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Evaluacion del efecto broncodilatador de extractos de Gnaphalium sp. en

anillos de traquea de cobayo.

I. RESUMEN.

La extensa y variada flora que posee nuestro pais ha contribuido a que desde
tiempos inmemorables, la cultura mexicana utilice plantas para el alivio de
muchas de las enfermedades que le aquejan. Dependiendo de la regién
donde se emplea, cada planta recibe un nombre comun y es recomendada
para aliviar alguna enfermedad en particular. Tal es el caso de diferentes
especies del género Gnaphalium, que de manera generalizada, se le conoce
como “gordolobao” y se emplea para el alivio de enfermedades respiratorias,
tal como lo son, irritacion de garganta, bronquitis, tos, neumonia y asma
(Argueta et al., 1994). A pesar su uso tan extendido no existen estudios

bioldgicos que respalden su efecto en las vias respiratorias.

En el presente estudio se evalud la actividad broncodilatadora de los
extractos de metanol, de cloruro de metileno y de hexano obtenidos a partir

de las flores seca de Gnaphalium sp., en anillos de traquea de cobayo

Todos los extractos presentaron efecto broncodilatador en las preparaciones
in vitro, resultando mas activo el extraido con hexano. Con respecto al

posible mecanismo de accion de este extracto se encontrd que su efecto
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broncodilatador es independiente de la accion sobre los receptores pB-
adrenérgicos ya que el efecto de dicho extracto no se inhibi6 con
propranolol, el cual es un bloqueador B-adrenérgico; sin embargo, la accién
broncodilatadora de isoproterenol, utilizado como farmaco de referencia, si

fue inhibida por propranolo!.

El presente estudio presenta la primera evidencia experimental del efecto
broncodilatador del género Gnaphalium y sienta las bases que apoyan su

uso en la medicina tradicional mexicana.
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Il. INTRODUCCION.

Las enfermedades respiratorias agudas, representaron la primera de diez
causas de morbilidad en el pais durante el aiio 2000, con una tasa de 384.7
por 100 mil habitantes, segun datos de la Secretaria de Salud. La bronquitis
aguda y asma ocupan el octavo sitio de diez, en causas de mortalidad con

una tasa de 8.5 por 100 mil habitantes.

Las vias aéreas estan dotadas de musculo liso involutario en el que existen
abundantes pz-adrenoceptores ampliamente distribuidos desde la traquea
hasta los bronquios terminales, asi como en el epitelio traqueobronquiai y las
paredes alveolares. Su activacién origina broncodilatacion y vasodilatacion

(Florez, 1997).

El broncoespasmo y la hiperreactividad bronquial, son un sindrome que se
presenta en algunas enfermedades respiratorias agudas como son la
bronquitis y el asma, en este sindrome existe una disfuncion en la regulacion
auténoma del tono bronquial, en el que participan mediadores quimicos, tal
como los mastocitos vy la acetilcolina. Esto se traduce en un estrechamiento

de las vias aéreas creando problemas de insuficiencia respiratoria por falta de
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oxigeno. Para el tratamiento de este problema se emplean farmacos
con actividad broncodilatadora, como son el isoprotereno! y el salbutamol que
actuan sobre los receptores pB.—adrenérgicos, o la teofilina que actua
directamente sobre el musculo liso bronquial, sin necesidad de activar o

bloquear receptores, ampliando el calibre de las vias aéreas. (Florez, 1997)

La medicina popular en México tiene sus raices en las tradiciones de las
antiguas culturas mesoamericanas. El uso de remedios vegetales persiste
aun en nuestro pais, donde un elevado porcentaje de la poblacion, recurre a
la medicina tradicional para resolver sus problemas prioritarios de salud.

(Mata, 1993).

Diversas especies del género Gnaphalium son empleadas en el pais para
aliviar enfermedades de vias respiratorias. Estudios previos de algunas
especies de este género han demostrado tener efecto antimicrobiano (Rojas
et al., 2001; Sanchez, 2001); sin embargo, no se cuenta con un estudio en el
gue se evalle su accidon como agente broncodilatador. En base a lo anterior
se decidid realizar este estudio con la finalidad de evidenciar el efecto

broncodilatador del Gnaphalium sp., sobre anillos de traquea de cobayo.




Evaluacion del efecto broncodilatador de extractos de Gnaphalium sp. en
anillos de traquea de cobayo.

lli. FUNDAMENTO TEORICO
3.1 Aparato respiratorio

El aparato respiratorio esta destinado a poner en contacto el aire atmosférico
con la sangre venosa. Por su mediaciéon, se exhala anhidrido carbonico y se
absorbe oxigeno, que transforma la sangre venosa en sangre arterial. Ei
aparato respiratorio comprende: a los pulmones, en los cuales se producen
los intercambios gaseosos; y las vias respiratorias, que conducen el aire a los
pulmones, estas vias estan constituidas por las fosas nasales, la parte
superior de la faringe, la laringe, la trdquea y los bronquios (Rouviere y

Delmas, 1999).

En los seres humanos, la traquea se extiende entre la laringe y los bronquios,
y se situa por delante del eséfago. La traquea es un conducto semirrigido,
fioromusculocartilaginoso, por donde circula el aire inspirado y espirado. Es la
continuacion de la laringe y termina bifurcandose en los bronquios; tiene
forma de cilindro aplastado en su parte posterior, donde es plana, musculo-
fibrosa y ligeramente convexa. Sus cartilagos forman el esqueleto semirrigido
del conducto. son anillos cartilaginosos incompletos, se encuentran dé 16 a
20, su forma es muy variable, algunos son regulares con bordes paralelos y

extremidades posteriores idénticas; otro son irregulares con desdoblamientos
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(Latarjet y Ruiz, 1995). Su altura varia de2a Smm, y cada uno de ellos

varia sensiblemente de un punto a otro (Rouviere y Delmas, 1999).

La longitud de la traquea varia con la edad y talla. En el adulto mide 13 cm y
termina al dividirse en dos bronquios derecho e izquierdo. (Latarjet y Ruiz,

1995).

Las vias aéreas estan dotadas de una cubierta espiral de musculo
involuntario que frecuentemente sufren de modo inapropiado constriccion
grave en reacciéon a diversos tipos de irritacién; con el consiguiente
broncoespasmo, el cual es un problema de primera importancia en la mayor

parte de las enfermedades respiratorias obstructivas crénicas del pulmon.

Las estructuras anatémicas mas importantes de la via aérea desde el punto
de vista farmacolégico, son el musculo liso, el epitelio ciliado y las glandulas

bronquiales (Ziment, 1983).

El musculo traqueal esta formado por una lamina de fibras musculares lisas
transversales u oblicuas, entremezcladas como una red de malla, localiza en
la parte posterior de la traquea, interpuesto entre la membrana fibrosa y la

mucosa (Latarjet y Ruiz, 1995).
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El epitelio que reviste la mucosa de las vias aéreas es ciliado y contiene

glandulas mucosas y serosas (Ganong, 1998).

La submucosa es la capa de tejido conectivo vascular que se encuentra
debajo del epitelio, contiene glandulas bronquiales especializadas, cuyas
células producen secreciones seromucosas que son llevadas a la superficie
del epitelio ciliado a traves de conductos excretores también ciliados. Las
glandulas bronquiales contienen tanto células secretoras mucosas como

serosas (Ziment, 1983).

