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RESUMEN

Las plantas medicinales desempefian un papel importante en la atencién de la salud primaria para
paises en vias de desarrollo como México, por su facil obtencion, bajo costo, normas culturales o
creencias tradicionales que “aseveran” un alivio sintomatolégico. Muchos pacientes combinan la
medicina tradicional con la medicina convencional, especialmente aquellos con enfermedades
crénicas. Existe una creciente demanda mundial de medicina tradicional y complementaria, el
estudio de sus efectos benéficos en las enfermedades, compuestos activos y seguridad
toxicoldgica son continuamente requeridos. Siendo México uno de los paises con mayor tradicion
en la medicina herbolaria, cuenta con aproximadamente 30,000 especies de plantas, de las cuales
3,000 son consideradas medicinales. Brickellia cavanillesii (Cass.) A. Gray, es una planta que se
comercializa ampliamente en México, para el tratamiento de diversos padecimientos como
inflamacion, ulceras, ansiedad, dispepsia y diabetes, entre otros. Por estas razones este estudio
tuvo como principal objetivo evaluar si el efecto del extracto de B. cavanillesii produce una
disminucién de la respuesta broncoconstrictora en un modelo de asma alérgica en cobayo a partir
de la pletismografia barométrica de libre movimiento, técnica que analiza la funcién respiratoria de
animales despiertos. Se utilizaron 18 cobayos hembras (Cavia porcellus) divididos en 3 grupos
aleatoriamente: Control, Sensibilizado y Sensibilizado+extracto. Al grupo sensibilizado+extracto se
le administro el extracto etandlico de B. cavanillesii en sus bebederos 150 mg en 500 ml de agua,
por cuatro semanas, a la segunda semana de iniciada la administraciébn, se comenzé con el
proceso de sensibilizacion. Los grupos, sensibilizado y sensibilizado+extracto, fueron expuestos
con ovoalbumina (OVA) e hidréxido de aluminio (ALOH3) como adyuvante al dia 0, tuvieron un
primer refuerzo de OVA en el dia 8 y un segundo refuerzo para el dia 15. Los dias 21 al 25
realizaron dos curvas a histamina y un reto antigénico, se realizé pletismografia barométrica para
obtener los parametros respiratorios f, VC, VM, PEF, PIF, Ti, Tr y Penh, en todos los grupos. Se
hicieron lavados bronquioalveolares (LBA) de los animales sensibilizados, con los que se realizd
conteo celular total y diferencial. Los resultados de las curvas de histamina y la DP,oq demostraron
la hiperreactividad en los grupos de animales asméticos, sin embargo la respuesta del Penh en el
grupo que tomo el extracto, fue menor, evidenciando su efecto en las vias respiratorias atenuando
la broncoconstriccion.

Adicionalmente el extracto disminuyo la inflamacion expresada en el conteo total celular y la
poblacién de eosindéfilos, los LBA mostraron significativamente una menor cantidad de células
totales inflamatorias por ml (p=0.0191) en el grupo sensibilizado+extracto, en el conteo diferencial
se observo una cantidad menor (p=0.0260) de eosindfilos. Estos resultados pueden sugerir en su
conjunto, que B. cavanillesii posee la propiedad de broncodilatar las vias areas en un modelo de
asma experimental de cobayos.



INTRODUCCION

En la historia humana una practica habitual en diversas culturas ha sido el uso de diversas plantas
con un caracter “medicinal” para el tratamiento de padecimientos crénicos, como el asma. Estos
conocimientos llegan hasta nuestros dias gracias a costumbres y tradiciones de nuestros
ancestros, sin embargo, el uso de estos tratamientos alternativos debe ser mediado y orientado,
teniendo en cuenta la investigacion cientifica que permite establecer la efectividad y los beneficios

terapéuticos, incluyendo la seguridad con las que pueden ser usados (Sanchez & Sanchez, 2012).

En todas las culturas existen evidencias del uso de plantas desde tiempos prehispanicos, con un
caracter “medicinal” en distintos padecimientos y enfermedades, como el asma. Estos
conocimientos llegaron hasta nosotros gracias a las costumbres y tradiciones de nuestros
ancestros, el uso de estos debe ser mediado y orientado teniendo en cuenta la investigacion
cientifica que permite establecer la efectividad, beneficio terapéutico y seguridad, para que estas

puedan ser usadas (Sanchez & Sanchez, 2012).

La herbolaria indigena precolombina jugd un papel importante en el campo de la medicina antigua,
debido al uso de varias plantas medicinales y otros productos de origen natural con una historia de
mas de 350 afios. Incluso hay estudios recientes de paleobotanica que han comprobado la
existencia de algunos vestigios vegetales y polen petrificado en zonas arqueolégicas de
asentamientos humanos con 4000 afios de antigledad, que en la actualidad son perfectamente

conocidas y utilizadas en la medicina tradicional.

Los aztecas son una cultura de la cual se tiene informacién sobre sus conocimientos y practicas
médicas. La mayor parte de conocimientos sobre herbolaria indigena azteca fueron documentados
en cddices. Cuando llegaron los conquistadores europeos, durante la invasion de Tenochtitlan y el
establecimiento de la Nueva Espafia muchos de estos cddices originales fueron quemados,
saqueados o destruidos. Parte de este conocimiento fue recopilado tiempo después por los
indigenas Martin de la Cruz y Juan Badiano en el Libellus de medicinalibus indorum herbis (libro

sobre hierbas medicinales de los pueblos indigenas) nombrado también como cédice de la cruz-



badiano, cédice badiano o codice barberini, el cual describe 227 plantas de varias familias y su uso

medicinal en la cultura azteca (Museo de la medicina. UNAM, 2018).

Actualmente se reporta que distintas plantas de la familia Asteraceae tienen propiedades
antibacteriales, por lo cual existe uso como antibacterianos de las vias respiratorias altas, sobre
todo debido a la presencia de taninos, flavonoides, antraquinonas, fenoles, esteroides, glicésidos y
alcaloides. Los esteroides presentes en estas plantas podrian ser de ayuda en el tratamiento
sintomatolégico de enfermedades de caracter inflamatorio, como el asma (Tomayquispe, 2014).
Extractos etandlicos de algunas plantas ya han sido probados en condiciones experimentales in
vitro y se han encontrado efectos que podrian ser benéficos para disminuir la respuesta alérgica

(Wang, et al., 2018).

El gran potencial de las plantas medicinales debe ser explorado, debido a que el enorme costo de
los tratamientos actuales de muchas enfermedades conduce a las personas de paises con bajo o
mediano desarrollo al uso de terapias tradicionales de medicina alternativa. Sobre todo, en
aquellas enfermedades crénicas que exigen un tratamiento continuo de medicamentos. Una
investigacién cientifica exhaustiva de las diversas plantas medicinales usadas tradicionalmente en
las culturas Mesoaméricanas (azteca, maya, zapoteca, etc.) y asiaticas (kazajos, han, zhuang, etc.)
pueden llegar a proporcionar pistas muy valiosas para el desarrollo de medicamentos nuevos,
econOmicos Yy alternativos como opciones terapéuticas para algunas enfermedades. Los
tratamientos con extractos de plantas medicinales constituyen un recurso como remedios
alternativos especialmente en el inicio de algunas enfermedades. Existe una falta considerable de
conocimiento con respecto al potencial terapéutico, farmacolégico y toxicolégico de los
componentes quimicos que poseen muchas plantas y sus extractos, usados tradicionalmente en

enfermedades (Sanchez & Sanchez, 2012; Wang, et al., 2018).

