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Objetivo. Evaluar la actividad inmunoestimulante del extracto acuoso liofilizado (EAL) de la planta entera
de Physalis angulata L. “bolsa mullaca”. Materiales y métodos. Se usaron 32 ratas albinas divididas
en cuatro grupos: agua destilada 3 mL (control); MetisopRinol (isoprinosine) 14,7 mg/kg; EAL Physalis
angulata L. 8,6 mg/kg; y EAL Physalis angulata L. 17,2 mg/kg. El modelo de inmunoestimulacién usado
fue el de Delaveau et al. Se midid el porcentaje de linfocitos, neutrdfilos segmentados; porcentaje de
activacion de la respuesta del sistema inmune (%ARSI) y absorbancia basalyalalh,3h,6hy24h
después de las intervenciones. Resultados. Se encontraron diferencias significativas en los valores de
absorbancias cuando se realiz6 la comparacién de todos los grupos de experimentacién con el grupo
control (p<0,001). Los grupos Physalis angulata 8,6 mg /kg y Physalis angulata 17,2 mg/kg presentaron
sus %ARSI mas altos a las seis horas de exposicidn (50,45 y 58,79% respectivamente). Los porcentajes
de linfocitos y neutrdfilos segmentados en los grupos isoprinosine 14,7 mg/kg, P. angulata 8,6 mg/kg,
P. angulata 17,2 mg/kg fueron significativamente diferentes en comparacién con los controles a las 3 h,
6 hy 24 h de intervencion. Conclusiones. El EAL de Physalis angulata L, a dosis de 17,2 mg/kg mostré la
mejor actividad inmunoestimulante, siendo quien mas se acercd al efecto del isoprinosine 14,7 mg/kg.
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Plantas Medicinales; Adyuvantes Inmunoldgicos; Physalis/efectos de drogas

Immunoestimulant activity of Physalis angulata L whole
plant-lyophilized aqueous extract in albino Holtzman rats

Abstract

Objective. To evaluate immunostimulant activity of Physalis angulata L. “bolsa mullaca” whole plant
aqueous lyophilized extract (EAL). Materials and Methods. We used 32 albino rats, which were
divided in four groups: distillated water 3mL (control); Metisopinol (Isoprinosine) 14.7 mg/Kg; EAL
Physalis angulata L. 8.6 mg/Kg; and EAL Physalis angulata L. 17.2 mg/Kg. The immunostimulant model
of Delaveau et al was used. Lymphocites (%), Segmented Neutrophils (%), Activation percentage of
immune system response (%ARSI) and basal absorbance were measured 1h, 3h, 6h and 24 h after
the intervention. Results. Significate differences were found in absorbance’s values when comparison
between all experimental groups and control groups was made (p<0.001). The Physalis angulata 8.6
mg /Kg and Physalis angulata 17.2 mg/Kg groups presented their higher %ARSI at six hours after
exposition (50.45% and 58.79%, respectively). The lymphocites (%) and segmented neutrophils (%)
in Isoprinosine 14.7 mg/Kg, P. angulata 8.6 mg/kg and P. angulata 17.2 mg/kg groups had significate
differences in comparison between control group at 3h, 6h and 24h after intervention. Conclusion.
The Physalis angulata L EAL with a dose of 17.2 mg/Kg showed the best immunostimulant activity and
it had the most similar effect to Isoprinosine 14.7 mg/Kg.

Keywords: Medicinal, Plants; Adjuvants, Immunologic; Physalis /drug effects (Source: MeSH)
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Introduccion

Las plantas medicinales cumplen un importante papel en
el cuidado de la salud de las personas. Aproximadamente
el 80% de la poblaciéon de los paises en desarrollo
todavia usan la medicina tradicional derivada de plantas,
para satisfacer las necesidades primarias de salud ®.
Actualmente, diversas especies vegetales estdn siendo
utilizadas en la medicina con el fin de determinar las
propiedades y efectos terapéuticos, asi como los principios
activos que poseen, los cuales son los responsables de
aliviar y curar enfermedades .