Las glandulas bronquiales se encuentran principalmente en la traquea y en
los bronquios; existe una marcada disminucién de su presencia en sitios mas

distantes.

El musculo liso de las vias aéreas esta inervado por nervios simpaticos y
parasimpaticos. La inervacién contractii de vias aéreas en mamiferos es
exclusivamente colinérgica, mientras que la inervacion relajante es
adrenérgica y no adrenérgica. Los nervios extrinsecos eferentes que regulan
el tonoc muscular se derivan de dos fuentes: fibras simpaticas preganglionales

llevadas por el nervio vago, y fibras posganglionales simpaticas que emanan
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desde el térax y los ganglios parasimpaticos cervicales (Canning y Fischer,

2001).

En las paredes de los bronquios y bronquiolos hay abundantes receptores
muscarinicos y la descarga colinérgica produce broncoconstriccion. En el

epitelio bronquial, asi como en el musculo liso, hay receptores adrenérgicos
B1 y B2. En el ser humano, predominan los receptores Bz; ademas hay una
inervacion no colinérgica, no adrenérgica de los bronquiolos, que producen
broncodilatacion. Los leucotrienos LTC4, LTD4 y LTE4 son
broncoconstrictores potentes. Algunos de los nervios en los pulmones
contiene sustancia P, y esta sustancia produce broncoconstriccion (Ganong,

1998).

En intima asociacion con la musculatura bronquiai se encuentran los
mastocitos, los cuales tienen mayor prevalencia en las vias aéreas
periféricas que en las proximales. Estas células estan coimadas con granulos,
que almacenan heparina, asi como, histamina vy otros mediadores, su
liberacion afecta a las células musculares adyacentes y causa

broncoespasmo (Ziment, 1983).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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3.1.1 Mediadores del broncoespasmo

Las alteraciones del tono muscular de las vias aéreas son provocadas por
estimulacion de los nervios aferentes de estas. La existencia de caminos
opuestos de inervacidén parasimpatica en el musculo liso de las vias aéreas
sugiere que el broncoespasmo puede ser mediado por un incremento de la
actividad nerviosa colinérgica o un decremento en la actividad nerviosa del
tono inhibidor no colinérgico. (Canning y Fischer, 2001). La sinapsis de fibras
vagales, la actividad nicotinica y los receptotes m1- muscarinicos en los
ganglios parasimpaticos, localizados en la pared de las vias aéreas, liberan
acetilcolina con accién sobre los receptores muscarinicos en el musculo liso

de las vias aéreas.

Hay evidencias fisiologicas que sostiene la hipotesis de que la disfuncion o
irregularidad de la inervacién autonomica de vias aéreas contribuyen a la
patologia del asma y enfermedades cronicas obstructivas. Las cuales son
caracterizadas por la obstruccién de vias aéreas, hipersensibilidad de estas,
dificuitad para respirar, tos, disnea y sensacion de estar sin aliento. Cada uno
de estos sintomas han sido directa o indirectamente vinculados con
alteraciones en la funcién nerviosa de las vias aéreas (Canning y Fischer,

2001).
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Se sabe que las fibras nerviosas simpaticas liberan las hormonas
transmisoras naturales, norepinefrina y epinefrina, mientras que las fibras
parasimpaticas liberan acetilcolina. La epinefrina provoca relajacion, mientras
que la acetilcolina causa contraccion; la norepinefrina por si misma posee un

efecto broncodilatador menor (Ziment, 1983).
3.1.2 Receptores adrenérgicos

Los receptores adrenérgicos son las estructuras moleculares que en las
células del organismo reciben selectivamente la sefial de la adrenalina y la
noradrenalina, y responden transformandola en una respuesta celular
especifica. A partir de las respuestas obtenidas en diversos dérganos a las
catecolaminas naturales adrenalina y noradrenalina, y a la sintética
isoproterenol, Ahlquist en 1948, clasificd los receptores adrenérgicos en dos
clases, o y B. Se definieron como receptores « los que eran estimulados por |
las tres catecolaminas con el orden de potencia: adrenalina > noradrenalina
>> soproterenol, y como receptores P los que eran estimulados con el orden

de potencia; isoproterenol > adrenalina >> noradrenalina (Flérez, 1997).

10
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Los receptores aifa, median la contraccion del musculo liso en algunos sitios,
que comprenden: las arteriolas de la piel, las mucosas, las visceras y los
rifones, las venas de todo el organismo; asi como, el Gtero, el bazo, los
érganos sexuales masculinos y el musculo radial del iris. Los receptores 32,
son los que median la relajacion del musculo liso en diversos sitios como
son: las arteriolas en el musculo esquelético e higado, muchas venas en todo
el cuerpo, el musculo bronquial y el Gtero. La activacion de los receptores B4,
da como resultado el aumento de la frecuencia cardiaca y el aumento de la

fuerza de contraccion del corazén (Smith y Reynard,1993).

El musculo bronquial posee dos tipos de diferentes receptores
adrenérgicos: oy B2. Los receptores B2 estan distribuidos principalmente en
el musculo bronquial, vasos sanguineos periféricos, musculos de las
extremidades, en algunos musculos lisos y en el sistema nervioso central.
Otros receptores como histaminérgicos y serotoninérgicos, se encuentran en
el tejido pulmonar, y también los de prostaglandinas, desempefian un papel

importante en el broncoespasmo (Ziment, 1983).

Los receptores B2 en el pulmon median la relajacién del musculo bronquial

(Ziment, 1983).

11
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3.1.3 Antagonistas de los B-adrenoceptores

Los antagonistas de los fi-adrenoceptores son sustancias que muestran
alta afinidad y especificidad por estos e inhiben tanto la actividad
simpatica en su manifestacion f-adrenérgica como la respuesta a los

farmacos agonistas p-adrenérgicos. La inhibicibn es de caracter

competitivo (Florez, 1897).

En los bronquios, los pB-blogueadores reducen el tono broncodilatador, por
lo que predomina el tono broncoconstrictor a-adrenérgico y colinérgico. En
consecuencia aumenta la resistencia bronquial, especialmente en

pacientes con enfermedades pulmonares obstructivas.

El propranolol es un f-bloqueador ampliamente utilizado, ya que es un
antagonista competitivo que muestra una afinidad similar por los
receptores B4 y B y carece de actividad intrinseca simpaticomimética.
Como B-bloqueante inespecifico, su empleo en patologia cardiovascular
esta condicionado por los importantes efectos adversos derivados del
bloqueo de f.-adrenoceptores (broncoespasmo y vasoconstriccion)

(Floréz, 1997).
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3.2 Enfermedades respiratorias

Las enfermedades obstructivas principales de vias aéreas son asma,

enfisema, bronquitis cronica, fibrosis quistica y bronquiolitis.

En pacientes con estas enfermedades la capacidad pulmonar total es normal
o esta elevada, pero lo caracteristico es una disminucion de la tasa de flujo

espiratorio.

La obstruccion de la espiracion puede ser resultado del estrechamiento
anatémico de las vias aéreas, observado clasicamente en el asma ( Vinay et

al., 1992).

