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RESUMEN

Con el objetivo de evaluar el efecto inmunoestimulante de la tintura de Ufia de gato
(Uncaria tormentosa) en ratas inmunosuprimidas, se utilizaron 29 ratas albinas
machos, destetadas a los 30 dias de nacidos, las cuales fueron distribuidas a través
de un disefio completamente al azar en cuatro tratamientos; grupo control
administrando NaCl via intraperitoneal en reemplazo a la ciclofosfamida y via oral
sustituyendo la Ufia de gato (T1), grupo inmunosuprimido con ciclofosfamida a 2
dosis de 50 mg/kg y NaCl via oral en reemplazo de la Ufia de gato (T2), grupo
inmunosuprimido con ciclofosfamida a 2 dosis de 50 mg/kg y Ufia de gato via oral
100mg/kg (T3), grupo inmunosuprimido con ciclofosfamida a 2 dosis de 50mg/kg y
Ufia de gato via oral 200mg/kg (T4). A los grupos T3y T4 se les administro la tintura
de Ufa de gato por 15 dias consecutivos, los grupos fueron evaluados al inicio (dia
0) y final del experimento mediante hemogramas y celularidad de 6rganos linfoides
como médula 6sea, timo y bazo (dia 18). Los resultados fueron analizados mediante
el analisis de varianza y prueba de Tukey. En la seria roja no se apreciaron
diferencias significativas entre grupos de tratamientos, por otro lado se observé la
elevacion de los valores leucocitarios como neutréfilos y linfocitos en los grupos T3
(100 mg/kg) y T4 (200 mg/kg), éste ultimo sin diferencias significativas con el grupo
control T1(NaCl), aproximandose a los valores inicialmente obtenidos; de igual
forma en el conteo de células de los érganos linfoides, a pesar de no presentarse
diferencias significativas entre tratamientos, la dosis de 200 mg/kg (T4) de Uncaria
tormentosa mostrd los mejores resultados en médula ésea y bazo, y la de 100
mg/kg en el timo, demostrando su efecto inmunoestimulante en relacion a la dosis

administrada via oral (dosis-dependiente).



ABSTRACT

In order to evaluate the immunostimulant effect of Cat's Claw (Uncaria tormentosa)
tincture in immunosuppressed rats, 29 male albino rats, weaned at 30 days of birth,
were used, which were distributed through a completely randomized design in four
treatments; control group administering NaCl via intraperitoneal to replace
cyclophosphamide and orally to replace cat's claw (T1), immunosuppressed group
with cyclophosphamide at 2 doses of 50 mg /kg and NaCl administered orally to
replace cat's claw (T2), immunosuppressed group with cyclophosphamide at 2
doses of 50mg/kg and Cat's Claw oral route 100 mg/kg (T3), immunosuppressed
group with cyclophosphamide at 2 doses of 50 mg/kg and Cat's Claw oral route 200
mg/kg (T4). Cat's claw tincture was administered to groups T3 and T4 for 15
consecutive days, and the groups were evaluated at the beginning (day 0) and end
of the experiment by means of hemograms and cellularity of lymphoid organs such
as bone marrow, thymus and spleen (day 18). Results were analyzed by analysis of
variance and Tukey's test. In the red series, there were not significant differences
between treatment groups, on the other hand, it was observed the elevation of
leukocyte values such as neutrophils and lymphocytes in the groups T3 (100 mg/kg)
and T4 (200 mg/kg), this last one without significant differences with the control
group T1(NaCl), approaching the initially obtained values; Similarly, in the cell count
of lymphoid organs, despite no significant differences between treatments, the 200
mg/kg (T4) dose of Uncaria tormentosa showed the best results in bone marrow and
spleen, and the 100mg/kg in thymus, showing its immunostimulant effect in relation

to the dose administered orally (dose-dependent).



I. INTRODUCCION

En la actualidad, la tendencia de tener animales de compaiiia ha ido
creciendo; a consecuencia de ello, la labor del médico veterinario se vuelve mas
necesaria, tanto en la prevencion de enfermedades como en los tratamientos
adecuados, ofreciendo una alternativa y una mejor calidad de vida al paciente,
buscando la solucibn mas adecuada y mas accesible para poder llevar a cabo

nuestra labor.

En la ciudad de Trujillo, podemos ver la creciente incidencia de
enfermedades virales en animales de compafia que llegan a las veterinarias, esto
sucede por la falta de atencion a las mascotas por parte de la mayoria de duefios o
por la falta de informacion acerca de las vacunas que se puedan aplicar, respetando
el calendario de vacunas; otra raz6n seria un mayor numero de animales callejeros
portadores y transmisores de distintas patologias, que al tener contacto con las
mascotas, podrian llegar a infectarlos, de manera que resulta dificultoso evitar el

contagio y dispersion de estos virus.

Por otro lado, el ataque de los virus, el uso incorrecto de farmacos,
cuadros de estrés, infecciones microbianas o parasitarias, toxinas incluso la
malnutricién pueden provocan un cuadro de inmunosupresién, que puede conllevar
a problemas aun mas criticos, ya que el animal se encuentra inmunocomprometido,
y por ende propenso a enfermedades secundarias tanto como infecciones
bacterianas o parasitarias; volviéndose incapaz de producir una respuesta

adecuada ante patégenos (Tizard, 2009).

En este tipo de casos se emplea lo comunmente llamado tratamiento
de sostén, esto suele aplicarse en enfermedades viricas que, al no tener cura o

algun tratamiento especifico, solo se tratan los signos clinicos o las complicaciones



que puedan presentar a futuro, este tipo de procedimientos médicos se realizan
durante toda la vida del animal, junto con el uso de una alimentacién adecuada para
evitar comprometer la funcionalidad del sistema inmune, de esta manera el paciente
tendrd mejor calidad de vida. Por otro lado, los animales enfermos muchas veces
no logran realizar su tratamiento de sostén, debido a lo costoso que puede resultar
en el caso de animales con enfermedades virales o genéticas; o la falta de
alternativas adecuadas con efectos secundarios minimos; siendo un factor limitante
gue desencadena el continuo deterioro de salud de los pacientes. Por ello, se
buscan nuevas alternativas, igual de efectivas y econémicas para el tratamiento de

las inmunosupresiones (Cérdenas, 2015).

Para estos problemas podemos encontrar una variedad de plantas
medicinales, que segun su especie cumplen un determinado objetivo; en el caso de
la inmunosupresién, podemos ver que la Uncaria tomentosa o comunmente llamada
“‘ufa de gato”, que presenta cualidades inmunoestimulantes gracias a sus
componentes alcaloides presentes principalmente en corteza y raiz; ademas de
presentar esta propiedad, también sirve como antiinflamatorio, antifingico o
antitumoral; por lo que, podriamos usarlo como parte de la terapia de sostén en el

caso de enfermedades que lleven a la inmunosupresion del animal (L6épez, 2006).

Resaltando las cualidades inmunoestimulantes de Ila Uncaria
tomentosa, podriamos implementar un nuevo tratamiento para este tipo de
problemas, siendo éste de una elaboracion mas econémica y accesible; por ello, el
objetivo del presente trabajo es evaluar su efecto inmunoestimulante en ratas
inmunosuprimidas, de manera que pueda utilizarse para el refuerzo de la respuesta
inmunologica de los pacientes frente a patdgenos o como método preventivo en

pacientes sanos (Lamm y Sheng, 2001).



II. REVISION DE BIBLIOGRAFIA

2.1.Rata de laboratorio (Rattus norvegicus)

2.1.1. Datos bioldgicos

Es necesario tener conocimiento sobre los datos bioldgicos de los
ejemplares (Cuadro 1), sobre todo, si se tiene en mente realizar la crianza de

manera manual, de esta manera realizamos un correcto manejo.

Cuadro 1. Valores biologicos de rata de laboratorio

Valor Rata
Rango de peso macho adulto (g) 300-500
Rango de peso hembras adulta (g) 200-400
Edad de madurez sexual (dias) 65-110
Frecuencia del ciclo estral (dias) 4-5
Periodo de gestacion (dias) 20-22
Tamafo promedio de la camada (crias) 7-12
Edad de destete (dias) 21

Adaptado de Pritchett-Corning y otros (2011).

2.1.2. Alimentacion

Los animales deben tener a su disposicion una fuente de alimento que
cumpla con los requerimientos alimenticios de acuerdo a la etapa en la que se
encuentre, los cuales, no deben contener ningiin contaminante biolégico o quimico,
mayormente para poder tener una buena calidad de alimento debe ser almacenado
a temperatura de 4°C. La vitamina C en los concentrados caduca luego de 3 meses,
por lo que, es necesario la suplementacion de vitamina C en animales donde se
esté suministrando un concentrado de mas del tiempo establecido (National
Academy Press, 1996).