Physalis angulata L “bolsa mullaca” es una especie de
la familia Solanaceae, usada por nativos de la Amazonia
peruana para el tratamiento de enfermedades respiratorias,
problemas urinarios, artralgias y tumores ©. Los frutos
y otras partes aéreas han demostrado tener capacidades
antiinflamatorias @, analgésicas ©, antiparasitarias ©,
antimicrobianas ", antiespasmadicas ®, y antimutagénicas 9,

Estos efectos se atribuyen a su composicion fitoquimica
en donde se pueden encontrar flavonoides, alcaloides y
diferentes esteroides; dentro de estos grupos se hallan
principalmente fisalinas (hojas); witandlidos (toda la
planta) y fisagulinas (hojas y semillas), a las cuales se
les asocia los efectos antiinflamatorios, antitumorales
y antiparasitarios (especificamente en el caso de
Tripanosoma cruzi), respectivamente 4,

Se ha estudiado la posibilidad de que esta especie muestre
efectos antiproliferativos por parte de las fisagulinas y
witandlidos, en células tumorales humanas de cancer de
prostata, carcinoma renal y melanoma, asi como a efectos
inhibitorios sobre la produccion de 6xido nitrico inducido
por lipopolisacaridos en macréfagos 9 y antitumorales
(tanto in vivo como in vitro); encontrandose efectos
citotdxicos en varias lineas neoplasicas debido a la accion
de algunas fisalinas provenientes del extracto acuoso
liofilizado en concentraciones por encima de 6 ug/mL
o de componentes aislados purificados de esta especie
(IC,,=0,58-15,18 pg/mL para fisalina B y 0,28-2,43 pg/
mL para fisalina D) 24 e inhibicién de la proliferacién
tumoral como se observa por la reducciéon del patrén
de tincidn Ki67 en tumores de animales tratados ), de
linfoma y de carcinoma de Erlich en modelos murinos *%.

Debido a estos resultados, se ha postulado que Physalis
angulata L podria tener efectos inmunomoduladores,
como estimulante de la respuesta inmune, tanto humoral

ﬁfv*_EsSalud

como celular, lo cual se ha demostrado en estudios
anteriores donde se ha obtenido respuesta positiva en la
produccién de anticuerpos en ratas 1678,

Por ello, el objetivo de este estudio es evaluar la actividad
inmunoestimulante del extracto acuoso liofilizado
(EAL) de la planta entera de Physalis angulata L. “bolsa
mullaca” utilizando el ensayo de estimulacién del reticulo
endotelial de Delaveau.

Materiales y métodos

Material vegetal

Se recolectd la planta entera de Physalis angulata L, en el
jardin botanico del Instituto de Medicina Tradicional IMET
— EsSalud, ubicado en la ciudad de Iquitos- Loreto, en
una zona de vida considerada bosque tropical humedo.
Fue identificado taxondmicamente en el Herbarium
Amazonense de la Universidad Nacional de la Amazonia
Peruana-UNAP (Herbarium 33677). La recoleccién de las
muestras de esta planta se realizé en febrero de 2012.

Preparacion del extracto

Ejemplares de la planta entera fueron limpiados para
eliminar elementos extrafios, se picaron y secaron a 45 °C,
luego se sometieron a coccion (100 g en 1 L de agua) hasta
llevar a sequedad las % partes a temperatura de 60 °C, fue
filtrado y congelado a - 22 °C, se liofilizd a - 40 °C con una
presién de 1,33 x 10 Mbarr, durante, aproximadamente,
72 horas, se us6 el equipo liofilizador LABCONCO (Modelo
77500—01).