3.2.1 Bronquitis

La bronquitis es una enfermedad que afecta las vias respiratorias de
conduccion. Debido a la inflamacién crénica, las paredes bronquiales se
estrechan por vasodilatacion, congestién y edema de ta mucosa. Cuando la
irritacion  bronquial continia, causa que las glandulas bronquiales se
agranden y aumente el niumero de células en copa, dando como resultado la

produccién excesiva de moco, el arbol tragueobronquial disminuyey los

13
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bronquios periféericos suelen estar parcial o totalmente ocluidos por la
inflamaciéon y tapones mucosos. Los cambios estructurales principales
relacionados con la bronquitis son: inflamacion crénica y tumefaccion de vias
respiratorias periféricas, produccidn y acumulacidon excesiva de moco;

obstruccion de vias respiratorias bronquiales (Cosio et al., 1984)

La bronquitis créonica es comun en los fumadores y en los habitantes de
ciudades con altos niveles de smog; se define como una tos productiva
persistente por lo menos durante tres meses seguidos, en dos afios
consecutivos. Se puede presentar en varias formas. La mayoria de los
pacientes tiene bronquitis cronica simple: la tos productiva origina
expectoracion mucoide, pero no esta ocluido el flujo aéreo. Algunos pacientes
con esta enfermedad, pueden mostrar vias aéreas hiperreactivas y episodios

intermitentes de asma (Vinay et al., 1992).
Los factores etiologicos mas importantes de este padecimiento son:

tabaquismo, contaminantes atmosféricos y las infecciones (Cosio et al.,

1984).

14
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3.2.2 Asma

El asma se caracteriza por la broncoconstriccion reversible, episddica,
resultado de una reactividad aumentada del arbol traqueobronquial ante
varios estimulos. El asma se puede clasificar en dos categorias principales:
asma extrinseca, en la cual el episodio asmatico es iniciado por una reaccion
de hipersensibilidad tipo inducida por la exposicién a un antigeno extrinseco;
y asma intrinseca, en la cual los mecanismos desencadenantes no son
inmunitarios, en esta forma, varios estimulos pueden iniciar broncoespasmo,
incluyendo la aspirina, infecciones pulmonares, especialmente las causadas
por virus, el frio, el estrés psicolégico, el ejercicio y los irritantes inhalados

(Vinay et al., 1992).

L.os mediadores quimicos mas importantes en la respuesta asmatica son

(Vinay et al., 1992).

e Histamina, esta sustancia se encuentra preformada y de manera
particular se almacena en los granulos de los mastocitos. Su
liberacion se asocia al desarrollo de la contraccién del musculo
bronquial, aumento de la secrecién de las glandulas bronquiales y
también aumento de la permeabilidad vascular, con edema de la

submucosa bronquial.

15
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e La sustancia de reaccion lenta de la anafilaxia (SRS-A), es producida

por los mastocitos y basdfilos luego de la estimulacion inmunolégica.

e El factor quimiotactico eosinofilico de 1a anafilaxia.

e La prostaglandina D, (PGD3), que provoca broncoconstriccion y

vasodilatacion.

s Factor activante plaquetario (PAF), que causa agregacion de las

plaquetas y liberacion de la histamina a partir de sus granulos.

e Leucotrienos C4, D4 y E4; éstos son mediadores extremadamente
potentes, que causan broncoconstriccion prolongada, aumento de la
permeabilidad vascular asi como de la secrecion de mucina (Vinay et

al., 1992).

3.3.3 Tratamiento con farmacos

En el tratamiento para el asma y oftros trastornos respiratorios se

utilizan farmacos de acceso directo a la pared bronquial;, como lo son

los broncodilatadores que comprenden a los estimulantes de los fBa-
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adrenoceptores, los relajantes directos de la fibra muscular lisa (teofilina y
derivados), y los inhibidores de la actividad parasimpatica (bromuro de
ipratropio). Dada la importancia del componente inflamatorio en la patogenia
del asma, el tratamiento incluye ademas de los broncodilatadores,
modificadores de la respuesta inflamatoria: corticoesteroides e inhibidores de

la liberacion de histamina (cromoglicato y nedocromilo) (Flérez, 1997).

Los efectos terapéuticos de los agonistas B-adrenérgicos comprenden:

1) broncodilatacion como consecuencia de la actuacién de la enzima
adenilciclasa de la membrana celular, que convierte el trifosfato de adenosina
en monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) con capacidad inherente para
relajar el muasculo liso , 2) aumento del movimiento ciliar, que elimina las
secreciones, y 3) efecto sobre los mastocitos que consiste en la disminucion

de la liberacidn de mediadores (Smith y Reynard, 1993).

Los farmacos [-adrenérgicos son los broncodilatadores mas rapidos vy
eficaces de que se dispone. La accidon broncodilatadora aumenta con la dosis
pero, por encima de una dosis maxima, no aumenta la intensidad sino la

duracion del efecto.
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Con base a su selectividad, los agonistas B.-adrenérgicos ademas de accion
broncodilatadora también producen efectos adversos como es, taquicardia
por varios mecanismos: a) como mecanismo reflejo a la vasodilatacion y la
hipotension; b) porque la selectividad P, es sdlo relativa y dosis
suficientemente elevadas pueden producir efectos B4, ¥ ¢) porque en el
corazdn existe una pequefia poblacién de receptores B,, cuando mayor es la
selectividad por los ;-adrenoceptores, menor es el efecto taquicardizante y
arritmoégeno 4 para un determinado efecto broncodilatador. Ademas de la
taquicardia se producen con frecuencia temblor fino de las extremidades

(efecto B;) intranquilidad y nerviosismo.

La mayoria de las reacciones adversas son consecuencia de su accion
adrenérgica y guardan relacidon con la dosis y la via de administracion.
(Florez, 1997). En la tabla 1 se resumen algunas propiedades farmacolégicas

de los agonistas Bs-adrenérgicos.

El isoproterenol mantiene una fuerte accion B4, que provoca efectos cardiacos
indeseables, incluso por via inhalatoria, su accién es de 1-2 horas. La
orciprenalina o metaproterenol carece de accibn o y su acciéon pi es
notablemente inferior a la de |la adrenalina y la isoprenalina; su accién es mas

prolongada y se puede administrar por via inhalatoria, parenteral y oral.
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El salbutamol, el fenoterol y la terbutaiina presentan mayor selectividad f,
con lo que ha mejorado la seguridad de su accidn, la duracion del efecto (4-8
horas) y la posibilidad de utilizar la via oral. El salmoterol y el formoterol
inhalados son eficaces durante mas de 12 horas, por lo que resultan

particularmente Utiles en el tratamiento del asma nocturna (Flérez, 1997).
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Tabla.1 Propiedades Farmacolédgicas de algunos farmacos sobre receptores
adrenérgicos (Florez, 1997).