Podemos notar que a medida que la rata crece va consumiendo

mayores gramos de alimento por dia (Cuadro 2), y dependiendo del gasto de



energia que haga diario, se sumaria mas gramos a la dieta, por lo que se le
administrara alimento Biovita (Cuadro 3) cumpliendo con los requerimientos de

macronutrientes necesarios (Hau y Van Hoosier, 2003).

Cuadro 2. Estimacion promedio de ingesta de comida (g/dia).

Especies Crecimiento Adulto Prefada Lactancia
Ratén 3-5 5-7 6-8 7-15
Rata 8-25 25-30 25-35 35-65

Adaptado de Hau y Van Hoosier (2003).

Cuadro 3. Composicion nutricional del alimento balanceado BIOVITA.

Componente Cantidad
Proteina cruda 17%
Humedad 13.0%
Calcio 0.85%
Grasa cruda 5.0%
Fibra cruda 5.0%
Fésforo 0.45%

Fuente: Agroindustrias Florida SAC (2020).

2.1.3. Ambiente

Para poder tener conocimiento del espacio necesario para el animal,
segun National Academy Press (1996), no solo se necesita considerar el peso
corporal o el area de superficie de éste, sino de otros factores, pero se recomienda,
a base de experiencia y en juicio, usar una serie de datos teniendo como base solo
peso corporal, de esta manera sacamos el area que necesita y la altura. El minimo
espacio que el animal puede tener debe ser suficientemente amplio como para que
voltee y pueda expresar posiciones normales, evitando que éstos, tengan estrés. El
area usada por los bebederos, comederos, nidos, entre otros, no debe contar como

parte del area del piso.



La temperatura en homeotermos expuestos a temperaturas mayores
a 29.4°C o debajo de 4.4°C, sin la posibilidad de que puedan refugiarse, podria
significar futuros problemas clinicos. Por lo que, es importante controlar la
temperatura a la cual se va a exponer el grupo de roedores, segun el procedimiento
que se va a realizar, en el caso de utilizar alguna sedaciébn o realizar un
procedimiento que provoque en el animal una hipotermia, debera mantenerse a los
animales en una jaula con una temperatura ambiental alta. En el caso de roedores
y lagomorfos podemos utilizar temperaturas entre 18 a 26°C, siendo recomendable
evitar los cambios constantes de temperatura y asi tener gastos innecesarios de
energia. La humedad debe estar dentro del rango de 30 a 70% (National Academy
Press, 1996).

Tener una ventilacion adecuada ayudara a reducir los gases toxicos
como el amoniaco, al igual que un cambio de cama de manera regular; es
recomendable la entrada de 50% de aire nuevo en la habitacion, pero que, a la vez,
no sea de alto grado de movimiento porque podria llegar a causar incomodidad en

el animal (National Academy Press, 1996).

Debido a que los roedores tienen caracter nocturno y algunas ratas,
en especial las albinas, son susceptibles a la retinopatia fototéxica, los niveles de
iluminacién no son muy necesarios de evaluar, de preferencia tener las jaulas en

ambientes no muy iluminados (National Academy Press, 1996).

2.1.4. Recoleccién de muestras

Segun el Instituto de Biologia y Medicina Experimental (2017),
dependiendo de la cantidad de sangre que se quiera recolectar se usara
determinada via, ya que las limitaciones de volimenes de algunas son acordes al
tamafio de la vena o arteria (Cuadro 4). Para el diagnostico tan solo es necesaria

una muestra de 0.3 a1 mL.



Cuadro 4. Volumen maximo de extraccion de sangre de R. norvegicus.

. Corte de Vena Vena de la : Puncion
Especie Submandibular .
cola yugular cola cardiaca
Rata 50-200 uL 1-2mL 1-2mL 1-2mL 7.5-15 mL

Fuente: IBYME (2017).

2.1.5. Valores hematologicos

Es necesario conocer los valores hematologicos de los ejemplares,

siendo diferentes tanto en machos como hembras de edad adulta (Cuadro 5).

Cuadro 5. Valores hematologicos de las ratas de laboratorio Rattus norvegicus

hembras y machos.

Hembras Machos
Parametros Rango de edades (semanas)
15-22 15-22
Hemoglobina (g/dI) 11.49 — 15.18 12.64 — 15.52
Hematocrito (%) 31.4-39.4 32.7-45.0
Conteo de eritrocitos (x108/uL) 5.81-7.19 6.03-8.10
Reticulocitos (%) 2.30 - 3.65 2.16 — 3.48
Plaquetas (x103/uL) 474 - 895 438 — 916
Leucocitos (x103/pL) 2.88-8.19 3.84-10.74
Neutrofilos (%) 3.88-12.79 0-145
Linfocitos (%) 83.64 — 96.93 83.51-97.13
Monocitos (%) 0-2 0-25
Eosinofilos (%) 0-1 0-1
VCM: Volumen Corpuscular Medio (fL) 51.3-56.2 48.6 — 55.6
HCM: Hemoglobina Corpuscular Media 19.4 -22.7 18.2-22.2
CHCM: Concentracion de hemoglobina 36.9 - 413 36.7 — 40.6

Corpuscular Media

Fuente: Gonzélez y otros (2011).



2.2.Respuestainmune

2.2.1. Organos linfoides primarios y secundarios

Los drganos linfaticos primarios son puntos donde los linfocitos
adquieren la madurez suficiente para poder funcionar correctamente, son
denominados “érganos generadores”, en el caso de que el animal sea adulto (Abbas
y otros, 2008).

El principal productor de linfocitos es la médula ésea, dando lugar a la
maduracion de los linfocitos B, en si, este 6rgano se encarga de la produccion de
toda célula sanguinea en adultos, ya que si hablamos de neonatos vendrian a
protagonizar otro tipo de oOrganos linfoides. A medida que el animal crece, la
hematopoyesis se da en huesos planos como vertebras, costillas, entre otros. Los
precursores de las células sanguineas maduran en la médula roja y alcanzan los
vasos sanguineos. Cuando este 6rgano se encuentra en un estado no favorable o
la demanda sobre la produccion de células sanguineas es excepcional, el
organismo recurre a reincorporar 6rganos a su funciéon hematopoyética como el
higado y el bazo, a este fendmeno se le llama “hematopoyesis extracelular” (Abbas
y otros, 2008).

Otro érgano primario es el timo donde principalmente sucede la
maduracion de los linfocitos T. Este organo es de forma lobulada y su ubicacion
anatomica es en el mediastino parte anterior, su estructura consta basicamente de
corteza externa 'y médula interna, ambas necesarias para el proceso de maduracion
linfocitica, los LT llegan en forma inmadura y se alojan en la corteza del timo, por
esta razon, podemos ver grandes poblaciones de timocitos ( LT inmaduros) que se
puede visualizar en el microscopio de color azul intenso, al ir madurando, van hacia
la médula, evidenciandose una menor poblacion y la muestra va a una tincion mas
clara (Abbas y otros, 2008).



El bazo es un 6rgano donde se albergan grandes poblaciones de
linfocitos, se pueden ver estructuras como pulpa blanca rodeada por arterias
centrales; alrededor de ésta se encuentran en su mayoria linfocitos T, reciben el
nombre de vainas linfaticas periarteriolares. Se distingue, ademas, la zona marginal,
que se inicia en el limite de la pulpa blanca, poblada de gran cantidad de linfocitos
B y macréfagos. La pulpa roja contiene tanto eritrocitos como células dendriticas
hasta macréfagos que tienen como funcion limpiar la sangre, funcionando el bazo

como un filtro para bacterias intracelulares (Abbas y otros, 2008).

2.2.2. Inmunidad innata y células

El organismo hace frente a patdgenos mediante varias barreras de
defensa, siendo la primera, la barrera fisico-quimica, que hace referencia a la piel,
la cual esté en constante cambio de células escamosas, garantizando seguridad en
el organismo, mucosas las cuales retienen a los agentes patégenos para luego
expulsarlos o eliminarlos, secrecion de glandulas tanto sudoriparas como sebaceas,
que al contener acidos grados, éstos crean un ambiente inhabitable para las
bacterias por su bajo pH, ademas de que al haber cicatrices o heridas abiertas, el
organismo cerrara las heridas formando costras para que no haya posibles
infecciones en el futuro. También podemos encontrar otros métodos de proteccion
como el vomito, diarrea, la secrecion de HCI del estbmago para eliminar bacterias
presentes en el alimento, entre otros. De esta manera, el organismo vuelve la

entrada de patégenos casi imposible (Campos, 2014).

Hablamos de la respuesta inmune inespecifica que, sin tener células
de memoria como la respuesta especifica, se usa con mucha frecuencia y de
manera indiscriminada (Mariscal y otros, 1999). Podemos resaltar que los
componentes de este sistema son: las barreras ya mencionadas, globulos blancos
(leucocitos), proteinas y citocinas, siendo los més importantes los neutrofilos, otros
fagocitos y células natural killer (NK) ya que se encargan de atacar al patégeno



como primera linea de defensa celular, y en el caso de los dos ultimos estimulan el

proceso de inflamacion, entre otras funciones (Cuadro 6).