Brickellia cavanillesii (Cass.) A. Gray, es una de las plantas medicinales usadas cominmente en
México, conocida como atanasia amarga, gobernadora de Puebla, hierba amargosa, hierba del
becerro, hierba del perro u orégano de cerro. Es una hierba con una altura de hasta 2 metros tiene

tallos &speros y rojizos. Las hojas son de color grisaceo, con pequefios hilitos en los bordes, tiene



un sabor muy amargo, sus flores poseen pigmentacién amarilla, los frutos alcanzan una dimension
de entre 1.0-1.5 centimetros. Su distribucién es en bosque tropical caducifolio de climas célidos y

semicalidos entre los 1130 y 1000 metros sobre el nivel del mar (L6pez, 2018).

En el herbario nacional (CONABIO, 2009), se puede encontrar a B. cavanillesii clasificada

taxonémicamente de la siguiente manera

Taxonomia:

ReINO: .o, Plantae
Phylum:...ccooeeiiiiin, Tracheophyta
Clase:.cviviiiiiiiiinre e Magnoliopsida
Oorden:......cccoevvveieiennnnnnnn Asterales
Familia:..ocoveieniniiiieniennns Compositae 0 Asteraceae
TribU:.oe Eupatorieae

(CT=T 0T o L Brickellia

EspecCi€:i i, Brickellia cavanillesii

El género Brickellia forma parte de la tribu Eupatorieae, encontrada en la coleccion del herbario
naciona mexicano, sus géneros de plantas descritas son abundantes (Barroetea, Ageratella,
Bartlettina, Jaliscoa, Stevia, etc.). Esta tribu comprende alrededor de 1200 especies ampliamente
distribuidas, principalmente en América tropical, muchas de ellas tienen propiedades medicinales
que se han utilizado para aliviar dolencias e infecciones, y algunas de ellas estan catalogadas
como especies invasoras asociadas a ecosistemas alterados (Rzedowski, & Rzedowski, 2005;
Garcia-Sanchez, et al., 2011; Castelo, et al.,, 2003-2005), sin embargo, la importancia que se le
debe dar a esta tribu es mayor ya que agrupa especies importantes en la medicina tradicional en

los cinco continentes: en América del Sur y Asia se utilizan para aliviar enfermedades diversas



como hipertension, diabetes, ansiedad e infecciones microbianas y parasitarias, entre otras

(Garcia-Sanchez, et al., 2011; Eshiet, et al., 2014: Wang, et al., 2018).

Las especies Brickellia son nativas de México y la porcién suroeste en los Estados Unidos; son por
lo regular arbustos perennes que tienen flésculos, sus frutos son una sola semilla en una vaina
prominente. Estas plantas suelen consumirse tradicionalmente como una infusion de hierbas por
sus sospechadas propiedades hipoglucémicas y antioxidantes. B. cavanillesii es una de las

plantas populares que se consume en América Central y México (Schmidt & Schilling, 2000).

B. cavanillesii ha sido estudiada por diversos grupos, uno de ellos es el grupo de Navarrete,
Palacios y Mata (2011) en su trabajo “Gastroprotective Effect of B. cavanillesii (Cav) B. L. Robinson
(Asteraceae) in Rats.” Este grupo, que utiliz6 un extracto de las partes aéreas de la planta (10-300
mg/kg), logré tener una reduccion de las lesiones gastricas inducidas por el etanol en ratas, los
autores utilizaron carbenoxolona usada para el tratamiento de las Ulceras del tracto digestivo como
referencia y comprobaron que tanto el f&rmaco, como el extracto poseian un efecto gastro-
protector muy similar. Sefialando que dicho extracto podria tener un papel importante en la
regulaciéon de diversos procesos, como la presidon sanguinea, la coagulacién de la sangre, la

actividad del aparato digestivo y la respuesta inflamatoria (Navarrete, et al., 2011).

En 2014, el grupo de trabajo de Eshiet, Zhu, Anderson, y Smith, sefialaron en su articulo “Chemical
characterization of B. cavanillesii (Asteraceae) using gas chromatographic methods”, la importancia
de conocer la actividad biolégica que tiene B. cavanillesii y argumentan que en la actualidad, es
esencial que se establezca evidencia cientifica con respecto a la eficacia y el potencial
farmacolégico de la plantas. Encontraron por cromatografia de gases un total de trece compuestos
con una coincidencia de calidad del 90%, estos fueron ( 1 ) ciclohexeno, 6-etenil-6-metil-1- (1-
metiletil) -3- (1-metiletilideno) -, (S) -; (2 ) Biciclo (2.2.1) heptan-2-ona, 1, 7, 7-trimetil- (1S, 4S) -; (3
) Fenol, 2-metoxi-4- (1-propenil) -; (4 ) benceno, 1- (1, 5-dimetil-4-hexenil) -4-metil-; ( S5Naftaleno, 1,
2, 3, 5, 6, 8a-hexahidro4, 7-dimetil-1-1- (1-metiletil) -, (1S-cis) -; ( 6 ) Fenol, 2-metoxi-; ( 7 )

Benzaldehido, 3-hidroxi-4-metoxi-; ( 8 ) acido 11, 13 - eicosadienoico, éster metilico; ( 9 ) 2-



furancarboxaldehido, 5-metil-; ( 10 ) Maltol; ( 11 ) Fenol; ( 12 ) Hidroquinona; ( 13 ) 1H-Indeno, 1-

etilidenoctahidro-7a-metil-, (1E, 3a.alfa, 7a.beta) (Eshiet, et al., 2014).

Resaltaron la identificacion de “Brickellin” un flavonol O-metilado, sefialando en la literatura. En
investigaciones in vitro sugieren que flavonoides como este, poseen propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas, antialérgicas, antidiabéticas, antioxidantes, anticancerigenas y cardiovasculares

(Eshiet, et al., 2014).

Otro claro ejemplo de la investigaciones sobre esta planta, es el estudio “The Biologic Potential of
Lyophilized Extracts of B. cavanillesii (Asteraceae): Apoptosis and Glut 2 Gene Expression”, de
Eshiet, Zhu y Smith ellos encontraron de manera in vitro, el efecto en la expresion génica de
células hepaticas de carcinoma humano (HepG2) a partir de la implementacion del extracto, asi
como el efecto que tenia sobre la expresién de genes asociados a la via de apoptosis y al
transportador de glucosa 2 (GLUT 2). Encontraron que dicho extracto participaba en la regulacién
de genes antiapoptoticos, induciendo la expresion del gen GLUT2, el cual es esencial el

movimiento pasivo de glucosa a través de las membranas celulares (Eshiet, et al., 2015).