FARMACO SELECTIVIDAD DURACION DEL
o B+ B2 EFECTO SOBRE
LOS RECEPTORES
{horas)
Adrenalina +++ ++ ++ 1-2

Efedrina ++ + . b 2-3

Isoprenalina

Fenoterol

Orciprenalina

Salbutamol

Terbutalina-

Formoterol [~ " -

- Salmeterol -

La mayoria de las reacciones adversas son consecuencia dé su accion
adrenérgica y guardan relacion con la dosis y via de administracion. Por via
oral producen temblor fino de las extremidades (efecto B2). Taquicardia y
palpitaciones (por accién directa 1 y por vasodilatacion), intranquilidad y
nerviosismo. Estas reacciones son menores y practicamente indetectables si
se administra adecuadamente por via inhalatoria a las dosis prescritas. Por
via subcutanea son mas frecuentes los efectos cardiovasculares. Las

arritmias se observan mas a menudo por via intravenosa (Flérez, 1997).
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3.2.3.1 Teofilina y derivados

La teofilina, la cafeina y la teobromina son un conjunto de alcaloides que
pertenecen al grupo de las metilxantinas. La teofilina actia directamente
sobre el musculo liso bronquial, sin necesidad de activar o bloquear
receptores de transmisores o mediadores; ejerce su principal influencia a
través de la relajacion del musculo liso del arbol bronquial. Lo hace mediante
la inhibicion de la degradacion de la enzima fosfodiesterasa con el
consiguiente incremento del AMPc, que da lugar a la relajacion de la célula
muscular lisa. Ademas de producir broncodilatacién, la teofilina mejora la
excursion diafragmatica y el transporte ciliar y estabiliza el mastocito. Este
ultimo efecto se relaciona con las propiedades antiinflamatorias de la teofilina
que se manifiestan mediante la inhibicién de la liberacion de mediadores por
los mastocitos con una reduccién de la permeabilidad vascular, vasodilatacion

y produccion de moco, inducidos por mediadores.

La ampliacion del calibre de las vias respiratorias se manifiesta por la
reduccion de la resistencia pulmonar y disminuye la sintomatologia (Flérez,

1997).

La teofilina no sdlo interfiere en la accidbn de otros broncodilatadores

antiasmaticos, sino que, en algunos casos, se observa una accién sinérgica
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entre esta y los receptores px-adrenérgicos: a) su administracion restaura la
eficacia de los P2; b) con dosis bajas de teofilina y B> pueden conseguirse
efectos aditivos terapéuticos con pocos efectos secundarios, y c) la

asociacién de esta puede aumentar el efecto maximo conseguido con un Ba.

La teofilina debe utilizarse prestando cuidadosa atencion en los niveles
sanguineos. De manera caracteristica, una concentracion sérica de teofilina
de 10-20 pg/mL se correlaciona con una eficacia o6ptima. Cuando se
incrementa la dosis, los efectos colaterales se tornan mas problematicos y

puede presentarse toxicidad (Smith y Reynard, 1993).

El ipratopio es un agente anticolinérgico que reduce la hiperrreactividad
colinérgica presente en muchos pacientes con bronquitis crénica, enfisema vy
asma. Este agente puede ser (til solo o, de manera mas caracteristica, en
combinacién con un simpaticomimético B,. adrenérgico selectivo, con el cual

puede producir un efecto sinérgico (Smith y Reynard, 1993).

3.4 Uso de las plantas medicinales

Alrededor del mundo se emplean plantas con fines curativos, algunos
ejemplos de plantas que han sido estudiadas por sus propiedades como

broncodilatadores aparecen en la siguiente tabla.
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Tabla. 2

regiones del mundo.

Plantas con efecto broncodilatador estudiadas en diferentes

POSIBLE MECANISMO DE

adenosinicos e inhibicion de

la fosfodiesterasa.

ESPECIE ORIGEN REFERENCIA
ACCION
Efecto anticolinergico.
. . N Boskabady y
. India, Iran y Antagonismo competitivo .
Carum copticum . shaikhi, 2000.
Egipto sobre receptores H,
Efecto antagonista reversible
de contracciones inducidas
SRS S por algunos mediadores El Sayah etal.,
=" Drymis .winteri Brasil 1998.
RERE v que participan en ia etiologia
del asma
Inhibicién de contracciones
S L. del musculo de vias aéreas Campos et al.,
Galphimia glauca México . . .
S inducidas por leucotrienos. 2001.
e Inhibicién de contracciones
‘Desmodium del musculo de vias aéreas
T Ghana . . . Addy et al., 1988.
adscendens inducidas por leucotrienos.
Efecto relajante debido a la
o interaccion con receptores
Hydrastis L Abdel-Haq et al.,
. adrenérgicos y receptores
canadensis U.SA. 2000.
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El empleoc de las plantas medicinales en nuestro pais se remonta hasta
tiempos inmemorables. Documentos del periodo novohispano certifican vy
comprueban la continuidad de la practica médica tradicional en México-
Tenochtitlan y en las principales ciudades de la Nueva Esparia, con particular

referencia al uso de las plantas medicinales (Campos, 1993).

La medicina tradicional en México tiene sus raices en las tradiciones de las
antiguas culturas mescamericanas poseedoras de una rica cultura herbolaria
medicinal. El uso de remedios vegetales persiste alin en nuestro pais, donde
un porcentaje elevado de la poblacion, recurre a la medicina tradicional para

resolver sus problemas prioritarios de salud (Mata, 1993).

Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo las plantas
medicinales fueron el principal, e incluso Unico, recurso del que disponian

los médicos.

En México, el uso de las plantas medicinales se da exclusivamente en el
contexto de la llamada “medicinal tradicional”. Se tiene registrado un niumero
aproximado de 4500 especies botanicas con propiedades medicinales y que
son utilizadas por la poblacion para tratar la sintomatologia de los

padecimientos mas comunes.
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Tomando en consideracion lo extenso de la flora medicinal del pais, los
estudios etnobotanicos son de gran relevancia ya que constituyen el primer
tamiz que permite la seleccion de las especies mas frecuentemente utilizadas

en las practicas médicas populares (Mata, 1993).

A pesar de la riqueza vy la variedad de la flora medicinal mexicana, el
porcentaje de las especies botanicas estudiadas desde el punto de vista
fitoquimico es bajo y alin es menos la fraccion de estas que ha sido objeto de

una evaluacion bioldgica (Mata, 1993).

En una encuesta sobre el uso de las plantas en la medicina tradicional

(Lozoya et al., 1987) realizada en la mayoria de los estados del pais, los
recursos herbolarios para el tratamiento de padecimientos respiratorios se
dividieron en dos grupos, como antitusigenos, y las plantas mas utilizadas
fueron: Sambucus nigra (Sauco), Gnaphalium semiamplexicaule (Gordolobo),
Bouganwvillea glabra (Bugambilia) y Allium sativum (ajo); y un segundo grupo
como broncodilatadores y antimicrobianos, las plantas mayormente
empleadas fueron: Eucalyptus globulus (eucalipto), Ghymus vulgaris
(Tomillo), Rosmarinus officinalis (Romero), Mentha pulegium (Poleo) y

Origanum vulgare (orégano).
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3.4.1. El género Gnaphalium

En la regién central del pais se aplica popularmente el nombre “gordolobo” a
diversas especies del género Gnaphalium, perteneciente a la familia de las
compuestas (Compositae). Los miembros de esta familia son arbustos,
arboles o plantas herbaceas, con los tallos y hojas velloso afelpados; hojas
alternas vy sésiles, las flores se encuentran agrupadas en cabezuelas o
capitulos. Esta familia cuenta con mas de 250 géneros y cerca de 20 000

especies, de amplia distribucion en toda la tierra (Sanchez, 1986).

El género Gnaphalium comprende subarbustos o hierbas anuales o
bianuales; tallos erectos, nula o profusamente ramificados; hojas alternas,
enteras, generalmente sésiles, lanceoladas; inflorescencia compuesta de
cabezuelas solitarias, o mas frecuentemente de glomérulos de cabezuelas
agrupadas arreglados en forma solitaria, de color blanquecino, amarillento,

café o rojizo, hialinas y brillantes (Rzedowski, 1985).