Cuadro 6. Componentes de la inmunidad innata y sus funciones

Componentes

Funciones principales

Barreras

Capas epiteliales
Defensinas/catelicidina
Linfocitos intraepiteliales

Impedir la entrada de los microbios.
Destruccion de los microbios.
Destruccion de microbios.

Células efectoras circulantes

Neutrdfilos

Macréfagos

Linfocitos NK

Fagocitosis y destruccion inicial de microbios.
Fagocitosis y destruccion eficiente de los
microbios, secrecién de citocinas que estimulan la
inflamacion.

Lisis de células infectadas, activacion de los
macrofagos

Proteinas efectoras circulantes

Complemento

Lectina de unién a la manosa
(Colectina)

Proteina C reactiva (pentraxina)

Destruccion de los microbios, opsonizacién de los
microbios, activacion de los leucocitos.
Opsonizacién de los microbios, activacién del
complemento (via lectina)

Opsonizacion de los microbios, activacién del
complemento.

Citocinas

FNT, IL-1, quimiocinas
IFN-a, B
IFN-y
IL- 12
IL- 15
IL- 10, TGF B

Inflamacion

Resistencia a la infeccion virica.

Activacién de los macréfagos.

Produccion de IFN-y por los linfocitos NKy T
Proliferacion de linfocitos NK

Control de la inflamacién

Fuente: Abbas y otros (2008).

2.2.3. Inmunidad adquirida: Humoral y celular

Hay bacterias que pueden resistir y penetran las barreras fisico-

quimicas del organismo, por lo que entra en accién células que poseen un receptor

de reconocimiento de patrones, los cuales llegan a reconocer los patrones
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moleculares asociados a patdgenos de estos agentes, y de esta manera se activan

los patrones de respuesta adquirida (Campos, 2014)

La respuesta adquirida se activa cuando hay microorganismos
infecciosos y su respuesta se basa en los linfocitos como células principales, siendo
mas especifica a una gran variedad de macromoléculas que la inmunidad innata,
también incrementa la respuesta dependiendo al grado o la constancia de

exposicion al patdégeno; se divide en celular y humoral (Abbas y otros, 2008).

La inmunidad celular responde a los linfocitos T que actdan cuando
hay presencia de microbios fagocitados por macrofagos y en patégenos
intracelulares, siendo el caso primero, los linfocitos T helper activan la supresion del
patégeno fagocitado en el macréfago y en el caso de microbios intracelulares, los
linfocitos citotdxicos se encargan de destruir a la célula infectada. Podemos ver que
hay 3 tipos de linfocitos T CD4; los TH1 producen interleucina 2 (IL-2), factor de
necrosis tumoral beta (TNF-B) e interferon gamma (INF-y), los TH2 sintetizan
interferén 4 (IL-4), interferén 5 (IL-5), interferén 6 (IL-6) e interferon 10 (IL-10), los
THO producen de manera no tan efectiva los mismos tipos de citoquinas) (Abbas y
otros, 2008).

La inmunidad humoral esta a cargo de los linfocitos B, que reconocen
la presencia de las moléculas en la membrana del antigeno, se activan y se
diferencian en células plasméaticas que producen gran cantidad inmunoglobulinas,
como la IgG, IgA, IgM, IgD y IgE, éstas activan el complemento cuando se unen a

células fagociticas, mastocitos y basofilos (Mariscal y otros, 1999).
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2.3.Inmunosupresion del paciente

2.3.1. Mecanismos

El sistema inmune tiene como principales células a los linfocitos, que,
al madurar, desarrollan la caracteristica de no atacar al propio organismo, si este
proceso llega a fallar, estamos frente a un fendbmeno autoinmune. Para estos casos
el uso de inmunosupresores se ha vuelto un tratamiento muy efectivo en el caso de
trasplantes de 6rganos o enfermedades autoinmunes. Estos podrian llegar a
provocar infecciones secundarias por inmunosuprimir de manera inespecifica al

organismo (Mariscal y otros, 1999).

2.3.2. Ciclofosfamida

Este farmaco comprende dentro del grupo de los agentes alquilantes,
los cuales bloquean la sintesis de acidos nucleicos inhibiendo la divisién celular. Es
muy comun su uso para el tratamiento de distintos tipos de cancer, y efectivo si se
usa en altas dosis, pero al mismo tiempo es limitante por su toxicidad severa (Zaidi
y otros, 1990).

Como un inmunosupresor es muy usado principalmente en el
trasplante de 6rganosy para el tratamiento de enfermedades autoinmunes. El efecto
inmunosupresor no solo abarca humanos, sino también animales de laboratorio,
pero podemos ver que, en roedores, el uso de altas dosis puede generar toxicidad
severa, con una funcibn hematopoyética disminuida, cistitis hemorragica,

urotoxicidad, muchas veces resultando en muerte del animal (Zaidi y otros, 1990).

Las dosis bajas de este farmaco, en vez de producir una
inmunosupresion termina elevando ciertas respuestas inmunes, como la produccion
de anticuerpos. Investigaciones probaron que a dosis de 25 mg/kg, producia efecto
en poblaciones de células T lo cual provocaba la inmunosupresion. La

ciclofosfamida, en general, reduce las poblaciones de células CD4* y CD25*, pero
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se llegé a demostrar que dosis menores a 20 mg/kg no produce diferencias en los
niveles de inmunoglobulinas séricas, por lo que se recomienda usar dosis de 150

mg/kg como dosis inmunosupresora (Barrientos, 2009).

Sin embargo, investigaciones prueban que el rango de dosis
inmunosupresoras efectivas en ratas y ratones van desde concentraciones de 50

mg/kg a los 150 mg/kg de peso vivo (Sin Mayor y otros, 2019).

2.4. Inmunoestimulantes

Los inmunoestimulantes son usados a la par de los tratamientos como
coadyuvantes, de esta manera se controla mejor las infecciones y procesos
parasitarios potenciando a lo que vendria ser un tratamiento principal con farmacos,
y también evitando los efectos secundarios que podrian causar lesiones, ademas
estimula las defensas de nuestro organismo a diferencia de los farmacos interferén
3-1b, interfer6n R-1a que son inmunomoduladores comerciales y por ende, tienen

un costo elevado (Cardenas, 2015).

Cabe resaltar que, a diferencia de otros farmacos, se debe encontrar
la dosis adecuada, ya que, a elevadas dosis, los inmunoestimulantes naturales
podrian no tener efecto en el organismo y se deberia a una sobreestimulacion del
sistema inmunitario o por un tema de competencia por los receptores (Cardenas,
2015).

2.5.Ufa de gato (Uncaria tomentosa)

Uncaria tomentosa conocida comunmente como “Ufia de gato” es una
planta que crece en zonas tropicales o climas calidos; es un arbusto trepador que
hasta podria alcanzar los 20 metros de altura; posee gran cantidad de propiedades

medicinales, como antifingicas, antibacterianas, antiinflamatorias e



13

inmunoestimulantes; en humanos, se han usado para tratar enfermedades como
gastritis, artritis reumatoide, gonorrea, cirrosis, entre otras enfermedades como las

neoplasicas (Quintela y Ugaz, 2003).

Estudios prueban que tanto como el tallo, hojas y raices, presentan
propiedades biologicas; esta planta proviene de la familia Rubiaceae y del género
Uncaria, dentro de este género también podemos encontrar otras especies con
cualidades medicinales o compuestos similares a la Uncaria tomentosa como U.

guianensis, U. rhynchophylla y U. sinesis (Lopez, 2006).

2.5.1. Composicion quimica
En investigaciones, es importante saber la taxonomia de esta planta
para poder saber la clase de alcaloides contiene, en este caso, podemos encontrar
alcaloides primarios y alcaloides secundarios, ambos siendo del grupo oxindol

tetraciclico y pentaciclico (Obregén, 1995).

Ademas de los alcaloides también contiene heterésidos del &cido
quindvico, triterpenos, esteroles y compuestos fendlicos, los cuales también tienen

propiedades farmacéuticas (Obregén, 1995).

En su composicién guimica también podemos encontrar azucares
como glucosa, fucosa, quinovosa, ramnosa y galactosa; es importante tener esta
valoracion de principios activos en cuenta junto con la cuantificacion de los
alcaloides individuales presentes en la corteza, ya que siempre es variable por
distintos factores como diferencia de origen geografico, la época o estacion en la

que fue recogida, la maduracion o edad, entre otras variables (Obregdn, 1995).

Se investiga el contenido de alcaloides en la corteza de la Uncaria
tomentosa cultivada en distintos puntos de Ucayali- Perd (Cuadro 7), donde se
puede ver que en suelos mas acidos y con mayor contenido de arena hay menor
presencia de alcaloides en la corteza de la planta, en cambio, en suelos que tienen
pH mas alcalino y con presencia de mayor materia organica hay una mayor

presencia de alcaloides totales; ademas, se puede ver también que en menor altitud
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predomina el alcaloide tetraciclico, pteropodina, y en puntos de mayor altitud

predomina el alcaloide pentaciclico, mitrafilina (Torrejon y otros, 2010).