Animales de experimentacion

Los animales utilizados fueron 32 ratas albinas (Rattus
novergicus cepa Holtzman), machos, de 13 a 15 semanas
de edad, con un peso comprendido entre 200 y 300 g,
obtenidos del Centro Nacional de Productos Bioldgicos del
INS, los cuales fueron acondicionados en las instalaciones
del bioterio del Instituto de Medicina Tradicional IMET
— EsSalud, a una temperatura de 20 a 25 °C, con una
humedad promedio de 40— 70%, y un ciclo de luz/oscuridad
de 12/12 horas, manteniéndolos con libre acceso al agua
y alimentos. El manejo de los animales se hizo cumpliendo
estrictamente con las normas establecidas para el uso
de animales en trabajos de laboratorio, respetando los
derechos universales de los mismos de acuerdo con la
Declaracién de la Asociacion Médica Mundial sobre el uso
de animales en la investigacion Biomédica *°.
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Caracterizacion del extracto

Se realizaron pruebas fisicoquimicas de caracterizacion,
mediante cambios de coloracién o formacién de
precipitados, de acuerdo a protocolos anteriores 9,
determinandose metabolitos secundarios como grupos
de compuestos en el Departamento de Farmacognosia
del IMET-EsSalud. A continuacion, se determinaron con
mas precision los metabolitos secundarios mediante
cromatografia de gases con espectrometria de masa,
usando un equipo Agilent Technologies 78902 ® con una
columna capilar Agilent 122-5532 DB 5MS © de 30 m, con
diametro interior de 0,25 mm. La temperatura inicial del
horno fue de 100 °C /03 min, seguida de una rampa de
20 °C/3 min hasta 300 °C/19 min; la temperatura maxima
del horno fue 325 °C. Se utilizé una inyeccién Split y el
flujo de gas helio fue de 2 mL/min. Los fragmentos para
los analitos se registraron con los parametros para un
barrido (scan) de 50 a 500 m/z. Este procedimiento se
realizd en el Laboratorio del Instituto de Investigacion
de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad
Nacional Agraria La Molina-Peru.

Ensayo de estimulacion reticulo endotelial

Los animales fueron divididos en cuatro grupos de ocho
animales, los cuales recibieron cada uno por via oral
las siguientes sustancias: Grupo I: agua destilada 3 mL;
Grupo II: metisoprinol (isoprinosine) 14,7 mg/kg; Grupo
IIl: EAL Physalis angulata L. 8,6 mg/kg; Grupo IV: EAL
Physalis angulata L. 17,2 mg/kg.

Se realizd el método de Delaveau et al. ?+??, se sometieron
a un ayuno de 12 horas, se determinaron los datos basales
de cada animal, se administraron las sustancias segun
grupos experimentales por un periodo de 5 dias por via
oral, transcurridos las 24 horas de la Ultima aplicaciodn, se
administré 0,5 mL de solucion de azul de metileno al 10
% via endovenosa, utilizando la vena sagital de la cola, se
extrajeron muestras de sangre venosaalal,3, 6y 24 horas,
se hemolizé 10 pL de sangre en 5 mL de agua destilada,
se realizd la lectura en el espectrofotometro UV-Visible,
longitud de onda 650 nm, filtro rojo, se efectto frotis,
tiiéndose con el colorante Wrigth, para hacer el recuento
diferencial de células, se compararon los resultados
obtenidos. Se calculd el porcentaje de activacion de la
respuesta del sistema inmune, mediante la formula:

% ARSI= C-T x100
C
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Donde:

C = Control negativo.

T = Tratamiento.

%ARSI = Porcentaje de activacion del sistema inmune.

En este estudio se decidio el uso de isoprinosine 14,7mg/kg
como estandar farmacoldgico, cuyo mecanismo de accion
consiste en la activacion de los linfocitos T y el aumento
consiguiente de interleukinas y de la transformacion de los
linfocitos B en células plasmadticas 224,

Examenes auxiliares

Los porcentajes de linfocitos y neutréfilos segmentados
se determinaron en forma basalyalalh,3h,6hy
24 h posteriores a las intervenciones en los grupos
mencionados. Los valores fueron determinados a partir
de una muestra de sangre obtenida con un capilar de
la regién de la cola (a nivel de la vena caudal). Dichas
muestras se extendieron en laminas portaobjetos y luego
se llevaron a tincién con el colorante Wrigth por 10 min;
haciendo uso del contador de células manual se realizé
la lectura de 100 células entre linfocitos y segmentados,
esta se realizd en el microscopio con objetivo de 40 X.