Las propiedades medicinales que se le atribuyen de forma tradicional a esta
planta son: predominantemente contra algunos padecimientos de vias
respiratorias, comunmente para el alivio de la tos y bronquitis, entre otras.
Ademas en algunas regiones la emplean para algunos padecimientos del

aparato digestivo (Argueta et al., 1994).
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3.4..2, Estudios botanicos y etnobotanicos

Las especies que son empleadas en nuestro pais son las siguientes

(Argueta et al., 1994) :

e Gnaphalium attenuam DC. Hierba originaria de México. Habita en
clima calido. Asociada a vegetacion perturbada, derivada de bosque
tropical. Hierba anual de 60 cm de altura, de tallos rectos o
ligeramente inclinados. Las hojas son aterciopeladas de color verde

grisaceo. Las flores son de color blanco amarillentas.

Sus cualidades medicinales se aprovechan en Michoacan, para quitar
el dolor de estdbmago y el espasmo. En Oaxaca, contra la gastritis y en
Puebla para aliviar el ardor de estomago vy la bilis. Asi mismo, se utiliza
contra trastornos respiratorios como tos, ronquera y gripa. El
tratamiento implica la utilizacion de la parte aérea de la planta
preparado en decoccidn y administrada por via oral (Argeta et al,

1994).

e Gnaphalium chartaceum. Hierba anual o bianual de 1.2 m de alto

aproximadamente, fuertemente aromatica, profusamente ramificada;

tallos con pubescencia lanosa aracnoidea laxa y granular, hojas
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oblongo-lanceoladas, cabezuelas subglobosas, cada una con 15 a 25
flores hermafroditas, de color verde pardoso. Es una especia escasa
en el Valle de México. Se conoce de Jalisco, Puebla y Oaxaca

(Rzedowski, 1985).

El principal uso medicinal que se hace de esta planta, en el centro del
pais, es contra la tos. Se emplea toda la planta preparada en infusién
junto con mercadela, se toma caliente. El cocimiento solo de la planta,

suele ser usado para lavar heridas (Argeta et al., 1994).

e Gnaphalium conoideum Kunth. Planta originaria de México de uso
muy antiguo que coincide con el actual en su aplicacién para
problemas respiratorios. Hierba anual de 30 a 80 cm de aitura, de
ramificacion multiple desde la base o bien sélo en el area de la
inflorescencia; tallos procumbentes o erectos de apariencia
aterciopelada. Las hojas son alargadas y angostas pegadas al tallo,
aterciopeladas. Sus flores son amarillas y brillantes dispuestas en
cabezuelas vy los frutos como capsulitas alargadas. Se encuentra en

clima templado asociada a matorral xerdfilo (Argueta et al., 1994).
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En el siglo XVI, Francisco Hernandez relata los siguientes usos:
antirreumatico, antitusigeno, bronquitis, como emoliente, para el dolor

de garganta y para los humores flematicos.

En el Estado de México y Michoacan, se indica su uso en
enfermedades respiratorias como tos, gripa o bronquitis. Para su
administracion se hace un cocimiento de las flores y las hojas, que se
endulza con miel y se toma muy caliente, de preferencia por las
noches. Ademas del Valle de México se conoce en Durango y Tlaxcala

(Rzedowski, 1985).

e Gnaphalium oxyphyllum DC. Planta de origen desconocido, habita
en climas calidos, semicalido y templado. Planta silvestre, crece en
terrenos de cultivo, de riego y temporal, y abandonados. Asociada a la
vegetacion perturbada de bosques tropicales, matorral xeréfilo, bosque
espinoso, bosque mesdfilo de montafa, bosques de encino y de pino.
Planta que mide entre 30 a 75 cm de altura, los tallos estan cubiertos
de vellitos que le dan una apariencia blanca, las hojas son angostas.
Las flores son blancas o crema y aparecen en cabezuelas. Los frutos

son pequenos y las semillas tienen un penacho en la punta.

29



Evaluacion del efecto broncodilatador de extractos de Gnaphalium sp. en

anillos de traquea de cobayo.

Se emplea para la tos en los estados de Hidalgo, Morelos, Puebla

Tlaxcala, Michoacan y Sonora (Lara y Marquez, 1996).

La planta es util también si hay problemas pectorales, infecciones de
la garganta, bronquitis, asma y para la descongestiéon de bronquios.
Se reporta ademas como antirreumatico, antitusigeno, contra
bronquitis, y dolor de garganta. En trastornos gastricos interviene en el
tratamiento de las ulceras, dolor de estomago y parasitos intestinales

(Lara y Marquez, 1996)

Si se emplea para la tos, que es debida al resfriado, se ingiere el
cocimiento de la planta o se prepara un cocimiento en leche junto con
otras plantas del mismo género y se toma en ayunas durante nueve
dias; si la tos es crénica soélo se hierven las flores en leche para
tomarse tres veces al dia. Por otro lado interviene en la terapia del

cancer, heridas, fiebre, hidropesia y lumbago (Lara y Marquez, 19986).

e Gnaphalium salicifolium. Su origen es desconocido. Habita en clima
templado. Presente en laderas rocosas, asociada a vegetacion
perturbada de bosques de pino encino. Planta de 12 a 60 cm de

altura, los tallos se ven aterciopelados. Las hojas son angostas y
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aterciopeladas. Cabezuelas con flores que se ven lanosas y los frutos

son pequefos de color café y purpura (Rzedowski, 1985).

En Puebla y Veracruz se ocupa contra la tos al igual que en Hidalgo,
en donde suele emplearse el cocimiento de las ramas, como té,
cuando hay tos o contra los “aires”. También usado para curar

calambres, heridas e hinchazones (Argueta et al., 1994).

e Gnaphalium semiamplexicaule DC. Originaria de México, habita en
clima templado. Asociado a la vegetacidon perturbada de pastizal,
bosques de encino, de pino y mixto de pino-encino. Planta herbacea de
30 a 80 cm de altura con los tallos aterciopelados, de color
blanquecino. Las hojas son mas largas que anchas pero pequefas, un
poco velludas. Las flores son amarillentas o blanquecinas y estan

reunidas en cabezuelas que se ven plateadas.

Las propiedades medicinales que se le atribuyen popularmente a esta
planta se relacionan con la cura de padecimientos respiratorios como:
bronquitis, asma e irritacion de la garganta (Veracruz) pero su uso mas
frecuente que se registra en el centro del pais (Distrito Federal,
Hidalgo; Tlaxcala)., es contra la tos. En el tratamiento de estos

padecimientos se emplea la parte aérea preparada en cocimiento y
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administrada por via oral. Asi mismo se le ocupa para estimular la

circulacién sanguinea, en varices y hemorroides (Argueta et al.,1994).

e Gnaphalium viscusum kunth. Es de origen desconocido. Presente
en el clima templado. Crece en aereas de vegetaciéon perturbada de
matorral xeréfilo, bosques de pino, de encino, mixtos de encino-pino.
Planta anual herbacea de 30 cm a 1 m de altura; los tallos tienen
apariencia lanosa. Sus hojas son angostas, de color verde en el
anverso y en el reverso se ven blancas porque son muy velludas. Las
flores estan agrupadas en cabezuelas que tienen alrededor de 200

flores de color crema.