Cuadro 7. Concentracion de alcaloides en corteza de Uncaria tomentosa cultivada
en distintas altitudes

Localidades y sus altitudes

Alcaloides (Ic:tai\tlz;s, S::yvaoli El Porvenir  Tres de Octubre
Loreto)
136 msnm 286 msnm 385 msnm 884 msnm
Especiofilina (%) 0.016 0.959 0.257
Mitrafilina (%) 0.412 0.286 *1.124 *3.904
Uncarina F (%) 0.114 0.082 0.047 0.076
Pteropodina (%) *2.816 *10.828 0.421 1.398
Isomitrafilina (%)
Rincofilina (%) 1.123
Isorincofilina (%)
Isopteropodina (%)
Total 4.481 11.196 2.551 5.635

* Alcaloide mayoritario en cada localidad

Fuente: Torrejon y otros (2010).

Por otro lado, encontramos estudios farmacolégicos usando la corteza
de la planta para propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, esto sucede, debido
a la sinergia en la que trabajan los compuestos de la ufia de gato, por ese motivo,
se recomienda no aislar los compuestos, por el contrario, utilizar en las pruebas el

extracto completo y asi potenciar el efecto que se busca (Obregén, 1995).

Tenemos a compuestos que presentan mayor accion antiinflamatoria
como el heterdpsido de acido quinovico, y los que potencian al efecto mencionado,
como bsitosterol, estigmasterol, campesterol, que son esteroles produciendo una

actividad antiinflamatoria moderada; el extracto de corteza también se encarga de
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los radicales libres y el estrés oxidativo, que normalmente vemos en inflamaciones
cronicas, degradando al oxidante celular mediador de la inflamacion como el
peroxinitrito, y neutraliza los efectos de los radicales libres evitando una muerte

celular inducida por radiacién (Quintela y Ugaz, 2003).

2.5.2. Alcaloides presentes en la planta

Los alcaloides son metabolitos que contienen atomos de nitrégeno y
de carbono en su estructura, son muy conocidos por sus efectos farmacologicos
(Cuadro 8); éstos se pueden sintetizar a partir de los aminoacidos como la lisina,
triptéfano y tirosina. Su finalidad ha sido objeto de estudio ultimamente, concluyendo
que, sirve como medio de defensa contra animales depredadores, ya que posee
alta toxicidad y una capacidad disuasiva (Hartmann, 1992). Esta planta presenta
dos grupos de alcaloides (L6pez, 2006).

e Inddlicos:
e Gambirtanina
¢ Dihidrogambirtanina
e Hirsutina
e Oxindoles:
e Tetraciclicos:
o Rinchofilina
o Isorinchofilina
e Pentaciclicos:
o Mitrafilina
o Isomitrafilina
o Isopteropodina
o Pteropodina

o Uncarina
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Cuadro 8. Propiedades farmacoldgicas de alcaloides encontrados en la planta
Uncaria tomentosa.

N° Constituyente activo Aplicacion
1. Esteres de acido quinico Antiinflamatorio
2. Rinchofilina (Alcaloide) Inhibe la trombosis y la agregacion plaquetaria
3. Isopteropodina (Alcaloide) Inmunoestimulante
4, Krallendom Anticancerigeno
Propiedades antiinflamatorias y
5. Alcaloides oxinddlicos pentaciclicos inmunomoduladoras
Proantocianidinas (procianidinas
6. oligoméricas) Antioxidante
7. Acido cafeico (acidos fendlicos) Antioxidante
8. Mitrafilina Hipotensor
Beta-sitosterol, estigmasterol,
9. campesterol Propiedades antiinflamatorias
10. Isopteropodina y pteridina (alcaloide) Estimula la fagocitosis in vitro
11. Uncarina F Efecto antitumoral
12. Saponinas triterpenoides Efecto antitumoral
13. Hirsutina e Hirsuteina Propiedades anti convulsivas en ratones
Moduladores positivos para receptores
14. Pteropodina e Isopteropodina muscarinicos.

Adaptado de Chauhan y otros (2015).

Por medio del test de los granulocitos (investigada por Brandt) se midié
la actividad defensiva de los glébulos blancos, y se concluyd que los alcaloides
mitrofilina y rynchofilina no mostraban actividad alguna in vitro, pero los alcaloides
pteropodina, isomitrofilina e isorynchofilina mejoraban la actividad fagocitica de las
células en un 50% (Wagner,1998).
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Segun Lopez (2006) los alcaloides oxinddlicos tetraciclicos (AOT),
(rynchofilina e isorynchofilina) actian a nivel del sistema nervioso central, mientras
que, los alcaloides oxinddlicos pentaciclicos (AOP) actian sobre el sistema
inmunitario, asi mismo, los AOT inhiben la actividad de los pentaciclicos sobre
células endoteliales e inhibidores de la actividad inmunoestimulante que este

alcaloide ofrece.

Ambas clases de alcaloides podemos encontrarlos en la planta, por lo
que, muchos preparados separan estas dos clases en libre de alcaloides
tetraciclicos (TOAF) y libre de alcaloides pentaciclicos (POAF), de esta manera se
pueden evitar la interaccion dosis dependiente que hay entre los AOP y AOT, ambas
clases de preparados funcionan de acuerdo al tratamiento, en enfermedades
autoinmunes se puede aplicar el quimiotipo POAF, y en el caso de ayudar a la

estimulacién inmunitaria del animal, se usa el quimiotipo TOAF (Orteaga, 2006).

La eficacia de la fagocitosis y la produccion de la actividad
inmunoestimulante se debe al porcentaje del contenido y tipo de alcaloides, ademas
de las sustancias adicionales que se encuentren presentes al momento de

administrar via oral (Wagner,1998).

2.5.3. Aplicaciones farmacoldgicas

Suceden procesos como la inactivacién de Factor nuclear kappa B
(NF-KB) el cual es un factor que activa genes encargados de la respuesta
antiinflamatoria y la regulacion de la apoptosis, de esta manera podria disminuir el
crecimiento tumoral por lo que se dice que la planta tiene propiedades
antitumorales, importante en la expresion de mas de 28 genes involucrados en la
inflamacion (genes proinflamatorios), la inhibicion de la produccion de TNF-a (Factor
de necrosis tumoral), la cual es una citoquina que funciona como mediador del
desarrollo de inflamaciones cronicas; o de la expresion molécula de adhesion
intercelular (ICAM-1) que es una glucoproteina de adhesion en la quimio atraccion
de células inflamatorias hacia el tejido inflamado. Algunos autores también recalcan

su funcion inhibiendo citoquinas como IL-1 e IL-6 (NUfiez y otros, 2008).
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También se demostro la actividad antiviral frente al virus de estomatitis
vesicular y al rinovirus producida por la aplicacion de heterésidos del acido

quindvico, pero peligrosamente usando dosis cerca a citotoxicidad (Aquino,1989).

2.5.4. Efecto inmunoestimulante

De acuerdo a sus cualidades inmunoestimulantes se observa que,
usando la dosis de 6mg/g de oxindoles totales estimula la produccion de
interleucinas 1y 6, aumenta la poblacion de monocitos y la fagocitosis de neutréfilos

granulados y macrdéfagos, tanto en condiciones in vitro como in vivo (Lopez, 2006).

La IL-1 ha demostrado tener una actividad similar al TNF, favorece el
proceso de inflamacion y la respuesta generada por la inmunidad innata,
dependiendo de las cantidades excretadas, ya que en bajas dosis trabaja como
mediador de la inflamacion local y en mayores dosis estimula en la médula ésea la
produccion de leucocitos (en este caso neutréfilos) y plaquetas (Abbas y otros,
2008).

La IL-6, en el caso de la inmunidad innata se encarga de estimular la
sintesis de proteinas contribuyendo a la fase aguda de la infeccion, y también la
produccion de neutréfilos; ademas, estimula el crecimiento de linfocito B ya
diferenciados en productores de anticuerpos actuando en la inmunidad adaptativa;
nuevos estudios sefialan que inhibe la accién y produccion de linfocitos T

reguladores (Abbas y otros, 2008).

El efecto inmunoestimulante se debe a los alcaloides presentes en la
planta, los cuales son compuestos organicos mayormente de origen vegetal que
presentan en su estructura moléculas de nitrégeno; sin embargo, recientes estudios
demuestran su actual presencia en pequefias cantidades en insumos de origen

animal (Lopez, 2006).
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2.5.5. Toxicidad y dosificacion

Se demostré que no hubo signos de toxicidad en ratones, utilizando
concentraciones maximas de la sustancia, de 80 mg/kg de extracto liofilizado con
0.05% de alcaloides durante 8 semanas y 160 mg/kg por 4 semanas, tampoco
signos de toxicidad aguda cuando la dosificacion era mayor o igual a 16g/kg y con
la dosis de 1g/kg por 4 semanas seguidas (LOpez, 2006). No hubo cambios en
examenes histopatolégicos, siendo los resultados iguales a los del grupo de control;
al aumentar la dosis a 1g/kg, los resultados fueron los mismos (Quintela y Ugaz,
2003).

