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Efecto de la savia liofilizada de Musa acuminata Colla
“platano de seda” sobre la respuesta inmune de Mus
musculus BALB/c frente a Escherichia coli 0157:H7

Effect of Iyophilized sap from Musa acuminata Colla on activation of peritoneal
macrophages and antibody production in BALB/c mice infected with Escherichia
coli O157:H7.
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RESUMEN

Se determind el efecto de la savia liofilizada de Musa acuminata Colla “platano de seda” sobre la activacion
“in vitro” de macrofagos peritoneales y la produccion de anticuerpos en Mus musculus BALB/c infectados
experimentalmente con Escherichia coli O157:H7. Para la activaciéon “in vitro”, los macréfagos fueron
distribuidos en 03 sistemas: experimentales A y B estimulados con diferentes concentraciones de savia
liofilizada de Musa acuminata Colla (SLM) y control estimulado con Medio Minimo Esencial. Posteriormente,
se adiciono E. coli 0157:H7, teniendo una concentracion de savia de 16,3 ug/mL en el experimental A y
8,75 ug/mL en el B. Luego se tomaron muestras para determinar el indice fagocitico y la actividad
microbicida. Para la produccion de anticuerpos, se utilizaron 03 grupos, dosificando a los experimentales A
y B con SLM en concentraciones de 20 mg/kg y 10 mg/kg de peso respectivamente y al control con solucién
salina fisioldgica, luego fueron infectados con E. coli 0157:H7 y se les extrajo muestras de sangre para la
titulacion de anticuerpos. Los resultados en la activacion de macrofagos indicaron que los estimulados
con 8,75 ug/mL de SLM presentaron un mayor indice fagocitico que los otros. El indice microbicida y el
titulo de anticuerpos en los grupos con SLM en ambas concentraciones fueron mayores que el control.
Concluyéndose, que la savia liofilizada de Musa acuminata Colla favorece el aumento del indice fagocitico,
la actividad microbicida y el titulo de anticuerpos en Mus musculus BALB/c infectados experimentalmente
con E. coliO0157:H7.
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ABSTRACT

This study attempted to determine the effect of Iyophilized sap from Musa acuminata Colla on “in vitro”
activation of peritoneal macrophages and antibody production in BALB/c mice infected with Escherichia coli
0157:H7. Macrophage activation was determined by phagocytic index and microbicidal activity of murine
peritoneal macrophages which were distributed in three groups: experimental A and experimental B, both
had different concentrations of lyophilized sap (SLM), while control group had minimal essential medium.
After that, we added E. coli 0157:H7, so the concentration of SLM was 16,3 ug/mL in experimental A and
8,75 ug/mL in experimental B. Then we took samples in order to determine the phagocytic index and
microbicidal activity. Antibody production was studied in BALB/c mice randomly allocated in three groups:
experimental A, experimental B and control. Experimental A and B were orally administered with SLM at 20
mg/kg and 10 mg/kg respectively, control group was administered with sterile normal saline. They were
infected with E. coli 0157:H7 and then blood samples were collected in order to determine the antibody
titer. Results showed that macrophages stimulated with SLM at 8,75 ug/mL had an increasing phagocytic
index compared with the others. Besides microbicidal activity and antibody titer obtained in both
experimental A and B were higher than control group. As a conclusion, lyophilized sap from Musa
acuminata Colla increases phagocytic index, microbicidal activity and antibody production in BALB/c mice
infected with Escherichia coli 0157 :H7.
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INTRODUCCION

E. coli enterohemorragica se caracteriza
por producir diarrea vy colitis hemorragica
desarrollando graves complicaciones como
sindrome wurémico hemolitico y plrpura
trombocitopénica, a través de la produccion de una
Shiga toxina (Stx) '. Dentro de este grupo tenemos
a E. coli O157:H7 cuya secuencia del proceso
patogénico es la siguiente: la adherencia laxa al
enterocito, seguida de la adherencia intima, la
desorganizacion de las microvellosidades con la
produccion de la lesidn y la posterior liberacion de
la verotoxina®.

Si bien E. coli es sensible a muchos
antibidticos, no es aconsejable emplearlos de
manera preventiva ya que pueden estimular la
produccién de la toxina °, por tal motivo surge la
busqueda de formas de prevencidn y tratamiento
como es la fitoterapia. Entre las diferentes plantas
medicinales se encuentra Musa acuminata Colla
“platano de seda” perteneciente a la familia de las
musaceas ‘.

