

La toma de muestra de sangre del antebrazo es ligeramente dolorosa, y le puede   

ocasionar un pequeño hematoma (moretón) el cual desaparecerá en un tiempo 

aproximado de tres a cinco días. 

¿Cómo se beneficia usted si decide participar? 

 

No existe un beneficio directo para usted. Los beneficios del estudio serán para toda la 

población, ya que, el conocimiento de las propiedades de este vegetal a través de la 

experimentación científica logrará un mejor aprovechamiento de esta planta. 

¿Tendré algún beneficio económico por participar en el estudio? 

 

Usted NO recibirá ningún incentivo económico ni de otra índole, únicamente la 

satisfacción de participar para lograr un mejor conocimiento de las propiedades de esta 

planta propia de nuestra región. 

¿Quién va a saber que estamos participando en el estudio? 

Nosotros guardaremos la información de usted con códigos y no con nombres. Si los 

resultados de este estudio son publicados, no se mostrará ninguna información que 

permita la identificación de las personas que participan en este estudio. Los archivos 

no serán mostrados a ninguna persona ajena al estudio. 

¿Me puedo retirar en cualquier momento? 

 

Si usted decide participar, y luego cambia de opinión, puede retirarse de éste en 

cualquier momento. 

¿A quién llamo si quiero hacer preguntas sobre el estudio? 

 

Si tiene alguna duda adicional, por favor pregunte a los responsables del estudio, Dr. 

Marco Rivera Jacinto al teléfono 976996558, Dr. Jéssica Bardales Valdivia 

943639963, tesista María Elvira Portal Huaccha 937378013. 

Si tiene preguntas sobre los aspectos éticos del estudio y sus derechos como 

participante, puede contactar al Comité Institucional de Ética en Investigación de la 
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UNC. 



 

1 

 

CONSENTIMIENTO 

 
Después de haber comprendido la información proporcionada y que he tenido la 

oportunidad de formular mis preguntas y dudas, las que han sido contestadas y 

aclaradas, acepto voluntariamente participar en este estudio, comprendo que no hay 

mayor riesgo ni peligro que pueda pasar si participo en el proyecto. Recibiré una copia 

firmada de este consentimiento. 

 
 

Para constancia de lo expuesto con anterioridad firmamos este documento a los 

          días del mes de del año . 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Participante Investigador 

 

Nombre: Nombre: 

 

DNI: DNI: 
 

 

 

 
 

Testigo (Si el participante es 

iletrado) Nombre: 

DNI: 

 