Se demostrd que no esta asociada a problemas hepaticos, por lo que
se cataloga como una planta altamente tolerada y segura (Piscoya, Rodriguez y
otros, 2001).

Se ha reportado toxicidad crénica, produciendo un ligero aumento en
el porcentaje de linfocitos y una disminucion en el total de neutrdéfilos y granulocitos,
pero, si el tratamiento continda con la dosis letal, podria ocasionar paro respiratorio
y ataxia, por los efectos que tienen los alcaloides sobre el sistema nervioso central,
causando efectos negativos cronotropos, inotropos, inhibicion de agregacion de

trombocitos y efectos sedantes (Reinhard, 1997).

2.5.6. Contraindicaciones

La Asociacion Americana de Productos Herbales (AHPA), cataloga a
la ufia de gato una clasificacion clase - 4 en los rangos de seguridad, lo que indica
la insuficiente informacion cientifica para considerar la hierba 100% segura (Erowele
y Kalejaiye, 2009).

Como Uncaria tomentosa tiene efectos inmunoestimulantes, esta
contraindicado su uso en pacientes antes y después de cualquier trasplante de

organos, médula 0sea o de piel (Chauhan y otros, 2015). Asimismo, su uso puede
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comprometer la fertilidad en mujeres que buscan quedar embarazadas, pero no es

totalmente seguro para ser usado como un anticonceptivo (Williams, 2001).

Suspender su uso 10 dias antes de cualquier intervencion quirargica,
esta contraindicado en caso de Ulcera péptica y gastritis, ya que debido al efecto
ulcerogénicos de los taninos que contiene, se podria producir un empeoramiento en
ambos casos (Lopez, 2006). Se recomienda evitar tomar antiacidos al tomar dosis
de ufia de gato (Navarro y otros, 2006). Dosis altas de ufia de gato podrian traer
dolores abdominales o problemas gastrointestinales, incluyendo diarrea,
descontinuar el uso o reducir la dosis si la diarrea persiste mas de 3 a 4 dias (Costa
Bieski, 2006).

2.5.7. Otros estudios

Estudios al respecto, resaltan las propiedades inmunoestimulantes de
U. tomentosa, al administrar en estado acuoso y procesado por liofilizacién en
pacientes sanos, por seis semanas, en donde se observo el incremento del 8.8%

del promedio normal de leucocitos (Sheng y Bryngelsson, 2000).

También se observd un aumento de la respuesta inmunoldgica de

pacientes sanos al administrar una vacuna neumocécica (Lamm y Sheng, 2001).



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1.Lugar de ejecucion

La investigacion se desarrollé en el distrito de Trujillo, provincia de
Trujillo, region La Libertad. El distrito de Truijillo tiene una altitud de 34 m.s.n.m., la
temperatura ambiental varia desde 14° en épocas de invierno, hasta 33° en meses

como enero.

3.2. Animales de estudio

Se utilizaron 29 ratas blancas machos de 200 a 400 g, en edad adulta
(entre 20 a 25 semanas) procedentes de la cria de padres obtenidos del bioterio de
la Universidad Nacional de Trujillo, 5 de ellas se eutanasiaron al inicio del

experimento y a las restantes se les aplico los tratamientos

Las ratas provinieron del cruce de 3 machos con 6 hembras, y se los
destetd a los 30 dias desde su nacimiento; para ser separados en grupo de 2 ratas

por ambiente.

3.3.Manejo y alimentacion

Se usaron piensos de BIOVITA, para cubrir los requerimientos
energéticos y disponibilidad de comida Ad Libitum, al igual que el agua, donde los
sujetos de prueba tuvieron a disponibilidad las 24 horas. El pienso se repartio por

ambas jaulas por igual.
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3.4.Instalaciones

Se usaron las instalaciones especiales para ratas de laboratorio
siguiendo la “Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio” de la
Academia Nacional de Medicina (1999), evitando nuevas variables que afecten el
resultado.

Cada grupo de estudio se instalé en jaulas de plastico, con cama de
viruta, a temperatura ambiente, evitando que disminuya de 20°C. Recibieron la

misma cantidad de horas de luz (aproximadamente 12 horas).

Se evitd exponer a las ratas a factores de estrés, ya que, esto pudo
afectar en la prueba dando falsos resultados, por lo que, se adaptdé un ambiente
donde se evitd el contacto con cualquier factor, asi también, se tuvo ventilado el

lugar para evitar acumulaciones de gases.

3.5.Variable independiente

Tintura de Ufa de gato (Uncaria tomentosa)

3.6. Tratamientos

Los experimentos se llevaron a cabo separando 4 grupos, en el
primero solo se utilizo solucidn fisiologica siendo nuestro grupo de control negativo
(sin cambios), el segundo se aplico la ciclofosfamida y se administrd solucion via
oral siendo el control positivo (inmunodeprimido) y los ultimos se aplicé la ufia de

gato via oral (100 mg y 200 mg x kg respectivamente) y la ciclofosfamida.

o T1:. Administracibn de solucion fisiolégica via oral +

administracion de NaCl via intraperitoneal (control negativo).
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o T2: Administracién de ciclofosfamida via IP (50mg/kg en 2 dosis)
+ Administracion de solucion fisioldgica via oral (control positivo)

o T3: Administracion de UT (100mg/kg) via oral + administracion de
ciclofosfamida via IP (50mg/kg en 2 dosis)

o T4: Administracion de UT (200mg/kg) via oral + administracion de

ciclofosfamida via IP (50mg/kg en 2 dosis)

3.7.Variables dependientes

» Valores hematolégicos (Hemograma)

+ Conteo de células 6rganos linfoides (timo, bazo y médula ésea)

3.8.Procedimiento y metodologia

3.8.1. Administracion del extracto de ufia de gato

Se administré a la misma hora todos los dias, un méximo de
concentracion 100 mg/kg/dia y 200 mg/kg/dia, el extracto tiene concentracién del
20% (200 mg de corteza de ufia de gato en 1 mL de alcohol etilico 80%) obtenido
de los Laboratorios Takiwasi ubicados en la ciudad de Tarapoto. Fue administrada
desde el dia 3 del experimento hasta el dia 18 donde se suspendié la tintura para

la toma de muestras final.

Se realizé la administraciéon de la tintura por medio de una sonda, de
esta manera, se asegura que el animal ingiera toda la dilucién de la tintura mas

cloruro.

3.8.2. Proceso de inmunosupresion
Con la finalidad de inducir inmunosupresion en los animales, tres
grupos (T2, T3 y T4) recibieron Ciclofosfamida a 2 dosis de 50mg/kg de peso vivo
el dia 2 y el dia 10, inyectandolo por via intraperitoneal, tomando como referencia
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la bibliografia afiadimos una segunda dosis para asegurar la inmunosupresion
(Torres, 2008).

3.8.3. Toma de muestras

En el dia 1 se realiz6 la eutanasia de 5 ejemplares para obtener datos
base acerca del conteo de células de drganos linfoides, se usé HALATAL via
intramuscular para luego inyectar T-61 (agente eutandsico) via intravenosa,

evitando que el animal sienta dolor o molestia alguna.

En el dia 3 se obtuvieron las primeras muestras sanguineas para la
realizacion de los hemogramas, usando un equipo de anestesia inhalatoria para la
inmovilizacion del ejemplar con isoflurano, asegurando el menor estrés y una
inmediata recuperacion. Se realizé una puncién intracardiaca de todas las ratas
extrayendo un maximo de 0.5mL por cada ejemplar, recolectandolos en microtubos
EDTA (acido etilendiaminotetraacético) y transportandolo en un cooler hacia el

laboratorio con un maximo de 4 horas desde la obtencion de la muestra.

Posteriormente, se realiz6 el mismo método de toma de muestras
sanguineas en el dia 18. Al igual que la eutanasia el dia 18 de los ejemplares para

la observacion de la celularidad de los érganos linfoides.