Un ejemplo mas es el trabajo “Anxiolytic-like effects and toxicological studies of B. cavanillesii
(Cass.) A. Gray in experimental mice models” de Avila-Villarreal y et al. (2016). Utilizaron extractos
liofilizados de B. cavanillesii y evaluaron in vitro células de higado de carcinoma humano (HepG2)
con y sin suero fetal bovino (FBS), investigaron la posible actividad hipoglucémica, utilizando
biomarcadores de proteinas de metabolismo y transporte de glucosa. Sus resultados sugirieron
que la expresion de la proteina transportadora 2 (GLUT 2) aumenté con dicho extracto. Sin
embargo, los autores sefialan que seran necesarios mas estudios para delinear claramente el
potencial terapéutico de esta planta y sus efectos bioldgicos en el organismo (Avila-Villareal, et al.,

2016).

El tratamiento de enfermedades con extractos herbales constituye un gran recurso, por lo que es
esencial establecer evidencia cientifica con respecto a la eficacia y el potencial farmacolégico de

los componentes quimicos encontrados en las plantas que los constituyen, la identificacién precisa



y determinacién de sus compuestos quimicos ayudara a predecir sus acciones bioldgicas. (Eshiet,

et al., 2014; Biblioteca Digital de la Medicina Tradicional Mexicana, 2009).

Nuestro interés es saber si el extracto etandlico de B. cavanillesii tiene efectos sobre el proceso

inflamatorio en un modelo de asma alérgica.

1. Asma

Los antiguos médicos de Grecia fueron los primeros que utilizaron la palabra asma (que deriva del
verbo “aazein”y el cual significa exhalar con la boca abierta, diferenciandola de disnea ("dys" dificil,
"pnoea” respiracién). Aunque dicha condicién antes habia sido descrita por escritos egipcios y
hebreos. El papiro Ebers es un tratado medico egipcio, de los pocos que existen. Fue redactado en
el antiguo Egipto (1550 a. C.). Este documento tiene un pequefio apartado de enfermedades
respiratorias, no se describe a detalle ninguna enfermedad especifica, pero hay listas para el
tratamiento con hierbas, de diversos sintomas: tos, expectoracion y sibilancias. Se explica la
formulacién de prescripciones antiguas, algunas compuestas de higos, uvas, frutas del sicomoro,
bayas de enebro, incienso, comino, vino, grasa de ganso y cerveza dulce. Un ejemplo es el
extracto de belefio (Hyoscyamus muticus), planta venenosa del mediterraneo de la cual se obtiene
la hiosciamina o escopolamina (alcaloide tropanico y el levo-isbmero de la atropina, con accion
parasimpaticolitica intensa que inhibe los receptores muscarinicos), la cual se colocaba sobre un

ladrillo caliente y se inhalaban sus emanaciones (Murtagh, 2009).

La primera descripcién clinica reconocida para un ataque asmatico fue hecha por Aretaeus de
Capadocia en el siglo Il d.C. Sus escritos griegos, fueron descubiertos y traducidos al latin en
Venecia (1552) dandose a conocer a un publico méas amplio. Es el primer sabio que define al asma
como una enfermedad, poniendo énfasis en sintomas como son: sibilancias, tos seca improductiva
e imposibilidad de dormir acostados. Aretaeus asocia el término ortopnea con asma. "Los
pulmones sufren y las partes del cuerpo que ayudan a respirar se compadecen con ellos."

Describio la respiracion rapida, ruidosa de los asmaticos, ansiedad y miedo que esta enfermedad



provoca: "buscan ansiosamente los lugares abiertos ya que ninguna casa parece adecuada para

su respiracion” (Murtagh, 2009).

El asma es una enfermedad cronica de las vias aéreas producida por la interaccién entre la
broncoconstriccion de las vias aéreas, hiperreactividad bronquial e inflamacion. Se caracteriza por
presentar sintomas variables y recurrentes, como lo son: tos, picaz6n de garganta,
broncoespasmos y dificultad para respirar. Los sintomas pueden aparecer espontdneamente
frecuentemente con ciertos inductores como alérgenos, ejercicio, inhalacion de irritantes o durante
las infecciones respiratorias (Martinez-Ramirez, et al., 2006). La principal caracteristica que
interviene en el desarrollo del asma es la inflamacion crénica de las vias aéreas, lo que provoca
una broncoconstriccion, debida en parte, a la respuesta exagerada del musculo liso de las vias
aéreas, mejor conocida como hiperreactividad bronquial (Torres, et al., 2005). La inflamacién
crénica observada en el asma involucra una serie compleja de interacciones caracterizadas por un
incremento en la produccién de moco entre las células y diversos mediadores que conducen a la
formacién de lesiones histopatolégicas, obstruccion de vias aéreas, contraccion del musculo liso,

edema, descamacion de células epiteliales e infiltrado inflamatorio (Branes, 1996).

Debido a su etiologia multifactorial, las alteraciones fisiolégicas respiratorias y sus diversas
expresiones clinicas, no es posible hacer una definicibn que describa completamente esta
enfermedad (Rio-Navarro, et al., 2009). La definicion mas cercana y aceptada para describir esta
enfermedad, ha sido propuesta por la “Iniciativa Global para el Asma”, GINA por sus siglas en
ingles. La GINA define el asma como: “Una enfermedad heterogénea, usualmente caracterizada
por la inflamacién crénica de las vias respiratorias. Con sintomas como: sibilancias, respiracion
entrecortada, opresion en el pecho y tos, esta Ultima varia en tiempo e intensidad, ademas de la
variable de limitacion de flujo aéreo. Estas reacciones son desencadenadas por ejercicio,
alérgenos o la exposicién a irritantes, cambios en el clima o infecciones respiratorias” (GINA,

2018).

A pesar de la naturaleza causal del asma, las razones de su severidad no se han establecido

adecuadamente. Las condiciones ambientales desempefian un papel importante, también lo hace
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la susceptibilidad genética de los individuos, la combinacion de los factores genéticos y
ambientales hace que sea mas dificil el estudio de la enfermedad, su diagnéstico y tratamiento
adecuado, en consecuencia, se han descrito diferentes fenotipos y formas de asma ( Tabla 1)
(GINA, 2018). El tipo alérgico esta mejor estudiado y documentado, debido a que los alérgenos
pueden generar un patron de respuesta inmunologica particular, especialmente en el inicio de la

enfermedad (Rio-Navarro, et al., 2009).

Tabla 1. Fenotipos/tipos de asma mas comunes.

Fenotipo de asma Caracteristicas

Este es el fenotipo de asma més facilmente reconocido,
gue a menudo comienza en la nifiez, se asocia con
antecedentes pasados y /o familiares de enfermedades
Asma alérgica alérgicas como rinitis alérgica o alergia a alimentos o
medicamentos. Presenta una inflamacién eosinofilica de
las vias respiratorias. Los pacientes con este fenotipo
asmatico generalmente responden bien al tratamiento
con corticosteroides inhalados.