Analisis estadistico

Se calculé las medias y desviacion estandar de las
absorbancias como medida de la captacién del azul
del metileno al 10% en la sangre de las ratas albinas.
La comparacién entre las absorbancias de los diversos
grupos se evalué mediante el método de analisis de
varianza (ANOVA) de medidas repetidas y de dos factores
con varias medidas por grupo (comparacion con el grupo
control) que se encuentra contenido en el programa
estadistico SPSS version 19.0, considerando como nivel
de significancia estadistica (p<0,05).

Resultados

El cromatograma mostrado en el Grafico 1 muestra los
distintos picos en base a los tiempos de retencion y el
porcentaje de drea de los fitoconstituyentes del extracto
acuoso liofilizado de Physalis angulata L. Dentro de
estos se encontraron fenoles y compuestos derivados de
alcaloides y nitrilos (Tabla 1).

Se encontraron diferencias significativas en los valores de
absorbancias cuando se realizé la comparacién de todos
los grupos de experimentacién con el grupo control.
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Tabla 1. Analisis de cromatografia gaseosa con espectrometria de masa (GC- MS) del extracto acuoso liofilizado de la

planta entera de Physalis angulata L.

Probabilidad % Area Molécula AT Peso molecular Familia quimica
molecular
1 10,4 33,8 2-isopropoxi fenol C,H,,0, 152,19 Fendlico
2 12,1 22,8 Hidroquinona CH,0, 110,11 Fendlico
Adenosina, 4-dehidroximetil-4- . .
3 15,0 10,3 (N-etilaminoformilo)-N-(nitrilo) C,H,.N.O, 442,42 Alcaloide/Purina
4 13,4 14,9 Tetraacetil-d-nitrilo xilonico C,H,,NO, 343,0 Nitrilo
5 35,0 4g  Estermetilico de 10-heptadecano- C.H.O 278,43 Ester
8-4cido ionico 183072
Ester dimetilico del 4cido
6 9,34 3,9 4-Metoxicarbonilmetilundec-3- C.eH,:0, 310,5 Ester/Pirano
enedoico
4-((1-E)-3-hidroxi-1-propenilo)-2- "
/ 26,2 >2 metoxifenol (alcohol coniferilico) CooM120; 180,18 Fendlico
3 13,9 43 Aado prOpIO|ICC.), ?)I-(l-hIdI’OXI-Z- CHO 234,21 Acido carboxmco/
isopropil-5-metil ciclohexano) 1002272 carboxialcohol Y,
También se encontraron diferencias significativas en Con respecto al %ARSI promedio, se observé que el grupo
los tiempos en los grupos isoprinosine 14,7 mg/kg y P. isoprinosine 14,7 mg/kg obtuvo el %ARSI mas alto a las
angulata 17,2 mg/kg (Tabla 2). tres horas de la intervencion (69,23%); a diferencia de los
550000
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Grafico 1. Cromatografia de gases y espectrometria de masa de los fitoconstituyentes
de Physalis angulata L.
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Tabla 2. Valores promedio de absorbancia por horas de exposicidén y por grupo de estudio

Grupo de Interaccion

- ik Basal 3 horas 6 horas 24 horas R2 ajustado  con grupo
estudio

control (1))

Control 0,147+0,024 0,165+0,021 0,195+0,028 0,11840,021 0,140+0,016  <0,001 0,643 NA
Isoprinosine ) 1694 0,025 0,114+0,026 0052£0013 0112£0,008 0125+0,013  <0,001 0,796 <0,001
14,7 mg/kg
g‘ g’;f;’/l‘;g’ 007840011 0064+0011 004240011 003240009 0,041+0,008 0,058 0,627 <0,001
Pi;”;gn‘:':/tl‘(’g 0,041+0,027 0,035+0,027 02410010 0,021+0,007 0,024+0,006  <0,001 0,910 <0,001