3.8.4. Examenes de laboratorio

e Hemograma
Para la obtencion de resultados se transporté al laboratorio Vet Center,

donde se procesé las 48 muestras en total recolectadas en microtubos con EDTA.

e Conteo de la celularidad de 6rganos linfoides:

Se uso6 el Manual de Inmunologia de la Universidad de Granada;

siguiendo el protocolo de diseccion, extrayendo de manera cuidadosa el bazo,
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timo, y médula 6sea de un hueso largo (fémur) y se procedié a realizar lo
siguiente:
o Se coloco el 6rgano en una placa Petri, el cual se disgregé con 8
ml de solucién Turk.
o Con una micropipeta se tomo 10 pl.
o Se coloco en la camara de neubauer solamente 10 ul de la
mezcla.
o Se llevo al microscopio, para observar, primero a 10x para
localizar la cuadricula, luego a 40x para realizar el conteo,
aplicando la formula para el resultado final:

) 3 3 N° de células contadas L
N° de células x 10° /mm> = xdiluciéon
n° de cuadrantes x espesor x 1000

Donde:

Espesor: 0.1mm
3.9.Condiciones éticas
El experimento se realizé dentro de lo establecido en la “Guia para el

Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio”, con establecimientos que cumplan

bienestar animal y manejo adecuado.
3.10. Anélisis estadistico
Se distribuyeron a los sujetos al azar, con 4 tratamientos y 3

repeticiones, con 2 ratas en cada unidad experimental. Los resultados fueron

sometidos al andlisis de varianza y a la prueba de Tukey.



IV. RESULTADOS

4.1.Valores hematoldgicos

a) Serie Roja

En el Cuadro 9 se muestran los promedios de los valores
hematoldgicos iniciales en la serie roja, de las 24 ratas (machos), separadas en los
4 tratamientos, comparados con los valores de referencia normales en estas
especies; pudiéndose observar que todos los grupos, en la mayoria de parametros,
se encontraban dentro de los valores normales, sin diferencias significativas entre

grupos.

Cuadro 9. Valores iniciales de pardmetros de la serie roja, segun tratamientos

Promedio por Tratamiento

Parametros
1 2 3 T4 Valores d e
Referencia
Hemalocriio  1393+334a  44.28:366a 4452:275a  45.87:1.79% 31.4- 450

(%)
Hemoglobina

(g/d)) 1433+120a 14.28+1.19a 14.73+0.78a  14.80+0.59a 11.49 - 15.52
Eritrocitos (ul) 7.35+0.63a 7.30+0.49a 7.67+0.53a 7.60£0.30a 5.81-8.10
VCM (fl) 60.2 + 1.04a 60.7+3.26a 62.47+2.10a  60.47+1.62a 48.6 -56.2

*Medias con una letra comun en cada fila no son significativamente diferentes (p> 0.05)
para la prueba de Tukey. T1: Solucién salina (control), T2: ciclofosfamida + sol. Salina, T3:
ciclofosfamida + UT 100mg/kg, T4: ciclofosfamida + UT 200mg/kg

El cuadro 10 muestra el promedio de los valores de la serie roja de los
ejemplares al final del experimento a los 15 dias de la primera aplicacién de la tintura
de Uia de gato, tomando los mismos valores de referencia de la literatura, no hubo

cambios significativos entre los grupos de tratamientos.
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Cuadro 10. Valores finales de parametros de la serie roja, segun tratamientos.

Promedio Por Tratamiento

Parametros Valores De
T1 T2 T3 T4 .
Referencia
Hematocrito
%) 44,02 +3.34a 41.70+0.87 12.22+450a 40.60+1.98a 31.4-45.0
0
Hemoglobina
(GID) 14.13 + 1.56a 13.47+ 0.28a 13.65+1.47a 13.10+0.64a 11.49 - 15.52
Eritrocitos (Ul) 7.09+0.84a 6.87+0.30a  6.91+0.68a 7.67+0.34a 5.81-8.10

VCM (FI) 61.77 +2.96a 60.87+2.74a 61.17+1.47a 60.52+1.65a 48.6 - 56.2

* Medias con una letra comun en cada fila no son significativamente diferentes (p> 0.05)
para la prueba de Tukey, T1: Solucién salina (control), T2: ciclofosfamida + sol. Salina, T3:

ciclofosfamida + UT 100mg/kg, T4: ciclofosfamida + UT 200mg/kg..

b) Serie blanca

En el Cuadro 11 se muestran los promedios de los valores
hematoldgicos iniciales de la serie blanca, pudiendo encontrar ligeros aumentos con

respecto a los valores promedio de monocitos, eosindfilos y neutréfilos, sin

diferencias significativas entre grupos.
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Cuadro 11. Valores iniciales de parametros de la serie blanca y plaguetaria, segun
tratamientos

Promedio por Tratamiento

Parametros

T1

T2

T3

T4

Valores de
referencia

Leucocitos (k/ul)

N. Segmentados
(k/ul)

N. Abastonados

(k/ul)
Linfocitos (k/ul)

Monocitos (k/ul)

Eosindfilos (k/ul)
Basofilos (k/ul)

Plaquetas (u/l)

12.03 +10.52a

3.73 + 3.26a

0.24 £ 0.21a

7.22 £6.31a

0.60+0.53a

0.24 + 0.21a

0 +0a

9.70 + 3.87a

3.01 +1.20a

0.19 £ 0.08a

5.82 £ 2.32a

0.49 + 0.19a

0.19 £ 0.08a

0+0a

7.03+1.27a

2.18+0.39%a

0.14+0.03a

4.22+0.76a

0.35+0.06a

0.14+0.03a

0+0a

7.98+2.02a

2.45+0.62a

0.16+0.04a

4.79+1.21a

0.40+0.10a

0.16+0.04a

0+0a

2.880 -
10.740
5-20%
(0.34-2.148
k/ul)
0-1% (O-
0.18 k/ul)
83.51 -
97.13%
(2.40-
10.43k/ul)
0-2.5%
(0-0.27
k/ul)
0-1% (0-
0.18Kk/ul)
0-1% (0-
0.18Kk/ul)

653.33+104.89a 808 + 248.01a 732+166.67a 725.33+308.80a 438 - 916

*Medias con una letra comun en cada fila no son significativamente diferentes (p> 0.05)

para la prueba de Tukey. T1: Solucién salina (control), T2: ciclofosfamida + sol. Salina, T3:

ciclofosfamida + UT 100mg/kg, T4: ciclofosfamida + UT 200mg/kg.

En el cuadro 12 se puede observar el promedio de los valores

hematoldgicos de la serie blanca al final del experimento, obteniendo un descenso

de leucocitos, linfocitos, monocitos y plaquetas en los tratamientos T2, T3y T4, con

respecto al T1, resaltando el T4 como el mas cercano a los valores iniciales, sin

diferencias significativas con T1.
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Cuadro 12. Valores finales de pardmetros de la serie blanca y plaguetaria, segun

tratamientos

Promedio por Tratamiento

Valores de
Parametros T1 T2 T3 T4 Referencia
Leucocitos (k/ul)  8.60 +1.70b 4.79 + 2.26a 4.88+2.59a 5.55+1.62ab 2.880-10.740
N.
Segmentados 5-20 % (0.34-
(k/ul) 2.58 + 0.51b 1.44 + 0.68a 1.47+0.78a 1.67+0.49ab 2.148 k/ul)
N. Abastonados 0-1%(0-0.18
(kful) 0.00 + 0.00a 0.00 + 0.00a 0.00+0.00a 0.00+0.00a k/ul)
83.51-97.13%
Linfocitos (k/ul)  5.59+ 1.10b 3.11+ 1.47a 3.17+1.68a 3.61+1.05ab (2.40-10.43k/ul)
0-2.5(0-0.27
Monocitos (k/ul)  0.34+0.07b 0.19 + 0.09a 0.20+0.10a 0.22+0.06ab k/ul)
0-1% (O-
Eosindfilos (k/ul)  0.09 = 0.02b 0.05 = 0.02a 0.05+0.03a 0.06+0.02ab 0.18k/ul)
0-1% (O-
Basofilos (k/ul) 0 +0a 0+0a 0+0a 0+0a 0.18k/ul)
Plaquetas (u/l) 729.33+80.97a 602.00 + 135.83a 649.17+60.84a 672.00+111.53a 438 - 916

*Medias con una letra comun en cada fila no son significativamente diferentes (p> 0.05)
para la prueba de Tukey. T1: Solucién salina (control), T2: ciclofosfamida + sol. Salina, T3:
ciclofosfamida + UT 100mg/kg, T4: ciclofosfamida + UT 200mg/kg

4.2.Celularidad de 6rganos linfoides

En el cuadro 13, se puede observar la comparacién de valores iniciales

y finales de celularidad en el Bazo. No hubo diferencias significativas entre grupos;

sin embargo, en los valores finales, hay una mayor produccion celular en el T4, con

respecto a los otros tratamientos.
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Cuadro 13. Promedio de conteo celular en Bazo, segun tratamientos

Células x103/mm?3

Tratamientos

Valor inicial Valor final
T1 111.33a 97.87a
T2 118.89a 62.51a
T3 100.8a 95.28a
T4 125.85a 108.88a

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05) para la prueba
de Tukey.**T1: Solucion salina (control), T2: ciclofosfamida + sol. Salina, T3:
ciclofosfamida + UT 100mg/kg, T4: ciclofosfamida + UT 200mg/kg

En el conteo final de células leucocitarias del bazo, se pueden
observar que el T4 tuvo la mejor respuesta, con respecto a los otros tratamientos
(Figura 1).
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Tratamientos

Figura 1. Promedio de conteo celular final en Bazo, segun tratamientos

En el cuadro 14, se puede observar la comparacion de valores iniciales

y finales de celularidad en la Médula ésea, observando que los animales que fueron
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sometidos al T4 (Ciclofosfamida + UT200mg/kg) presentaron mayor celularidad con

respecto a los otros tratamientos, en los valores finales.