Este fenotipo de asma no esta asociado con la alergia. El
L. perfil celular puede ser neutrdfilo, eosinéfilo o contener
Asmano alerglca solo unas pocas células inflamatorias. Los pacientes con
asma no alérgica a menudo responden con menor
efectividad a los corticosteroides.

Este fenotipo estd caracterizado en algunos adultos,
. particularmente mujeres, que presentan asma por
Asma tardia primera vez en la etapa adulta. Estos pacientes tienden a
ser no alérgicos, y a menudo requieren dosis mas altas
de corticosteroides.

Este fenotipo se presenta en pacientes con un asma
A limi i6n d prolongado, desarrollan una limitacion de flujo de aire
Sma con limitacion de consecuencia de la remodelacién de la pared de las vias

flujo aéreo respiratorias.

Este fenotipo se presenta en un proceso asmatico

. asociado a la obesidad, donde predominan los
Asma con obesidad | cocingfios. P

(GINA, 2019)

Los estudios actuales evidencian que el asma fue una enfermedad conocida por ser “reversible”, la
realidad es contraria de no ser tratada adecuadamente, pueden existir cambios estructurales
irreversibles en las vias respiratorias que incluyen hiperplasia del musculo liso y glandulas, fibrosis

subepitelial, neovascularizacion, cambios asociados al remodelamiento de las vias respiratorias,
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contribuyendo a la patogénesis, severidad, progresion, falta de reversibilidad estructural con

pérdida de la funcion pulmonar, que pueden llevar a la muerte (Andreadis et al., 2003).

1.1 Epidemiologia del asma

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que aproximadamente 235 millones de
personas en el mundo padecen asma. En 2015 se notificaron 383 000 muertes por asma, la

mayoria de ellas en adultos mayores (OMS, 2017; OMS, 2018).

En México, para el 2018 se considerd al asma como la decimotercera causa de morbilidad. En los
andlisis de diversos grupos clasificados por edad, la tasa mas alta identificada, corresponde al
grupo de 0 a 4 afios (732.6 casos por 100 000 habitantes), seguida por el grupo de 5 a 9 afios
(540.8 casos por 100 000 habitantes). En contraste los grupos de edad con menor tasa son el
grupo de 15 a 19 afios (142.1 casos por cada 100 000 habitantes) y el de 20 a 24 afios (136.9
casos por cada 100 000 habitantes). Se tienen datos significativos que a partir de esta edad se
incrementa la morbilidad hasta alcanzar una tasa de 215.7 casos por 100 000 habitantes en el
grupo de 60 a 64 afios. Mientras que en el grupo de 65 y méas afios, la tasa es de 119.4 casos por

cada 100 000 habitantes (OMS, 2018).

En México, a pesar de que la tasa en mortalidad es baja (<1.5 por 100 000 habitantes en 2006), la
morbilidad es bastante alta, lo que ocasiona una gran carga para los servicios de salud (morbilidad
promedio 2003-2009 de 283.3 casos por 100 000 habitantes). Esto presenta un gran reto social y
de salud publica, ya que engloba cubrir costos de medicamentos, hospitalizaciones, ausentismo

escolar y laboral (Garcia-Sancho, et al 2012).

2. Fisiopatologia del Asma
2.1 Sistema respiratorio

El sistema respiratorio se encuentra en un continuo e intimo contacto con el medio externo, se ha
estimado que diariamente inhalamos aproximadamente de 1000 a 1500 litros de aire, exponiendo

las vias respiratorias a toda clase de sustancias quimicas y biol6gicas (Sierra-Vargas, et al., 2009).
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Tiene como principal objetivo la captacién de aire del exterior, el intercambio gaseoso, conduccién
y filtracion del mismo, estd compuesto por pulmones y vias aéreas. Las vias respiratorias se
dividen en vias aéreas superiores: fosas nasales, faringe, laringe y las vias aéreas inferiores:
traquea (a partir de la misma el sistema respiratorio se divide en dos), bronquios (primarios y
secundarios), bronquiolos y alveolos (Figura 1), que en ese orden, progresivamente van

disminuyendo su diametro y su longitud (Meri, 2005).
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Figura 1. Diagrama de las vias respiratorias. Modificado (Meri, 2005).

Las fosas nasales, faringe, laringe, traquea y bronquios se encargan de la conduccion del aire, los
bronquiolos conducen aire y también participan en el intercambio gaseoso, mientras que los

alveolos solo participan en el intercambio gaseoso (Meri, 2005).

Dependiendo el tipo de asma, se pueden presentar caracteristicas especificas en determinadas
estructuras anatémicas. En el asma alérgica, las estructuras involucradas son los bronquios y los
bronquiolos, aqui los cambios son la inflamacion crénica, la hiperreactividad bronquial,

hipersecrecion de moco y la remodelacion de vias aéreas (Kotses, 2010).

En la hiperreactividad bronquial se presenta una reaccién exagerada del musculo liso en respuesta

a un estimulo, que suele asociarse a la predisposicion genética denominada “atopia” en la cual se
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produce una mayor cantidad de inmunoglobulinas especificas, asi como respuesta a varios
factores ambientales, diversos tipos de antigenos en el caso del asma alérgica, los cuales suelen
ser alérgenos como: la caspa de los animales (restos de piel animal), acaros, polen, algunos
medicamentos y venenos de insectos (Murdoch & Lloyd, 2010). También los contaminantes
ambientales como el humo de tabaco, sustancias quimicas (perfumes, pinturas, solventes,
gasolina, etc.) y oxidantes, se han asociado a una disminucién en la funcion pulmonar e

incremento de hiperreactividad bronquial (HRB) (Arruda, et al., 2001).

2.2 Proceso de sensibhilizacion

En la fase inicial del desarrollo de asma (sensibilizacién), un antigeno entra al sistema respiratorio,
donde es reconocido por células presentadoras de antigeno (CPA), que se encuentran en el tracto
respiratorio. Estas células lo procesan y lo presentan a los linfocitos T cooperadores 2 (TH2) y
comenzando a secretar sus citosinas caracteristicas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13)
(Holgate, et al., 2012; Oettgen, et al., 2011). La respuesta TH2 inhibe la respuesta TH1, es decir
gue mientras la respuesta TH2 esté activada, productos como IL-4 inhibiran a INF-y disminuyendo
significativamente la respuesta de tipo TH1, en consecuencia, cuando exista un incremento de INF-

y disminuira IL-4 activando la respuesta TH1 (Zhao, et al., 2009).

La inflamacién asmatica se atribuye a una sensibilidad anormal para distintos componentes que
desencadenan una respuesta celular con un incremento en las citocinas tipo TH2 y disminucién del
tipo TH1. En algunos casos, las células TH1 (dependiendo del modelo especifico de enfermedad y
del estado de inflamacién) pueden asistir a las TH2 en la iniciacion de la respuesta inflamatoria,
aunque es la produccion de citocinas dependientes de TH2 la que dirige y mantiene la inflamacioén

asmatica y la consecuente patofisiologia (Finotto, et al., 2002).