Se emplea en algunos estados del centro de la Republica Mexicana, se
le usa en infusion para curar la tos. Por otra parte, la infusidon de la
planta preparada junto con hojas de encino, sirve para curar el dolor de
estémago. Las ramas y hojas se ocupan para el empacho. Sin dar mas
datos se recomienda su empleo contra el cancer, las tlceras, el dolor
de cabeza y las inflamaciones. Se le atribuyen propiedades como

expectorante (Argueta et al., 1994).
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Gnaphalium wrightii, Pertenece a la familia Compositae. Se
distribuye en el valle de México, San Luis Potosi e Hidalgo. Planta
herbacea de 30 a 80 cm de altura, lanosa con hojas alternas, largas y
angostas, inflorescencias terminales, agrupadas en cabezuelas

amarillas y brillantes.

El cocimiento se usa como emoliente y pectoral contra la tos y el dolor
de garganta y de pecho ocasionado por la bronquitis, contra el asma y
el dolor de estomago. Mezclado con ofras plantas (té ulcerio) se usa
para resfriados. También se les da a mujeres antes y después del parto

(Lara y Marquez, 1996).
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3.4.3 Estudios quimicos

Gnaphalium oxyphyllum DC

Se han aislado tres compuestos de esta especie, y se realizaron estudios de

actividad antimicrobiana. Tabla 3 (Sanchez, 2001).

Gnaphalium wrightii
Se han aislado tres compuestos, que se resumen en la tabla 4. (lLara y

Marquez, 1996).

Gnaphalium viscusum kunth
Se han aislado e identificado los compuestos de la tabla 3, a los cuales se les
realizé un estudio de actividad antimicrobiana mostrando actividad inhibitoria

(Sanchez, 2001).
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Tabla 3. Compuestos aislados de G. oxyphyllum DC y G. viscusum kunth

(Sanchez, 2001).

PARTE DE LA | DISOLVENTE DE
COMPUESTO .
PLANTA EXTRACCION ESPECIE
Zoapatlina G. oxyphyllum
DC
> flor, hoja Hexano. G. viscusum
. kunth
.G. oxyphyllum
bc. -
Hoja Hexano. G viSéuéu
flor, hoja Hexano. G
~ B-sttosterol
G. oxyphyllum
HO DC
Estigmaesterol flor, hoja Hexano G. viscusum
N kunth
N

HO
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Tabla 4 Compuestos aislados de Gnaphalium wrightii (Lara y Marquez,

1998).

COMPUESTO PARTE DE LA PLANTA

a—farneseno (sesquiterpeno) Raiz

5,7—dihidroxi-3-6-dimetoxiflavona

(flavonoide)

Parte aérea

En cuanto a mas estudios quimicos, diversas especies del género
Gnaphalium han sido estudiadas desde el punto de vista fitoquimico. Sin
embargo, estas especies han sido colectadas fuera de México. Estas se

resumen en la tabla 5.
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Tabla 5. Tipos de compuestos que se han identificado de diferentes especies

de Gnaphalium.

ESPECIE

TIPO DE COMPUESTO

REFERENCIA

G. pellitum

Flavonas y diterpenos

Torrenegra et al., 1992

G. graveolens

Diterpenos

Torrenegra et al., 1992

G. multiceps

Flavonas y chalconas

Maruyama et al., 1974

G. gaudichaudianum

Flavonas

Guerrero et al., 1982

G. luteo-album

Flavonas

Cuadra et al., 1997

G. affine

flavonas y chalconas

Morimoto et al., 2000

. G. robustum

Flavonas

Cuadra et al., 1994

G. elegans -

Flavona

Torrenegra et al., 1980
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3.4.4 Estudios de actividad biolégica

Gnaphalium oxyphyllum DC

Los extractos de hexano, diclorometano y metanol asi como de los
compuestos aislados (zoapatlina, 13 —epiesclareol, acido kaurenoico, P -
sitosterol y Estigmasterol), tienen actividad inhibitoria microbiana (Rojas et al.,

2001).

Gnaphalium semiamplexicaule DC

La infusiéon obtenida de las flores ejercié un efecto relajante en musculo liso
de ileon, y estimulante en utero de perro a dosis de 1g/mL de agua por cada
animal. Esta infusidbn provocé una accion hipoglicémica en el mismo animal,
cuando se administré por via intravenosa (Argueta et al., 1994).

Gnaphalium viscusum kunth

El estudio de actividad antimicrobiana a los compuestos zoapatlina, 13 —

epiesclareol y acido kaurenoico demostraron actividad inhibitoria en el

crecimiento de E. coli (Sanchez, 2001).
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IV. PLANTEAMIENTO DEL. PROBLEMA

Tradicionalmente, en nuestro pais, se utilizan plantas para aliviar algunas
enfermedades, dentro de las cuales, se encuentran las de vias respiratorias.
Un problema que a menudo se presenta en la poblacién mexicana es el
estrechamiento parcial de las vias aéreas respiratorias en menor o mayor
grado de acuerdo a la enfermedad en la que se presenta. El Gnaphalium sp,
popularmente conocido como “gordolobo” se emplea predominantemente en

el pais para aliviar enfermedades respiratorias.

Existen estudios quimicos de algunas especies del género Gnaphalium de
donde se han identificado compuestos y se ha evaluado la actividad
antimicrobiana de algunas especies, como G. oxyphyllum, y G.viscusum,
los cuales muestran actividad contra E.coli.,, sin embargo, no hay estudios
biolégicos enfocados a determinar el efecto sobre la pared de vias
respiratorias tal como el efecto broncodilatador, y considerando el uso
tradicional de esta planta para aliviar la irritacién de garganta, bronquitis, tos,
neumonia y asma, se decidio realizar el estudio de los extractos de la flor
seca de la planta para evaluar su efecto broncodilatador en anillos de traquea

de cobayo.
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V. HIPOTESIS

El uso extendido de gordoiobo (Gnaphalium sp.) en la medicina tradicional
mexicana para tratar _padecimientos relacionados con las vias respiratorias
se relacionara con la accion broncodilatadora que presentara en estudios in
vitro realizados en anillos de trdquea de cobayo lo que permitira

proporcionar las bases experimentales que den soporte a su uso tradicional.
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VI. OBJETIVO

6.1 Objetivo general.

Evaluar el efecto broncodilatador in vitro de los extractos obtenidos de

Gnaphalium sp. en anillos de traquea de cobayo.

6.2 Objetivos especificos

e Documentar los aspectos generales, etnobotanicos y fitoquimicos de

diversas especies del género Gnaphalium.

e Valorar la accién broncodilatadora de diferentes extractos de

Gnaphalium sp y comparar su accion con isoproterenol como farmaco

de referencia broncodilatadora.

¢ Contribuir al conocimiento de la actividad farmacolégica de la flora

medicinal mexicana.
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Vil. MATERIAL Y METODO.

7.1 Material vegetal.

Las flores secas de Gnaphalium sp. se adquirieron en el Mercado de Sonora
de la Ciudad de México. Una muestra de referencia se depositdé en el
Herbario del Centro Medico Nacional Siglo XXI con el numero de registro

IMSSM14224 vy fue identificada porla M. en C. Abigail Aguilar Contreras.

7.2 Preparacion de los extractos.

Los extractos se prepararon de 500 g de flores seca de Gnaphalium sp.,
por maceracion en forma sucesiva con hexano, diclorometano y metanol,
manteniéndose a temperatura ambiente por tres dias, se filtro y se elimino el
disolvente a presién reducida (Figura 1.). Los rendimientos de cada extracto

se muestran en latabla 6.