Cuadro 14. Promedio de conteo celular en Médula 6sea, segun tratamientos

Células x103mm?3

Tratamientos

Valor inicial Valor final
T1 23.52a 31.12a
T2 32.04a 18.88a
T3 21.75a 22.69a
T4 20.76a 23.33a

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05) para la prueba
de Tukey. **T1: NaCl (control), T2: ciclofosfamida + NaCl, T3: ciclofosfamida + UT
100mg/kg, T4: ciclofosfamida + UT 200mg/kg.

Los resultados entre los tratamientos finales de las muestras tomadas
de la Medula 6sea (Figura 2.), se evidencia la curva de descenso de produccién de
linfocitos en todos los grupos, en comparaciéon con el grupo de control T1 (NaCl);
sin embargo, se observé un ligero aumento de celularidad en el T4 con respecto al
T2y T3.
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Figura 2. Promedio de conteo celular final en Médula 6sea, segun tratamientos.

Por ultimo, con respecto al Timo, se evidencia un aumento no tan
significativo de células leucocitarias con respecto a los valores iniciales de cada
grupo; el T3 fue el que dio mejores resultados con respecto a los demas

tratamientos. (Cuadro 15).

Cuadro 15. Promedio de conteo celular en Timo, segun tratamientos

Células x103mm?3

Tratamientos

Valor inicial Valor final
T1 44.67a 63.55a
T2 40.56a 26.27a
T3 44.25a 49.79a
T4 33.81a 40.99a

*Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p> 0.05) para la prueba
de Tukey. **T1: NaCl (control), T2: ciclofosfamida + NaCl, T3: ciclofosfamida + UT
100mg/kg, T4: ciclofosfamida + UT 200mg/kg.



33

Se observa una disminucion marcada del T2 con respecto al resto de
tratamientos, el T3 y T4 muestran regeneracion casi similar siendo el primero, el
gue marca mayor numero de celularidad (Figura 3).
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Figura 3. Promedio de conteo celular final en Timo, segun tratamientos.



V. DISCUSION

5.1.Valores hematoldgicos

a) Serie Roja

Con respecto a los valores iniciales en todos los tratamientos, se
encontraron dentro de los parametros establecidos segun Gonzales y otros (2011),
a excepcion del valor corpuscular medio (VCM), que se encontré ligeramente
aumentado, siendo aceptable ya que los valores pueden variar ligeramente segun

edad o situaciones de estrés.

En relacion a los valores finales, no se hallaron diferencias
significativas entre tratamientos, después del proceso de inmunosupresion y el uso
de la Unha de Gato; esto coincide con Saavedra (2008), quien afirma que, en pollos
de engorde, los valores hematolégicos de la serie roja como eritrocitos vy
hemoglobina no son influenciados por la planta, de esta manera podemos

corroborar que una de sus funciones no seria elevar pardmetros eritrocitos.

b) Serie Blanca

Los valores iniciales tomados en el dia 1 del experimento, se
encontraron dentro de los valores normales establecidos para la especie, en todos
los grupos. Al compararlos con los valores luego de la aplicacion de los tratamientos,
se observa una notoria disminucion de la serie leucocitaria, luego de la aplicacion
de ciclofosfamida a 2 dosis de 50 mg/kg utilizada en los tratamientos T2 (grupo
inmunosuprimido con ciclofosfamida), T3 (grupo inmunosuprimido con
ciclofosfamida e inmunoestimulados con ufia de gato 100 mg/kg) y T4 (grupo
inmunosuprimido con ciclofosfamida e inmunoestimulados con uiia de gato 200
mg/kg). Sobre la disminucion de los valores del T1 (NaCl), si bien es cierto que no

fue administrada la ciclofosfamida, se reemplazo por el uso de suero inyectado via
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intraperitoneal, lo que supone un estrés para el ejemplar, segun estudios de
Sanchez (2007), el estrés generalmente causa deficiencias en la inmunidad en los
seres Vvivos; por lo que, cualquier estimulo inusual para el animal lo sometera a un
estrés agudo o crénico, de esta manera es justificable los cambios en el T1 con
ligeros signos de inmunosupresion, esto no afecta en la comparacion de resultados
ya que, todos los sujetos de prueba estuvieron expuestos a las mismas

manipulaciones, por lo que, el factor de estrés estuvo presente en cada ejemplar.

En los promedios de valores finales, podemos observar que, en el
parametro de leucocitos, hubo diferencias significativas entre los tratamientos T1
(NaCl) con T2 (Ciclo + NaCl) y T3 (Ciclo + UT 100mg/kg), en el segundo caso, la
aplicacion de la ciclofosfamida inmunodeprimio a los animales, en el tecer caso, con
la aplicacién de la ciclofosfamida + UT, se mostr6é un ligero aumento, pero no tan
cercano a los valores de los animales que no se inmunodeprimieron. Por otro lado,
no se observo una diferencia significativa (P<0.05) entre el tratamiento T4 (Ciclo +
UT 200mg/kg) con los demas, y fue el unico que no mostré diferencias con T1, y
esto significa que fue el que mas se acerco a los valores de los animales control,
demostrandose el mejor efecto de la Uha de gato a dosis (200mg/kg); este
resultado coincide con Lamm y Sheng (2000) quienes demostraron resultados
similares cuando aplicaron la tintura a dosis similares, donde, el promedio de
leucocitos incrementd un 8.8%. En nuestro estudio se evidencia su efecto
inmunoestimulante en el T4 a dosis de 200mg/kg, pudiendo aumentar en gran

cantidad la produccion de leucocitos con respecto a los valores obtenidos en el T2.

Segun Lopez (2006), el efecto inmunoestimulante de la Ufia de gato,
se debe sobre todo a los alcaloides pentaciclicos; por lo que, a mayor concentracion
de éstos, mayor accion de la tintura sobre el sistema inmunoldgico, esto significaria
gue se necesita una dosis mayor o igual a 200 mg/kg para que sus efectos
inmunoestimulantes resalten o la predominancia de alcaloides pentaciclicos en la

tintura administrada. Ademas, se ha descrito que la altitud influye en la
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concentracion de alcaloides, Torrejéon (2010) habla sobre a mayor altitud mayor
cantidad de alcaloides pentaciclicos, esto influiria, ya que, la tintura de Uncaria
tomentosa usada fue proveniente del Laboratorio Takiwasi de la ciudad de Tarapoto

con una altitud de 350 m.s.n.m.

Con respecto a los valores de neutréfilos segmentados vy
abastonados, vemos que en la toma final no hay presencia de abastonados, es
decir, neutrdéfilos inmaduros, y hay una disminucion de los N. segmentados. La
ciclofosfamida causa mielosupresion, siendo un alquilante llega a causar leucopenia
muy marcada en los dias 10 a 15 de la administracion del farmaco y comienza la
regeneracion de la médula 6sea desde dia 18, por lo que afecta en la produccién
de nuevos neutréfilos (Ferreiro y otros, 2003). De igual forma, se observé un ligero
aumento de neutréfilos segmentados en los tratamientos T3 (Ciclo + UT 100mg/kg),
y T4(Ciclo + UT 200mg/kg) , en comparacion con el T2(Ciclo + NaCl), e igualmente
gue en el caso de leucocitos totales, el T4 fue el Unico que no tuvo diferencias
significativas con el T1 (NaCl), siendo el que mostré mayor recuperacion y se acerco

mas a los valores del grupo control.

Los animales que recibieron el T4 (Ciclo + UT 200mg/kg) mostraron
mayor elevacién de linfocitos a comparacion de los demas tratamientos (sin
diferencia significativa), siendo éste mas proximo a los resultados de la primera
toma de muestra y en relacion al tratamiento control T1 (NaCl), esto coincide con la
investigacién de Klymenco y Bazica (1998) donde se observa la elevaciéon de la
poblacién de linfocitos T y B en pacientes humanos con inmunodeficiencia, tratados
con tintura de Ufa de gato. A su vez, como la U. tomentosa estimula la produccién
de IL-6, ésta aumenta la diferenciacion y maduracion de linfocitos T y B, al igual que
coestimula la produccion y crecimiento de los precursores hematopoyéticos
(Saavedra y otros, 2011). Asi mismo, Sheng y otros (2000), encontraron una
elevacion en la cantidad de linfocitos y neutréfilos dosis-dependiente en ratas, a

dosis de 40 mg/kg de Ufia de gato por 8 semanas.
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La tintura de Ufia de gato también estimula la produccion de IL -1 que
ayuda a inducir la proliferacion de linfocitos T y timocitos, causa neutrofilia y
promueve la formacion de progenitores mieloides. Lopez (2006) informa sobre un
aumento significativo de linfocitos en sangre periférica (a dosis de 1 g/kg por un
periodo de 4 semanas). De esta manera podemos observar, que, aunque no
muestren diferencias significativas tanto el T4 (Ciclo + UT 200mg/kg) como T3 (Ciclo
+ UT 100 mg/kg) hay una mayor produccién de células con respecto al T2 (Ciclo +
NaCl), indicando que, siendo grupos inmunosuprimidos, éstos llegan a elevar el
parametro de los linfocitos casi alcanzando los valores del T1 (NacCl).