Son muchos factores los cuales intervienen en la probabilidad de desarrollar una sensibilizacion
clinicamente significativa, entre ellos estan el genotipo del huésped, tipo de alérgeno,
concentracion de alérgenos en el medio ambiente y si la exposicion se produce junto con agentes

gue pueden ayudar al proceso de sensibilizacién (adyuvantes). Estos agentes incluyen ciertos
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ligandos de receptores Toll-like, que incluyen endotoxinas, que pueden promover respuestas
celulares de tipo TH1 y en ciertas circunstancias (cuando se encuentran en concentraciones
apropiadas junto con un alérgeno) puede ser capaces de propiciar el desarrollo para respuestas

celulares tipo TH2 (Herrick & Bottomly, 2003).

Existen otros agentes que pueden ayudar en la formacién de una sensibilizacion alérgica como es
la quitina, encontrada en muchos organismos y los contaminantes ambientales (Saxon & Diaz-
Sanchez, 2005). El patrén de contacto entre el sistema inmune con los alérgenos es otro factor
importante: como lo son, la cantidad, frecuencia, tiempo de exposicion al alérgeno y las
caracteristicas fenotipicas en las subpoblaciones en células dendriticas que participan en la

respuesta (Hammad & Lambrecht, 2008).

La inflamacion producida en sujetos sensibilizados después de la exposicién a un antigeno
(alérgeno especifico) es caracterizada por dos tipos de reacciones, una aguda, conocida como
reaccion de fase temprana o hipersensibilidad inmediata tipo |, la cual es seguida por una reaccion
de fase tardia que se produce posteriormente a la exposicidn persistente o repetitiva a un antigeno,

desarrollando inflamacién crénica (Kay, 2001).

La reaccion de fase temprana es mediada por IgE especificas las cuales estan unidas a mastocitos
y se desencadenan pocos minutos después de la exposicién y acoplamiento, con el alérgeno. El
resultado de dicha unién entre alérgeno e IgE es la degranulacién de células cebadas y liberacion
de potentes broncoconstrictores como histamina, leucotrienos y tromboxanos, produciendo un

estrechamiento y secrecion mucosa de las vias respiratorias.

La reaccion de fase tardia se desarrolla aproximadamente 4-8 horas después a la exposicion del
antigeno, que comienza liberando mediadores como prostaglandinas, leucotrienos y citosinas TH2,
mismas que sirven como quimiotacticos para eosindfilos, que activan y mantienen la sintomatologia
asmatica, como la hipersecrecién de moco y edema pulmonar (Galli, et al., 2008; Holgate, et al.,

2012).
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2.3 Mecanismos de defensa pulmonar

El epitelio de las vias aéreas es el primer contacto para la invasion de patdgenos y antigenos
inhalados (como los alérgenos), esta estructura actia como una barrera fisica, contribuye en gran
medida defendiendo al hospedero, produciendo péptidos antimicrobianos, citocinas, quimiocinas y
metabolitos del acido araquidénico que inician con el reclutamiento de fagocitos, desencadenando
la cascada inflamatoria dentro de la mucosa respiratoria. Esta funcién se ve facilitada por la
expresiéon de receptores tipo Toll-like (TLRs), que se encuentran en las células epiteliales del
intestino, tracto urogenital y respiratorio. En el pulmén, las vias respiratorias primarias y células
epiteliales alveolares de tipo Il, expresan TLR4, cuya activacion induce la produccién de IL-8 en
respuesta al estimulo por lipopolisacaridos, ademas expresan TLR2, TLR3, TLR5 Y TLR9,
armados para participar en la respuesta inmune innata a una infeccion (Pazmifio, & Navarrete

2014).

3. Tratamiento

El manejo adecuado del asma requiere el desarrollo de una asociacién entre la persona asmatica y
los proveedores de salud. Para el control del asma se establece un tratamiento de tipo
farmacolégico y no-farmacolégico, planteandose distintos objetivos respecto al control
sintomatolégico del padecimiento, aunque dichos objetivos no siempre son alcanzados en todos
los pacientes, entre estos se encuentran : ausencia de sintomas crénicos, disminucién de la
frecuencia de exacerbaciones, minima necesidad de tratamientos de rescate, estilo de vida normal,
funcién pulmonar normal y minimos o ausentes efectos adversos al tratamiento (Lemanske &

Busse, 2003; GINA, 2018).

3.1 Tratamiento no farmacolégico

Dentro del tratamiento no farmacoldgico encontramos primordialmente el control ambiental. Se les
informa a los pacientes la importancia de evitar la exposicién a alérgenos y otras sustancias que

puedan tener impacto o desarrollo en el curso de la enfermedad, como humo de tabaco o quimicos
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corrosivos para vias aéreas. Aunado al control ambiental, se deben realizar monitorios regulares,
ejercicios de respiracién, evitar medicamentos y/o alimentos que desencadenen sintomatologia,
tener dieta saludable, una reduccion de peso en caso de ser necesario, cumplir con el esquema de
vacunacion, realizar actividad fisica, y contar revisiones clinicas constantes, Novedosamente los
tltimos afios se han implementado en algunos pacientes terapias como la termoplastia bronquial y
la inmunoterapia, alternativas aun bajo investigacion, demostrando diversidad en los resultados

(Lau, et al., 2000; GINA, 2018; Fernandez, 2010).

3.2 Tratamiento farmacoldgico

La eficacia de los farmacos en el tratamiento es dependiente del uso continuo y a su no
interrupcion. Los medicamentos utilizados en asma se dividen en tres categorias: medicamentos
de rescate (beta 2 agonistas inhalados de accién corta y anticolinérgicos), medicamentos control
(corticoesteroides, broncodilatadores de larga accion y antagonistas del receptor de leucotrienos),

y terapias complementarias para pacientes con asma severa (Taur, D. & Patil, 2011).

Medicamentos de rescate

La terapia de rescate compuesta por medicamentos que actGan rapidamente, revirtiendo la
broncoconstriccién y aliviando la sintomatologia, administrados a todos los pacientes con la

finalidad de que sean usados solamente cuando los sintomas se ven agravados (GINA, 2018).