(*) ANOVA de medidas repetidas. () ANOVA de dos factores con varias medidas por grupo.

grupos intervenidos con extractos de Physalis angulata 8,6
mg /kg y Physalis angulata 17,2 mg/kg quienes tuvieron
sus %ARSI mds altos a las seis horas de exposicion
(50,45 y 58,79% respectivamente), manteniéndose estos
valores por encima del grupo isoprinosine hasta el final
de la intervencion.

En la evaluacién de las células del sistema inmune
(linfocitos y segmentados), se encontraron diferencias
significativas en los porcentajes de estas células en los
grupos isoprinosine 14,7 mg/kg, P. angulata 8,6 mg/kg,
P. angulata 17,2 mg/kg en comparacion con los controles
a las tres, seis y 24 horas de intervenciéon (Tabla 3). El
Unico grupo que mostré diferencias significativas desde
los valores basales, fue el de P. angulata 17,2 mg/kg
(Grafico 3). Cabe destacar que no se encontré mortalidad
en ninguno de los grupos de estudio.

80
70
60
50
40

%ARSI

30
20
10

Discusion

En este estudio se encontré que el extracto de Physalis
angulata a dosis de 17,2 mg/kg tuvo el mejor desempefio
de activacion del sistema inmune (%ARSI promedio de
58,8% alas 6 h); sin embargo, este desempefio fue inferior
al del isoprinosine que consiguié un %ARSI promedio de
69,2% a las 3 horas. Se han realizado estudios similares
con otras especies vegetales como Mansoa alliacea L %,
y Myrciaria dubia®, las cuales presentan su mejor %ARSI
a las 24 horas; a diferencia de Epehedra americana ?”y
Annona muricata ?® quienes tienen un mejor %ARSI a las
3 horas (mas parecido al isoprinosine).

En relacion al comportamiento de linfocitos y segmentados,
las dos dosis de Physalis angulata L. demostraron efectos

Tiempo (horas)

—@— |soprinosine 14,7 mg/kg

P. angulata 8,6 mg/kg ==@=P. angulata 17,2 mg/kg

Grafico 2. Variacion del %ARSI en funcion del tiempo de acuerdo a grupo de estudio.
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Tabla 3. Promedios y desviaciones estandar de los porcentajes de linfocitos y segmentados por tiempo de intervencién y
por grupo de estudio Prueba t de Student estadisticamente significativa (p<0,05) en comparacién con el grupo control

Basal 1 hora 3 horas 6 horas 24 horas
Linfocitos Segmentados Linfocitos Segmentados Linfocitos Segmentados Linfocitos Segmentados Linfocitos Segmentados
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Control 63,651 36,3+52 594+56 406+56 613+49 386+49 63,0+4,4 36,0+4,4 60,0+ 8,9 52,8+8,9
llsf '31:21"; 69,5451 30566 66167 339+67 790+73" 21,0473" 756%687 23,1+7,47 738%68" 261+68"
P. angulata ) ) - ) ) *
8,6 mg/kg 59,8 +3,6 40,2+3,7 59,6+4,2 40,442 69,0+3,7" 31,0+3,8 75,3+5,6 24,8 +5,6 71,6+5,2 28,4+5,2
P. angulata " " " " " - " - « .
69,6+2,4" 30,4+2,4" 675+319 32,5+3,19 71,0+2,1" 29,0+2,1" 79,3+2,3" 208+23" 69,6+1,7" 30,4+1,79
17,2 mg/kg Y,

parecidos a los del isoprinosine, sobre todo a partir de las
3 horas posintervencion, presentandose una tendencia
creciente en el porcentaje de linfocitos y decreciente
en el caso de neutréfilos segmentados. Con respecto a
la actividad inmunomoduladora de esta especie, hay
algunos estudios que podrian ayudar a explicar estos
resultados. Por ejemplo, Lin et al. ?®, desarrollé en
1992 un estudio que encontré actividad estimulante
de linfocitos B y linfocitos T (en menor medida), en

100

fracciones de extractos etandlicos de Physalis angulata L
administrados a ratones de experimentacién.