M. acuminata Colla presenta un latex que
es de consistencia lechosa en cuyo estudio
fitoquimico se ha determinado los componentes
mas caracteristicos, encontrandose proteinas,
gomas, mucilagos, saponinas, almiddn, resinas,
taninos, compuestos reductores, coumarinas,
flavonoides, esteroides y triterpenoides, algunos
de los cuales tienen importancia desde el punto de
vista farmacoldgico *.

Se han realizado estudios sobre el efecto
del latex del platano en el tratamiento de diversas

enfermedades, asi tenemos que tiene propiedades
analgésicas y utilidad terapéutica en el tratamiento
de enfermedades respiratorias cronicas como el
asma bronquial, asi como también en la Ulcera
péptica ®’.

Otros trabajos empleando la savia acuosa
de M. acuminata Colla mostraron una eficaz accién
bactericida contra Mycobacterium tuberculosis en
Cavia porcellus, y la accion de la savia liofilizada de
Musa paradisiaca contra Trypanosoma cruzi, lo cual
resulta efectivo al disminuir el riesgo de sufrir el
ataque de microorganismos y que esta mantenga
sus propiedades medicinales ",

También se realizaron estudios con la savia
liofilizada de M. acuminata Colla en donde se
demostro que tiene mayor accion sobre la
fagocitosis de T. cruzi en comparacion con la forma
acuosa . Asi mismo, se demostré que inhibe el
crecimiento de Staphylococcus aureus vy
Pseudomonas aeruginosa, observandose que los
halos de inhibicion dependen de los volimenes de
la savia .

Teniendo en cuenta que la respuesta
inmune tanto innata como adaptativa son las
barreras que tienen que superar las bacterias, es
que la presente investigacion estuvo orientada a
evaluar el efecto de la savia liofilizada de Musa
acuminata Colla “platano de seda” sobre la
activacion “in vitro” de macréfagos peritoneales y
la produccion de anticuerpos en Mus musculus
BALB/c infectados experimentalmente con
Escherichia coliO157:H7.

MATERIAL Y METODOS

1. Material Biolégico

- 8 gramos de savia liofilizada de Musa
acuminata Colla "“"platano de seda”
recolectada a partir del pseudotallo
cosechado en el distrito de Chocope,
provincia de Ascope, La Libertad - Pert,

- Cultivo de Escherichia coli 0157:H7
proporcionado por la Coleccién Peruana de
Cultivos Tipo de la Universidad Nacional de
Trujillo - Peru.

- 22 especimenes de Mus musculus BALB/c de
25 gramos de peso adquiridos del bioterio
del Instituto Nacional de Salud, Lima - Peru.

2. Método )
2,1. Obtencién de la savia liofilizada de M.
acuminata Colla “platano de seda”

Para la obtencidon de la savia, se realizo
un orificio .en la parte central del
pseudotallo para extraer la muestra.
Luego, se centrifugé, se extrajo el

sobrenadante y se filtré al vacio
obteniéndose la savia en su forma acuosa
", De esta se separd 250 mL para ser
tratados mediante liofilizacion y finalmente
se realizd una suspension del liofilizado en
solucion salina fisioldgica estéril (SSFE) a
una concentracion de 250 ug/ml.

2.2. Preparacion del Inéculo de E. coli

0157:H7:

El cultivo de E. coli O157:H7 se
sembrd en Agar: McConkey, Triple Azucar
Hierro, Lisina Hierro, Citrato y Urea. Para
diferenciarlo de otras E. coli se sembré en
Agar McConkey Sorbitol, observandose
colonias no fermentadoras de sorbitol. La
confirmacion seroldgica se realizdé con
antisueros monoclonales para el antigeno
0157.Luego, se realizd el cultivo puro vy la
suspension en SSFE, estandarizandose a
una concentracionde 1,5 x 10° células/mL.
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2.3.

2.3.2.

Evaluacion del efecto de la savia
liofilizada de M. acuminata Colla sobre
la activacién “in vitro” de macrofagos
peritoneales de M. musculus BALB/c
enfrentadosa E. coliO157:H7:

2.3.1. Aislamiento y estandarizacion de

macrofagos peritoneales:

Para ello se utilizaron 10
ejemplares de M. musculus BALB/c,
inoculandoles por via intraperitoneal
Medio Minimo Esencial (MEM).
Posteriormente se les abrid el
abdomen y se extrajo el exudado
peritoneal, realizéandose la
estandarizacion de macrofagos a
una concentracién de 4x10°
células/mL*™.