7.3 Animales

Se utilizaron cobayos de ambos sexos con un peso corporal entre 300 y 400

g. Mantenidos a temperatura ambiente con libre acceso al alimento y al

agua.
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MATERIAL VEGETAL
(flores secas)

Hexano
3 dias (3 veces)

A

RESIDUO

EXTRACTO
DE HEXANO

Diclorometano
3 dias (3 veces)

]

RESIDUO

Metanol
3 dias (3 veces)

Y

EXTRACTO DE
DICLOROMETANO

RESIDUO

EXTRACTO
DE METANOL

Figura 1. Diagrama de flujo de la obtencion de extractos de las flores de

Gnaphalium sp.
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Tabla 6. Rendimiento de los extractos obtenidos a partir de 500 g de flores
secas de Gnaphalium sp.

CANTIDAD
DISOLVENTE DE DE EXTRACTO RENDIMIENTO*
EXTRACCION. | DISOLVENTE
(L) (9) (%)
Hexano 13 5.6 1.12
Diclorometano 8 6.1 1.22
Metanol 6 58.2 11.64

* En relacion al peso seco de la planta.

7.4 Farmacos
El clorhidrato de acetilcolina, clorhidrato de histamina, carbacol, propranolol

e isoproterenol se adquirieron de Sigma Aldrich Co. (St. Louis MO). Las

soluciones se prepararon minutos antes de ser utilizados.
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7.5 Ensayo bioldgico

7.5.1 Diseccidn de la traquea y montaje de la preparaciéon

Los animales fueron sacrificados mediante un golpe en la nuca,
posteriormente se realizd la disecciéon de la traquea, limpiandola de tejido
adherido. El 6rgano se mantuvo en una solucion Krebs a 37° C cuya
composicion fue (mM): NaCl 118, KCl 4.7, KH,PO4 1.2, MgSQO4-7 H,O 1.2,
NaHCO3; 25.0, CaCl; -2 H,O 2.2 y glucosa 11.0. La traquea se corté en 8
anillos de aproximadamente 2 mm de longitud y cada uno fue colocado en
una camara para tejido aisiado con 10 mL de solucién Krebs a 37° C. La
preparacion se suspendié entre dos ganchos de alambre Nicromel, uno de los
extremos se fijo a la camara y el otro al trasductor de fuerza (Grass FT 03E)
conectado a un poligrafo Biopack System. Los datos se obtuvieron de forma

automatica mediante el programa Acknowiedge MP100 versién 3.5.3.

El tejido se sometid a una tensidn inicial de 1g y se dejé estabilizar por una
hora, realizando lavados con solucion de Krebs cada 15 minutos en este
periodo. Posteriormente, el tejido fue estimulado con clorhidrato de
acetilcolina 3 x 10 ~> M por tres veces a intervalos de treinta minutos.

Después de cada estimulacion el tejido se lavé tres veces con solucidn Krebs.
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7.5.2 Evaluacion del efecto inhibidor del extracto de Gnaphalium sp.,

sobre las contracciones inducidas por histamina y carbacol.

Para evaluar el efecto inhibidor, se obtuvieron curvas dosis-respuesta
acumulativa para histamina (10 =6 — 10 M) y para carbacol (3 x 10°- 3 x
10®% M). Con los datos obtenidos a partir de este experimento, se
construyeron graficas y se determiné la concentracién que causo el efecto
maximo. En un segundo experimento se obtuvieron curvas acumulativas
incubando, previamente el tejido con el extracto de cloruro de metileno

aplicando una concentracién de 100 ug/mL.

7.5.3 Evaluacion del efecto broncodilatador de los extractos de
Gnaphalium sp.

Para evaluar el efecto broncodilatador, el tejido fue precontraido con
histamina 3 x 10> M y carbacol 3 x 10° M (en experimentos independientes),
dejando en contacto al farmaco con el tejido hasta alcanzar la meseta
(aproximadamente 6 minutos). Una vez en la meseta se aplicaron los
extractos de hexano, de cloruro de metileno y de metanol de Gnaphalium sp.
suspendido en agua destilada con trazas de Tween 80, a las concentraciones

de 31, 100, 177.8 y 300 pg/mL en forma acumulativa.
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Las preparaciones se dejaron en contacto con cada concentracion hasta

observar una meseta de broncodilatacién.

Por cada experimento se obtuvieron datos de la actividad de un control del
tejido para descartar la posibilidad de una broncodilatacién por la suspensién
con el Tween 80, por lo que en las preparaciones control se le adiciono una
mezcla de Tween en agua en una proporcion similar a la de los extractos.
Ademas, también se obtuvieron datos del tejido contraido para descartar la
relajacion natural del tejido. Como farmaco de referencia se utilizd
Isoproterenol en forma acumulativa a las concentraciones de 10°a 107 M.
cada concentracién se aplicd después de que se observd la meseta de

broncodilatacion (Figura 2)

. TESIS CON
are P2 FALLA DE ORIGEN

]

1(1'9 ! 13'8 ! 1TO'7
isoproterenol [M)

Figura 2 Registro de dosis-respuesta acumulativa de isoproterenol a

concentraciones molares de : 10°° a 107, en las preparaciones in vitro.
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7.5.4 Determinacion del efecto 3-adrenérgico.

Para determinar el posible mecanismo de accién broncodilatadora de
Gnaphalium sp., a través de los receptores B-adrenérgicos las preparaciones
precontraidas con histamina ( 3 x 10°° M) se incubaron por 5 minutos con
propranolol (3 x 10°® M) antes de aplicar isoprotereno!l o el extracto en forma
acumulativa a las mismas concentraciones empleadas en la evaluacién del

efecto broncodilatador.
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Vill. RESULTADOS

En las figuras 3 y 4 se presentan las curvas de concentracion-respuesta del

efecto contractil provocado por carbacol y por histamina, respectivamente.

El efecto maximo para carbacol se alcanzé a la concentraciones de 1 x 10° M

y para Histamina a la concentracién de 3 x 10° M.

Los tres extractos evaluados presentaron efecto broncodilatador, tanto en las
preparaciones precontraidas con carbacol (Figura 5) como para histamina
(Figura 6) en las primeras el extracto hexanico presenté mayor efecto
broncodilatador, seguido por el extracto de diclorometano y finalmente el de
metanol (Figura 5). En las preparaciones precontraidas con histamina el
efecto del extracto hexanico fue practicamente igual al del extracto de
diclorometano y nuevamente el extractoc de metanol fue el menos activo

(Figura 6).

El propranolol ( 3 x 10® M) no inhibio el efecto broncodilatador del extracto
de hexano, como se puede observar en la figura 7. En tanto que a la misma
concentracion, el propranoclol inhibié practicamente, y en su totalidad el efecto

broncodilatador del isoproterenol (figura 8).
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Figura 3. Curva dosis-respuesta acumulativa del musculo liso traqueal de
cobayo para carbacol a concentraciones molares de 3 x 10 ®a 3x10%M.