Broncodilatadores agonistas B2 adrenérgicos: Son los medicamentos mas comunes, debido a
que actian rapidamente y son potentes. Relajan el musculo liso, aumentan el aclaramiento
mucociliar, disminuyen la permeabilidad vascular y modulan la liberacion de mediadores por
mastocitos. El mecanismo de accién se basa en la interaccién del receptor 32 con el agonista, que
se encuentra en la membrana celular, y al acoplarse impide la entrada de calcio intracelular. Los
farmacos representantes son el salbutamol y la terbutalina. Entre los efectos secundarios que se
han reportado estan: taquicardia, alteraciones adrenales, osteoporosis e inmunosupresion (Szefl,

1991; Bazzy-Asaad, 2001).
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Anticolinérgicos: Se usan comunmente para el control de crisis. Los bromuros de ipratropio,
oxitropio y de tiotropio son buenos representantes de este grupo, aunque su uso causa algunos
efectos secundarios (estimulacion cardiaca y sequedad de boca). Los farmacos anticolinérgicos
bloguean de forma competitiva el efecto de la acetilcolina sobre los receptores del musculo liso del
arbol bronquial produciendo broncodilatacion. Su mecanismo de accién esta relacionado con el
sistema nerviosos central (SNC), la broncoconstriccion/broncodilatacion, secrecion de moco y de-
granulacién de células cebadas. Con la liberaciébn de acetilcolina se activa a los receptores
muscarinicos M3 del musculo liso, provocando broncoconstriccién e hipersecreciéon de moco. Los
receptores M2 localizados sobre los nervios post ganglionares, restringen la liberacion de
acetilcolina y disfuncién de los mismos, pueden causar hiperreactividad mediada por el nervio vago
(inducida por exposicion a aerosoles, infecciones virales y/o contaminantes). Los anticolinérgicos
disponibles hoy en dia pueden tener gran afinidad a ciertos receptores, pero no son selectivos, por
lo que antagonizan tanto a receptores M3 como M2 (Alfageme, et al., 2007; Michavilaa, et al.,

2007).

Medicamentos control

Estos son usados durante el tratamiento regular, para el control sintomatoldgico, la reduccién en
inflamacion de las vias aéreas, el riesgo futuro de exacerbaciones y pérdida de funcién pulmonar

(Taur & Patil, 2011).

Antiinflamatorios (corticosteroides): Son los agentes antinflamatorios mas potentes, inhiben la
respuesta inflamatoria evitando la liberacion de fosfolipasa A2 y citocinas inflamatorias. Su
funcionamiento depende de la influencia para la transcripcion genética en las moléculas que se
encuentran involucradas en el inicio y mantenimiento de la respuesta inflamatoria. Dentro del
citoplasma de las células se unen reversiblemente al receptor especifico de glucocorticoides,
ingresando al nicleo para unirse con el DNA. Ejemplos aplicados en la clinica son el furoato de
flucticasona, furoato de mometasoa, ciclesonida o dipropionato de beclometasona. Los efectos

secundarios a la administracion exdgena de dosis superiores a la fisiolégica provocan: supresion
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del eje hipotalamo-hipdfisis-glandulas adrenales, osteoporosis e inmunosupresion (Szefl, 1991;

Bazzy-Asaad, 2001; GINA 2018).

Cromonas: Son antiinflamatorios que se absorben rapidamente y son seguros. Su mecanismo de
accion actta fosforilando una proteina tipo miosina en membrana celular, responsable de la
liberacion de mediadores en los mastocitos, inhibe la liberacion de cloro intracelular, esto es
importante, ya que abren canales de calcio y favorecen la degranulacién del mastocito. Aunque en
largo plazo se ha demostrado que no son tan eficientes como los corticosteroides (Cl) (Rio-

Navarro, et al., 2009).

Inhibidores de los receptores de leucotrienos: Los antileucotrienos son farmacos que se unen
con gran afinidad y selectividad a los receptores de los leucotrienos, los cuales se encuentran en
las células de las vias respiratorias, convirtiéndose en antagonistas e impidiendo la unién del
leucotrieno a su receptor, requisito indispensable para poder ejercer su accion. Estos impiden el
desarrollo de los procesos que tienen lugar en el asma (reclutamiento de eosindfilos, edema,

broncoespasmo y secrecién aumentada de moco) (Szefl, 1991; Rio-Navarro, et al., 2009).

También se unen a los receptores en los eosindfilos impidiendo la union del leucotrieno a éstos y
por lo tanto su emigracién a través de los pequefios vasos sanguineos o capilares y su ruptura final
evitando asi la liberacién de las toxinas que contienen en su interior y que dafian el epitelio; de esta
forma, ademads, bloquean la produccion de nuevas cantidades de leucotrienos (Rio-Navarro, et al.,

2009).

Las glandulas productoras de moco también presentan receptores para estas sustancias, por lo
que la union del antileucotrieno a este receptor frenara la secrecién de moco, facilitando asi la

funcion de los cilios, eliminando tanto éste moco como las proteinas (Rio-Navarro, et al., 2009).

Existen tres representantes de antagonistas para receptores de leucotrienos en la industria
farmacolégica, montelukast, zafirlukast, pranlukast. Entre los efectos secundarios que se presentan
estan: sintomas similares a la gripe, nerviosismo, excitabilidad, dolor de cabeza, dolor estomacal y

tos (Bisgaard, et al., 2005).
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Inmunomoduladores: Son sustancias que actdan regulando el sistema inmune mediante el
aumento o la disminucion de la capacidad de producir anticuerpos. En esta categoria encontramos
omalizumab, el cual es un anticuerpo monoclonal recombinate humanizado contra las IgE, este ha
sido desarrollado para el tratamiento de enfermedades mediadas por esta inmunoglobulina. Este
anticuerpo monoclonal humanizado de tipo IgG1, se une de forma especifica a la inmunoglobulina
IgE, blogueando su accién e impidiendo su union con el receptor de alta afinidad (FceRI) en las
superficies de los mastocitos y basofilos. Por lo que baja la cantidad circulante de IgE e interrumpe
la cascada bioguimica desencadenante de los sintomas del asma. Otro farmaco conocido es la
ciclosporina, inmunomodulador con efecto antiinflamatorio que inhibe la transcripcién del RNA
mensajero de citocinas, disminuye la activacion de linfocitos T, la sintesis de IgE, el receptor de IL-
2, la quimiotaxis de neutréfilos y la proliferacion de eosindéfilos.19 (Rio-Navarro, et al., 2009; Matta,

2009).

Metilxantinas: EIl farmaco teofilina es la metilxantina mas usada, su mecanismo de accién se
relaciona con la inhibicién no selectiva de fosfodiesterasa, antagonista de receptores a adenosina,
fue utlizada frecuentemente como broncodilatadora desde hace muchos afios y ha sido
considerada, en alguna ocasion, como medicamento de primera eleccion en el tratamiento y
mantenimiento del asma bronquial. En la actualidad ocupa un lugar menos importante, por los
escasos beneficios que proporciona, tiene menor potencia broncodilatadora, en comparacion con
los B adrenérgicos, ademas se necesitan mediciones de los niveles séricos de esta, por su
estrecho margen terapéutico. Sin embargo, debido a que puede tener ciertos efectos
antiinflamatorios e inmunomoduladores, se esté reconsiderando su utilidad en el control del asma
cronica moderada-grave. A pesar de que se emplea desde hace mucho tiempo en el tratamiento
del asma, el mecanismo de accion es incierto, la inhibicion de las fosfodiesterasas hace que se
acumule AMP y GMP ciclicos y con ello se intensifique la transduccién de sefiales a través de las
vias en las que interviene en la relajacion del musculo liso de las vias aéreas. Recientemente
existe un renovado interés sobre la utilidad de los inhibidores de la fosfo-diestarasa en el
tratamiento anti-inflamatorio en pacientes asmaticos. Otras xantinas son la teobromina y la