Otros estudios mas recientes han evaluado la capacidad
inmunosupresora in vitro de algunos componentes de esta
especie vegetal (como fisalinas y witanolidos) en macrdfagos
y shock inducido por lipopolisacaridos ?%; asi como, en la
sobreexpresion de linfocitos T y el balance de linfocitos
Th1/Th2 mediante la estimulacion de la hemooxigenasa V.

*

Linfocitos (%)

1h

3h 6h 24 h

Tiempo (horas)

=@— Control

100

Isoprinosine 14,7 mg =@=P. angulata 8,6 mg/ kg

P. angulata 17,2 mg/ kg

Segmentados (%)

1h

3h 6h 24 h

Tiempo (horas)

=e—Control

Isoprinosine 14,7 mg =@=P. angulata 8,6 mg/ kg

P. angulata 17,2 mg/ kg

Grafico 3. Variaciones de los porcentajes de linfocitos y segmentados en el tiempo de intervencién
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Asi mismo, se ha encontrado que los extractos acuosos
de Physalis angulata L. estimulan la diferenciacion de
células de medula ésea en macréfagos 2,

Como ya se menciond, dentro de los componentes mas
ligados a estas acciones moduladoras del sistema inmune
se encuentran las fisalinas. Pinto et al. ®®, encontraron
que la fisalina F induce cambios ultraestructurales en
los nucleos y mitocondrias de linfocitos B periféricos,
induciendo su apoptosis en pacientes con infeccién por
HTLV-1.Yuetal. ®® demostraron el efecto inmunosupresor
de la fisalina H en células T en forma dosis-dependiente
mediante la modulacién del balance de células Th1/Th2
y la induccién de la producciéon de hemooxigenasa 1 en
linfocitos T. Soares et al. ®° demostraron la actividad
supresora de las fisalinas B, Fy G en la funcién linfocitaria
e indican el uso potencial de las fisalinas como agentes
inmunosupresores para los tratamientos de patologias en
las cuales se desea la inhibicion de la respuesta inmune.

En este estudio no se pudo identificar la presencia de
fisalinas o witanolidos en el extracto acuoso, esto podria
deberse a la naturaleza del extracto que hace dificil la
deteccion de fisalinas, las cuales han sido observadas
en extractos etandlicos y metandlicos 123637, Asimismo,
cuando se realizo la caracterizacién quimica del extracto
de Physalis angulata, el equipo CG-MS estaba calibrado
para detectar solo moléculas con un peso molecular
entre 50 a 500 g/mol y la fisalinas A, B,D,E,F y G, tienen
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un peso molecular mayor de 500 g/mol ®®, por lo cual era
de esperarse que no se detecten. Por ello, se recomienda
que futuros estudios ahonden en la investigacién en estas
sustancias ampliando el rango de deteccion de pesos
moleculares en el equipo CG-MS de 50 a 1000 g/mol y
usando diferentes extractos.

A pesar de las limitaciones, el presente estudio podria
ayudar a sentar las bases para iniciar los estudios que
permitan evaluar la potencialidad de los extractos de
Physalis angulata L. como posible opcién de tratamiento
para enfermedades proliferativas malignas, sobre todo
en aquellas cuya fisiopatologia involucre una disfuncion
del sistema inmune celular.

Finalmente, se concluye que los extractos acuosos de
Physalis angulata L, a dosis de 8,6 mg/kg y 17,2 mg/kg
mostraron actividad inmunoestimulante, donde la dosis
de 17,2 mg/kg mostré un comportamiento mas similar al
isoprinosine 14,7 mg/kg.
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