Cada punto representa el promedio = EEM de seis observaciones.
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Figura 4. Curva dosis-respuesta acumulativa del musculo liso traqueal de
cobayo para histamina a concentraciones molares de 10® a 10* M. Cada

punto representa el promedio + EEM de seis observaciones.
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Figura 5. Efecto broncodilatador de los extractos de Gnaphalium sp, en
anillos de traquea de cobayo precontraidos con Carbacol (3 x 10 ‘M), —o—

Extracto héxanico, —V¥— Extracto de diclorornetano, —v— Extracto

metandlico y —e— Control. Los puntos representan el promedio + EEM

de seis observaciones. *p<0.05 respecto al control.
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% Contraccion
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Figura 6. Efecto broncodilatador de los extractos de Gnaphalium sp, en
anillos de traquea de cobayo precontraidos con Histamina (3 x 10 M), —o—

Extracto héxanico, —V¥— Extracto de diclorometano, —v— Extracto

metandlico y —e— Control. los punto representan el promedio + EEM de |

seis observaciones. *p<0.05 respecto al control.
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Figura 7. Efecto broncodilatador del extracto Hexanico de Gnaphalium sp
precontraido con carbacol 3 x 10, en presencia —e— y en ausencia — —
de propranolol 3 x 10 °. (antagonista B-bloqueador). Cada punto representa

la media £+ EEM de seis observaciones.
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dosis-respuesta acumulativa de isoproterenol a

concentraciones molares de : 10° a 107 , en presencia —o—y en ausencia

—e— de propanolol 3 x 10  molar.
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Dada la importancia del uso tradicional de las flores secas de Gnaphalium sp.
en el alivio de enfermedades del aparato respiratorio, se encontré que a
pesar del uso frecuente no hay evidencias de su efecto sobre vias
respiratorias, lo cual encauso el desarrollo del presente trabajo. Para llevar a
cabo la parte experimental , se sacrificaron cobayos y se aislo6 la traquea para

realizar los estudios in vitro.

En la preparacion del tejido se observé variacion de la respuesta contractil
en cada anillo de la traquea, aun cuando la tension inicial en cada uno fue la
misma, por lo cual los experimentos se realizaron de manera que los anillos
quedaron colocados en cada camara en orden descendente respecto a la
forma anatomica de la traquea para descartar la posibilidad de que
estuvieran influenciados por las regiones anatomicas del tejido, sin embargo
no se encontré ninguna tendencia que lo confirmara. Es probable que esta
variacion se deba a la estructura anatomica de la que esta conformada la
traquea, asi como se describen, son anillos cartilaginosos, su forma es muy
variable: algunos son regulares con bordes paralelos y extremidades

posteriores idénticas; otros son irregulares con desdoblamientos (Latarjety
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Ruiz, 1995). Debido a esto para cada anillo se considero un valor de

respuesta basal, y una respuesta maxima considerada como el 100% .

Para determinar la estabilidad del tejido en las condiciones con las que se
llevarian a cabo los experimentos, también se realizd una repeticion en
curvas dosis-respuesta acumulativa tanto para carbacol como para
histamina, en la misma preparacion, después de haber realizado los lavados
correspondientes y dejar una hora de estabilizacién observando que no son
reproducibles, es decir, existe variacion tanto en la linea basal, como en la
respuesta maxima de contraccion (figura 9), por lo tanto se realizaron

experimentos independientes para la evaluacién broncodilatadora.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

4 4 4 4
Carbacol Carbaco!
3x10° 3x10%
Lavados
Figura 9. Registro que muestra la variacion de la linea basal en la

preparacion in vitro.
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Al evaluar el efecto inhibidor de las contracciones inducidas por histamina de
los extractos de Gnaphalium sp., a la concentracion de 100 ug/mL se
obtuvo una relajacién de la linea basal del tejido durante el tiempo de
incubacioén, es decir, antes de iniciar la aplicacion de los agonistas de prueba,
lo cual no permitié tener una linea base de referencia y determinar el
porcentaje de inhibicion. Esto llevd a concluir que el efecto de los extractos

era broncodilatador, mas que antagonista de la histamina. (figura 10)

] TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

1Min.
alg —

Linea 1 P
basal m

T

Extracto de
Hexano
100 pg/mL

Figura 10. Registro de la preparacion in vitro incubado con 100 pg/mL de

extracto de hexano Gnaphalium sp.
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Al evaluar el efecto de broncodilatacion con los extractos de Gnaphalium sp.,
se registrd una relajacién, sin embargo no se observaron mesetas bien
definidas, por lo que entre cada aplicacién de dosis del extracto se dejo un
tiempo de incubacién entre 5 y 6 minutos (tiempo en el que la dosis mayor

alcanzo el efecto maximo de broncodilatacion).

Todos los extractos presentaron efecto broncodilatador en las preparaciones
de traquea de cobayo, lo cual se puede apreciar en la figura 5y 8, el registro
de los canales control permitié observar que existe una caida natural de la
contraccion a traves del tiempo (figura 11), por ello en cada experimento se
incluyeron por lo menos dos anillos en los que se mantuvo el tejido

contraido, esta caida aparece en las graficas como el control.

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN

-

T T T

Carbacol Carbacol
(@ 3x10-6 M (b) 3x10-6 M

Fig. 11 Registro que muestra la caida natural del tejido (a) y el efecto
broncodilatador (b) en preparaciones in vitro, de anillos de traquea de

cobayo.
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Para poder determinar el posible mecanismo de accion del efecto
broncodilatador de los extractos de Gnaphalium sp., se comparo con el efecto
del isoproterenol, aplicando un antagonista adrenérgico, el propranolol, que
antagoniza el efecto del isoproterenol (Figura 8). Al evaluar de esta manera
el efecto del extracto hexanico se observé que el propranolol no inhibe el
efecto broncodilatador del extracto, lo cual indica que el efecto

broncodilatador no es debido a la accion sobre receptores p.adrenérgicos.

Los resultados anteriores demuestran que los extractos de Gnaphalium sp.,
tienen un efecto broncodilatador importante, lo que sienta las bases
experimentales para relacionar su uso tradicional en el tratamiento de
afecciones respiratorias. Estos resultados, junto a los antecedentes respecto
a las propiedades antimicrobianas de Gnaphalium (Rojas et al., 2001;
Sanchez, 2001) presentan un efecto interesante ya que en caso de
afecciones de vias respiratorias en las que exista una infeccion bacterial, el
Gnaphalium puéde actuar en forma dual; actuar en contra de los
microorganismos y también provocando broncodilatacion que favorecera la

respiraciéon.
Es necesario realizar estudios adicionales para conocer la forma en que actua

el extracto hexanico ya que como se observd, su efecto es por un mecanismo

independiente de la acciéon sobre los receptores p-adrenérgicos. Tambien
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resta conocer cual o cuales son los compuestos responsables del efecto
broncodilatador presente en el Gnaphalium sp., para ello los estudio
fitoquimicos realizados en diferentes especies de este género seran de gran

utilidad.
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X . CONCLUSIONES

Las conclusiones que se desprenden de este trabajo son:

1. Los extractos de metanol, de cloruro de metileno y de hexano
obtenidos de las flores seca de Gnaphalium sp., presentan actividad

broncodilatadora sobre anillos de traquea de cobayo.

2. El mecanismo de accidén de Gnaphalium sp., como broncodilatador no

es a través de receptores pz-adrenérgicos.

3. El presente estudio es la primera evidencia experimental del efecto
broncodilatador en el género Gnaphalium y sienta las bases que

sustentan su uso en la medicina tradicional mexicana.
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Xl. Perspectivas

1. Separar e identificar los compuestos responsables de la actividad

broncodilatadora del extracto hexanico, obtenido de fas flores secas de

Gnaphalium sp.

2. Elucidar el posible mecanismo de acciéon del o de los compuestos
activos, orientado a la participacion de algunos eicosanoides

(leucotrienos y Tromboxanos).
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