cafeina, en cantidades moderadas, se encuentran en el café, té, mate o chocolate. La mayor
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cantidad de cafeina se obtiene de la planta Coffea arabica, mientras que las hojas de té, de la
planta Thea sinensis, contienen cafeina y teofilina, en las semillas de cacao Theobroma cacao,
ademas de contener teobromina también contienen cafeina, aunque en menores cantidades que
las semillas de la planta del café. Las plantas y sus derivados que contienen xantinas se han
utilizado desde la antigedad su uso ha sido derivado del empirismo con el cual nuestros
antepasados las empleaban en forma de bebidas y alimentos, satisfaciendo aspectos alimenticios,
medicinales y rituales, de ahi algunos significados de sus nombres: teofilina (hoja divina) y
teobromina (alimento de los dioses) (Moratalla, 2008). Gran parte de la farmacognosia se ha
nutrido de compuestos quimicos derivados de las plantas; segun la informacién del Instituto
Nacional Indigenista, se tiene el conocimiento de que 3 000 especies nativas de la flora de México

son utilizadas con caracter medicinal (Rio-Navarro, et al., 2009).

El tipo y dosis de medicamentos que necesitara un paciente para tratar el asma, dependeran de
edad, sintomas, gravedad y los efectos secundarios que pueda presentar a los mismos. Debido a
que el asma puede controlarse adecuadamente o agravarse con el tiempo, se registran los
sintomas en fin de ajustar los medicamentos si es necesario, para dicha tarea asi también como
para su diagnéstico preciso se utilizan las pruebas de la funcién respiratoria (PFR), métodos
estandarizados para corroborar el adecuado funcionamiento de los parametros respiratorios
pulmonares. Las PFR mas comunes son la espirometria, los estudios de difusién y la

pletismografia. En los animales de laboratorio la pletismografia barométrica de libre movimiento es

la prueba por excelencia a utilizar (Halloy, et al., 2004) (GINA, 2018).

4. Pletismografia barométrica de libre movimiento.

La pletismografia es una prueba de funcién respiratoria (PFR) bien estandarizada que mide los
voliumenes pulmonares, capacidades pulmonares y resistencias de las vias aéreas. Esta prueba
implica que el volumen no cambia y las mediciones se llevan a cabo por medios de presion,
tomando en cuenta la Ley de Boyle (P1V1=P2V2), donde: P1= presion inicial, V1= volumen inicial,

P2= presion final, V2=volumen final.

21



La pletismografia barométrica de libre movimiento est4 formada de 4 componentes principales:
amplificador, cdmara principal, software (computador) y bomba de flujo de aire (Figura 2). Los
cobayos son colocados dentro de la camara principal, conectada a un transductor de presién
diferencial, el cual mide la diferencia de presiones entre la cdmara principal del pletismografo
(donde el cobayo es colocado) y la camara de referencia, previamente calibrada en relacion a la
presion atmosférica del lugar, mientras la bomba de flujo, mantiene un cantante de aire para los
cobayos. Las sefiales obtenidas por el transductor de tipo analégico son enviadas a un
amplificador y posteriormente a un software que las transforma a sefiales digitales para su andlisis,
por cada ciclo respiratorio. Obteniendo una curva de tiempo-presion de la cual se pueden obtener

paradmetros como: frecuencia respiratoria, tiempo inspiratorio y espiratorio.

Amplificador

Camara principal

Figura 2. Principales componentes en la pletismografia barométrica de libre movimiento.

Debido a que en dicha técnica el volumen es constante, el cambio en la presion de la camara
representa la diferencia entre la expansién/contraccion del térax y el volumen corriente, cambios
que son posteriormente analizados por un programa computacional para obtener distintos

pardmetros respiratorios como: frecuencia, volumen minuto, volumen corriente, etc. (Tabla 2).
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Tabla 2. Parametros pulmonares de la pletismografia barométrica de libre

movimiento.
Parametros Abreviacion | Unidades Definicién
Frecuencia respiratoria f rpm NUmero de ciclos respiratorios por minuto.

Volumen minuto

VM

ml/min

Ventilacién total por minuto.

Volumen corriente

VvC

mi

Volumen de aire desplazado durante un ciclo
respiratorio.

Tiempo espiratorio

TE

Tiempo necesario para exhalar el volumen
corriente (VC)

Tiempo inspiratorio

TI

Tiempo necesario para inhalar el volumen
corriente (VC)

Ciclo de trabajo

Ti/Ttot

Sin unidad

Es una determinante importante del grado de
estrés al que estén sometidos los musculos
respiratorios. Se mide con el tiempo de
inspiracion (Ti) con relacion a la duracion total de
un ciclo de respiracién (Ttot)

Pico de flujo espiratorio

PEF

ml/s

El valor mas alto medido durante una fase
espiratoria.

Pico de flujo inspiratorio

PIF

ml/s

El valor més alto medido durante una fase
inspiratoria.

Tiempo de frenado

B

%

Elongacion del periodo desde el final de la
inspiracién hasta el inicio de la espiracién

Tiempo de pausa

TP

%

Elongacion del periodo desde el final de la
espiracion hasta el inicio de una nueva
inspiracion.

Tiempo de relajacion

Tr

Tiempo necesario para lograr el 64% de cambio
de presion en la camara pletismografia.

Pausa

PAU

Tiempo que tarda en espirar el 36% restante de
la presion espiratoria total en comparacion con la
cantidad inicial de tiempo que tarda en espirar el
primer 64% de la presion espiratoria total.
PAU=(Te-Tn)/Tr

Flujo espiratorio al 50%

EF50

ml/s

Flujo espiratorio a la mitad del volumen corriente.

Pausa mejorada

Penh

Sin unidad

indice que combina las sefiales de presion de la
caja, tanto de inspiracion (PIF) como de
espiracion (PEF), con la comparacion del tiempo
de vencimiento temprano y tardio (PAU). Penh=
(PAU)(PEF/PIF)

Modificado (Villa, 2017)
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Uno de los principales parametros derivados de la pletismografia, es la pausa mejorada (Penh), un
indice sin unidades calculado por la férmula Penh = PAU/(PEF)(PIF) donde PAU=Pausa PEF=Pico
de flujo espiratorio y PIF=Pico de flujo inspiratorio. El indice de Penh, se utiliza actualmente para
evaluar la capacidad de respuesta de las vias respiratorias. También se ha utilizado para investigar
la respuesta respiratoria a endotoxinas o sustancias toxicas como el ozono, el fosfeno y el cadmio.
Durante los procesos patolégicos, los cambios en los patrones respiratorios, medidos por la
pletismografia barométrica de libre movimiento, pueden evolucionar en paralelo con los cambios
fisiopatolégicos, como la obstruccion de las vias respiratorias, el engrosamiento de la mucosa
bronquial, la hipersecrecién, el edema pulmonar y los cambios en el retroceso elastico pulmonar
(Vargas, et al., 2010).