Con respecto a los monocitos, se evidencia que no hay aumento en la
cantidad de monocitos entre los valores iniciales y finales, pero comparando solo
los tratamientos finales hay un ligero ascenso en los tratamientos T3 (Ciclo + UT
100mg/kg) y T4 (Ciclo + UT 200mg/kg), sin diferencias significativas entre este
altimo y el T1 (NaCl). Lamm (2001) muestra que, al administrar C-Med-100 (350mg
de extracto de Ufia de gato en 2 tomas diarias por dos meses), produce una
pequefia disminucién de estos parametros en humanos. Esto podria significar que
la administracion a corto plazo podria elevar la produccién de monocitos, en cambio
a largo plazo podria no ser relevante este cambio y mantenerse o disminuir.
Ademas, podemos ver que el efecto de la Ufia de gato sobre los monocitos se debe
al alcaloide isopteropodine que aumenta la accion fagocitica y la activacion de
macrofagos (Groom, 2007), mas no hay evidencia de que este estimule la

produccion de monocitos.

Con respecto a los eosinofilos, no se observan diferencias, esto
coindice con Lamm (2001), que manifiesta que con la administracion de Ufa de
gato a dosis 100 mg/Kg en ratas, no se demostré diferencias entre el porcentaje
de eosindfilos al inicio como al final de los tratamientos, no hay evidencia de que la

tintura de Uia de gato afecte en la produccion de eosindfilos.
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En cuanto al nivel de basdfilos no hay diferencias significativas entre
tratamientos. Por otro lado, no hay detalles en investigaciones de efectos sobre la
poblacidén de basdfilos en animales, Lamm (2001) describe un ligero aumento de
esta poblacién en humanos con la toma del suplemento C-Med 100 a base de ufia
de gato por 2 meses. En nuestro trabajo podemos observar que la toma inicial de
muestras no hubo basdfilos presentes y continud asi hasta la toma final, por lo que,

no podemos asegurar su efecto de la tintura a este nivel.

Con respecto a las plaquetas, en los 4 tratamientos no hubo
diferencias significativas, tanto en valores iniciales como finales. Abbas y otros
(2008) afirman que el extracto de Ufia de gato estimula la produccién de interleucina
1, de esta manera, podria elevar la produccion de plaguetas en sangre; podemos
ver que, al usar la dosis de 100 mg/kg y 200mg/kg de tintura no llega a elevar los
niveles de plagquetas en sangre, de requerirlo se podria usar dosis mayores.

5.2.Celularidad de 6rganos linfoides

Los resultados obtenidos del conteo de celularidad en el bazo,
comparando valores iniciales y finales, se puede observar un descenso en la
cantidad de células linfoides; no obstante, hay una creciente en la produccién de
células en el tratamiento el T4 (Ciclo + UT 200mg/kg) que incluso superé la
celularidad del T1 (NaCl) a consecuencia de la demanda de células linfociticas y la
inmunoestimulacion de la tintura; sin embargo, no hubo diferencias significativas

entre tratamientos.

Vega (2009) indica el protagonismo del bazo como auxiliar en la
hematopoyesis junto con el higado, cuando los 6rganos linfoides primarios no
pueden abastecer la demanda o cuando se presencia un dafio de médula Osea.

Consiguiente a esto, podemos resaltar las propiedades de proliferacion linfocitica
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que otorga la tintura de UT y el papel que toma este 6rgano en un proceso de

inmunosupresion al intentar producir linfocitos.

En el caso de la médula ésea los valores iniciales no son uniformes,
en cambio, los valores finales muestran un aumento en el T3 (Ciclo + UT 100mg/kg)
y T4 (Ciclo + UT 200mg/kg), aungue sin diferencia significativa. Segun Tizard (2009)
podemos encontrar mayor poblacion de linfocitos en la médula 6sea; ya que, aqui
es donde se originan a partir de las células madres, ademas, la Uncaria tomentosa
estimula la produccién de estos precursores de los linfocitos gracias a los alcaloides
pentaciclicos; por lo que, la comparacion entre promedios en la toma de muestra
final detalla la curva de descenso y mantenimiento de los tratamientos con la tintura
UT, que al inmunosuprimir a los sujetos de estudio e inmunoestimular la celularidad
de la médula ésea gracias al uso de alcaloides presentes en la planta, se pudo
estabilizare incluso aumentar, en el caso del T2 que solo fue inmunosuprimido, la
recuperacion es mas lenta y no tan efectiva a comparacion de los T3 (Ciclo + UT
100mg/kg)y T4 (Ciclo + UT 200mg/kg).

Por otro lado, los valores iniciales de la celularidad del timo fueron
uniformes, por lo que a comparacion de los finales, hay una elevacion tanto del T1
(NaCl) siendo el grupo control, como de los tratamientos T3 (Ciclo + UT 100mg/kg)
y T4 (Ciclo + UT 200mg/kg), sin diferencia significativa entre grupos; segun estudios
de Marsan (2013) el timo vendria a ser uno de los 6rganos con mayor produccién
de linfocitos pequefios, aunque esta podria ir descendiendo en el periodo involutivo
del timo a medida que el animal va creciendo, pero argumenta que aun este érgano
continua siendo uno con mayor produccion, por actividad mitotica de las células
linfoides timicas, este no se ve afectado en su produccién por ninguna alteracién de
los demas 6rganos linfoides. Gracias a la estimulacion de IL-6 podemos encontrar
una mayor diferenciacion de linfocitos, por lo que, mayor cantidad de linfocitos van
a migrar de la médula 6sea al timo para diferenciarse y madurar, por este hecho se
puede encontrar que los tratamientos con UT se van nivelando con el T1. Se pudo
observar también, que la dosis de 100mg/kg (T3), tuvo mayor efecto que la de
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200mg/kg (T4); esto puede deberse a la regresion temprana del timo de algunos

ejemplares del T4.



VI. CONCLUSIONES

El uso de la tintura de Uncaria tomentosa a dosis de 100 mg/kg y 200 mg/kg via
oral, no mostraron variacion sobre los parametros de la serie roja, por lo que,

no se puede asegurar su efecto en los parametros eritrociticos.

A nivel de la serie blanca, se pudo probar la efectividad dosis-dependiente de la
Ufa de gato, elevando los parametros de neutroéfilos y linfocitos, siendo la dosis
de 200mg/kg, la que mostré mejores resultados, acercando los valores de esta

seria a los de un animal inmunocompetente.

La Uncaria tomentosa aumento la celularidad en médula 6sea, bazo y timo (este
altimo con resultados variados a causa de la involucion del 6rgano en uno de
los ejemplares en el T4), contrarrestando el proceso de inmunosupresion
generado; el efecto sobre estos 6rganos es a dosis-dependiente, la dosis de

200 mg/kg present6 mejor efecto.



VIl. RECOMENDACIONES

Comparar el efecto de la tintura de Ufa de gato en mayores dosis, para

conseguir un mejor efecto inmunoestimulante.

Se necesitaria investigar un nuevo tratamiento, en el cual solo se aplicaria la
tintura de la ufia de gato, mas no inmunodeprimir, de esta manera podemos
estimar su potencia como inmunoestimulante en un animal completamente sano

de manera preventiva.

Ampliar el tiempo de prueba de la tintura por un periodo de 20 a 30 dias, sin
riesgo alguno de toxicidad ya que la bibliografia nos asegura la seguridad de
esta planta, de igual manera, al ampliar el tiempo de administracion, se podrian
implementar una serie mas de toma de muestras sanguineas a la mitad del

experimento.

Evaluar el indice opsonofagocitico, ya que esa planta tiene como una de sus

funciones potenciar la accion de los macréfagos.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Preparacion de las ratas para la toma de muestra con anestesia
inhalatoria.
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Anexo 3. Muestra de timo de rata sana.
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Anexo 5. Muestra de timo de rata inmunoestimulada con ufia de gato.

Anexo 6. Muestra de bazo de rata sana.
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Anexo 7. Muestra de bazo de rata inmunodeprimida.

Anexo 8. Muestra de bazo de rata inmunoestimulada con ufia de gato.
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Anexo 9. Muestra de médula 6sea de rata.
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Anexo 11. Muestra de médula 6sea de rata inmunoestimulada con ufia de gato.