Evaluacion de la activaciéon “in
vitro” de macrofagos
peritoneales:

Se trabajo con 3 sistemas de
evaluacion de la siguiente manera:

- Sistema Experimental A: 1 mL
de macrofagos + 150 ul de savia.

- Sistema Experimental B: 1 mL
de macréfagos + 75 uL de savia.

- Sistema Control: 1 mL de
macréfagos + 150 ul de MEM.

Posteriormente, los sistemas se
incubaron a 37°C por 1 hora.
Después, se agregd 1 mL de E. coli
0157:H7, obteniéndose una
concentracion final de savia de
16,3 ug/mL en el experimental A y
de 8,75 ug/mL en el By se incubaron
nuevamente a 37°C durante 1 hora.

2.3.2.1. Determinacién del indice
fagocitico:

A los 60 minutos, se

tomaron muestras y se

realizaron frotises que fueron
coloreados con Giemsa. Las
laminas luego fueron
observadas hasta contar 100
macrofagos. El indice
fagocitico se expresd en
porcentaje (%), indicando el
numero de macrofagos que
habian fagocitado ™.

2.4.

2.4.3.

2.3.2.2. Determinacion de la
actividad microbicida:

Se tomaron muestras de
0,5 mL a los 0, 30 y 60
minutos, luego se les agrego
1,5 mL de SSFE y se
centrifugé a 3500 rpm.
Posteriormente, se realizaron
diluciones del sobrenadante y
sedimento, y se sembraron en
placas con TSA . Se
incubaron a 37°C durante 24
horas y se realizd el recuento
de UFC/mL.
Evaluacion del efecto de la savia
liofilizada de M. acuminata Colla
sobre la produccién de anticuerpos
en M. musculus BALB/c infectados
experimentalmente con E. coli
0157:H7:

2.4.1. Dosificacion de savia liofilizada

de M. acuminata Colla:

La dosificacion se realizd via
oral diariamente durante una
semana, de la siguiente manera:

- Grupo Experimental A: 2 mlLde
savia (20 mg/kg de peso).

- Grupo Experimental B: 1 mLde
savia (10 mg/kg de peso).

- Grupo Control: dosificados con 2
mL de SSFE.

2.4.2, InfeccionconE. coli0O157:H7:

Al 80 dia, fueron infectados por
via oral con 0,2 mL de E. coli
0157:H7 a una concentracién de
3x10° células/mL.

Determinacion del titulo de
anticuerpos:

Para ello, se les extrajo sangre a
los 7, 14, 21 y 28 dias post-infeccidn,
se obtuvo el suero y se realizo la
microtitulacién de anticuerpos *.

2.5. Analisis estadistico:

Los datos obtenidos fueron
sometidos a pruebas de Analisis de
Varianza y Fisher LSD, empleando el
paquete estadistico Biostat v.2009.
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RESULTADOS

Figura 1. Indice fagocitico de macréfagos peritoneales de Mus musculus BALB/c inoculados
con Escherichia coli 0157:H7 en los sistemas experimentales tratados con diferentes
concentraciones de savia liofilizada de Musa acuminata Colla: A (16,3 ug/mL) y B (8,75
ug/mL) y sistema control con medio minimo esencial.
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Figura 2. indice microbicida “in vitro” de macrofagos peritoneales en (2a) sobrenadante y
(2b) sedimento de los sistemas experimentales tratados con diferentes concentraciones de
savia liofilizada de Musa acuminata Colla: A (16,3 ug/mL) y B (8,75 ug/mL) y sistema
control con medio minimo esencial inoculados con Escherichia coli 0157:H7 y evaluados
durante 60 minutos.
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Figura 3. Titulo de anticuerpos producidos en Mus musculus BALB/c de los grupos
experimentales tratados con diferentes concentraciones de savia liofilizada de Musa
acuminata Colla: A (20 mg/kg) y B (10 mg/kg) y grupo control con solucién salina
fisiologica a los 28 dias post-infeccion con Escherichia coli 0157:H7.
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DISCUSION

El efecto de la savia liofilizada de M.
acuminata Colla sobre la activaciéon “in vitro” de
macréfagos peritoneales se determind en base al
indice fagocitico, observandose que el sistema
experimental B que contenia macrofagos
estimulados con 8,75 ug/mL de savia tuvo un
mayor indice fagocitico (45,2%), en comparacion
con el experimental A estimulado con 16,3 ug/mL
(36,8%) y el control (21,2%) (Figura 1).

Al comparar los sistemas experimentales
con el control se encontro diferencia significativa
(P<0,05), por lo que podemos decir que la savia
tiene efecto inmunopotenciador; esto podria
explicarse ya que incrementa la adherencia a
través de mecanismos similares a los que ejercen
las proteinas séricas que se unen a receptores
presentes en las membranas celulares; asi mismo,
se considera de que ciertas moléculas de la savia
promueven la sintesis de proteinas de membrana
de los fagocitos lo que se traduciria a la superficie
de la matriz extracelular ****.

Al comparar los sistemas experimental A y
experimental B se encontro diferencia significativa

(P<0,05). El hecho de que este efecto inductor sea
mayor (45,2%) a menor concentracion de la savia,
sugiere de que a mayor concentracion exista
impedimento estérico entre las moléculas
componentes de la savia .

Un estimulo activador no siempre concluye
con una destruccion antigénica efectiva, ya que una
misma sustancia puede ejercer efectos
estimuladores y supresores sobre diferentes
aspectos de la activacion de macréfagos ', es por
ello que se evalud la actividad microbicida de la
savia de M. acuminata Colla, observandose que los
recuentos de E. coli O157:H7 en los sistemas
experimentales A y B fueron menores que en el
sistema control, existiendo diferencia significativa
(P<0,05), lo que indica que la savia establece un
estado de activacion metabolica que permite
duplicar la efectividad funcional de las células
control, a través de la accion directa de los
compuestos musaceos sobre los fagocitos
peritoneales '**'*¢.

Los resultados obtenidos evidencian que la
savia produce un incremento en la capacidad de la
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magquinaria celular para destruir bacterias, esta
accion posiblemente se base: primero, en el
establecimiento de interacciones ligando-receptor
entre las moléculas de la savia y los receptores de
la célula; y segundo, en que Jas moléculas de la
savia son ingeridas rapidamente; por lo que la
respuesta dependera del nimero de receptores
ocupados vy la velocidad de asociacién **°.

Al comparar los recuentos de E. coli
0157:H7 en el sistema experimental A se observo
gue eran mayores que en el experimental B (Figura
02a vy 02b), indicandonos que la accién bactericida
es inversa a la concentracion de la savia de M.
acuminata Colla. Esta efectividad de los
macrofagos coincide con otras investigaciones en
donde evaluaron la accion de la savia de M.
paradisiaca sobre Mycobacterium tuberculosis,
observandose que al disminuir la concentracion, el
desarrollo bacteriano decrecia .

Asi mismo, se observé que los titulos de
anticuerpos a los 28 dias en los grupos

experimentales Ay B (640) dosificados con la savia
fueron mayores que los del grupo control (160)
(Figura 3), existiendo diferencia significativa
(P<0,05). Esto podria explicarse ya que la savia
tiene la capacidad de incrementar la expresion
antigénica en la superficie celular del macrofago
como consecuencia de la liberacion de interferén |
que permite la mayor expresion del complejo
mayor de histocompatibilidad **.

Al no encontrarse diferencia entre los
titulos de anticuerpo de los grupos experimentales
A y B, se sugiere realizar investigaciones
incorporando periodos de dosificacién
prolongados, para reforzar la existencia de tiempos
efectivos en los que se verifiqgue una maxima
actividad; asi mismo emplear diferentes
concentraciones de savia, ya que se comprobo que
las concentraciones mas altas no son sindnimo de
mayor actividad, con dosis elevadas del producto
vegetal, los receptores celulares se saturan y la
actividad se dificulta.

CONCLUSIONES

La savia liofilizada de Musa acuminata Colla
“platano de seda” a la concentracion de 8,75 ug/mL
presenta una mayor efectividad en el aumento del
indice fagocitico de macrofagos peritoneales de
Mus musculus BALB/c infectados con Escherichia
coli0157:H7.

La savia liofilizada de M. acuminata Colla

“platano de seda” aumenta la actividad microbicida
de macrdfagos peritoneales de M. musculus BALB/c
infectados con E. coli0157:H7.

La savia liofilizada de M. acuminata Colla
“platano de seda” incrementa el titulo de
anticuerpos en M. musculus BALB/c infectados
experimentalmente con E. col/i0157:H7.
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