Aungue el Penh no conduce a la identificacién de los mecanismos fisiopatolégicos involucrados,
muchos autores han descrito una relacién cercana entre el indice y la resistencia de las vias
respiratorias y sugiere que podria utilizarse como un parametro de deteccion que permita el
seguimiento de trastornos pulmonares en animales de laboratorio, convirtiéndole en una
herramienta adecuada para medir la reactividad de las vias respiratorias, ya que también se le ha
correlacionado con la resistencia pulmonar en cobayos para dos de los agonistas
broncoconstrictores mas utilizados, la acetilcolina y la histamina (Halloy, et al., 2004; Vargas, et al.,

2010).

JUSTIFICACION

Hay dos tipos de terapias para el control del asma, el farmacoldgico y no-farmacolégico. En el
primero encontramos diversos medicamentos que tienen accién sobre las vias aéreas,
produciendo broncodilatacién. En México muchos pacientes recurren a terapias alternativas para
mejorar su sintomatologia respiratoria, debido a su facil acceso y bajo costo. La principal
justificacion de este trabajo es analizar en un modelo de asma alérgica experimental, si el extracto
etandlico de B. cavanillesii posee un efecto broncodilatador, estudiado con pletismografia

barométrica de libre movimiento.
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HIPOTESIS

La administracion del extracto etandlico de B. cavanillesii durante el proceso de sensibilizacién a
ovoalbumina disminuira la respuesta de broncoconstriccion, la inflamacion y la hiperreactividad de

las vias aéreas inducida por el reto antigénico en un modelo de asma alérgica en cobayos.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si la administracion de extracto etandlico de B. cavanillesii durante de sensibilizacién
alérgica a ovoalbimina disminuye la respuesta broncoconstrictora, la inflamacién y la
hiperreactividad de las vias aéreas inducida por el reto antigénico en un modelo de asma alérgica

en cobayos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Generar un modelo de sensibilizacion alérgica a ovoalbumina en cobayos para evaluar los

efectos del extracto etandlico en la respuesta antigénica.

e Determinar el grado de hiperreactividad de las vias aéreas mediante curvas de histamina,
evaluando el indice de broncoconstriccion (Penh) por medio de pletismografia barométrica

de libre movimiento.

e Evaluar la respuesta inflamatoria de las vias aéreas, mediante conteo diferencial en

lavados bronquio-alveolares.

MATERIAL Y METODO

Animales y grupos

Se utilizaron 18 cobayos (Cavia porcellus) hembra de dos semanas (peso 200-300 g), que se
mantuvieron en condiciones de bioterio de acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-

Z00-1999, para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio. El estudio fue
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aprobado por el comité institucional de ciencia y bioética del Instituto Nacional de Enfermedades

Respiratorias “Ismael Cosio Villegas” con numero de protocolo B20-18.

Los cobayos se dividieron en 3 grupos de estudio:

e Grupo 1: Cobayos control (n= 6).

e Grupo 2: Cobayos sensibilizados (n= 6).

e Grupo 3: Cobayos sensibilizados + extracto (n= 6) (tomaron B. cavanillesii).

Para identificarlos, cada cobayo fue marcado con un nimero usando plumoén indeleble, se pesaron

al inicio y término del estudio.

Obtencidn del extracto

El extracto etandlico de B. cavanillesii, fue una donacion del neumdélogo Antonio Salas Mufioz
neumologo cirujano de térax de la escuela de medicina Universidad Autonoma de Chihuahua,
quién desarrollo la metodologia de obtencién descrita a continuacién, a partir de la recoleccién,

identificacién y tratamiento de varios ejemplares originarios del estado de Hidalgo.

a) Extraccion acuosa

Se molieron y mezclaron los tallos, hojas y flores de B. cavanillesii, en una proporcion de volumen
1:10 planta-agua destilada para un volumen total de 1 litro. Se hirvio a ebullicion durante 3
minutos, y se dejd reposar hasta alcanzar una temperatura de 25° C para obtener una solucién

acuosa.

b) Precipitacion

La solucién obtenida se mezcld en una proporcion 1:1 con etanol al 95%, posteriormente se dejo

reposar durante 24 horas a una temperatura de 25° C, hasta obtener el precipitado.
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¢) Filtracién del precipitado

Para obtener una solucién de proteinas del extracto, se filtré el precipitado con un papel filtro
Whatman No. 1 (11pm), posteriormente se resuspendio la fase solida contenida en el papel filtro,
en una solucién de agua bidestilada (100 ml) y se agreg6 acido clorhidrico al 38 % en una
proporcién de 3 ml por cada 100 ml de solucién, dejandose reposar a una temperatura ambiente

(25°C) durante una hora.
d) Dialisis

Se mezcl6 la solucion obtenida en agua bidestilada en una relaciéon de volumen 1:10 en una
membrana 12-14 kDa (DiaEasy™ Dialyzer (3 ml) MWCO) entre la fase interna y la externa, se
mantuvo en agitacion continua a 20 rpm durante 24 horas, la fase obtenida se sec6 al vacio

utilizando un evaporador rotatorio (Heidolph VV 2000) y se guardé a temperatura ambiente.

Suministro del extracto

El extracto fue administrado en los bebederos, los cuales contenian 150 mg del extracto y 500 ml
de agua potable. Se les administré a los cobayos por un periodo de cuatro semanas, a partir de la

segunda semana de iniciada la toma del extracto, se comenzé con el proceso de sensibilizacion.

Procedimiento de sensibilizaciéon y reto antigénico

Los animales se dividieron en tres grupos, un grupo control (sin sensibilizar), un grupo

sensibilizado y un grupo sensibilizado con extracto.

Los cobayos se sensibilizaron (dia 0) con la administracion de una solucion de 60 mg de
ovoalbumina (cat. A-5253; Sigma—Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) y 1 mg de Al (OH); disueltos en
1 ml de solucion salina (NaCl al 0.9%). Fueron inyectados via intradérmica e intraperitoneal. Al dia
8 (primer refuerzo antigénico) los animales se nebulizaron con 3 mg/ml de ovoalbimina (OVA) en
solucion salina durante 5 min usando un nebulizador ultrasénico (model WH-2000, Guangdong

Yuehua Medical Instrument Factory Co., Ltd., Guangdong, China, didmetro de particula 1-5um).
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Los cobayos se nebulizaron de nuevo el dia 15 (segundo refuerzo antigénico) con 1 mg/ml de OA

en solucion salina durante 1 min (Figura 2).

El (dia 21-25) se les realiz6 a los cobayos dos curvas de histamina y un reto antigénico. Se
registraron a partir de pletismografia los distintos parametros respiratorios (Penh, PEF, PIF, etc.) de
respuesta a las mismas. La curva inicial de histamina se realizé con la finalidad de tener una
medicion de la reactividad de las vias aéreas a histamina, que fue seguida de un reto antigénico
con un bolo Gnico de ovoalbumina (400 pg-Kg-1 i.v.), se realizé una segunda medicion (segunda
curva de histamina) tres horas después, cuando los cobayos se han recuperado de la

broncoconstriccion aguda inducida por el reto antigénico (Figura 2).

DIA 15

E@’%

Intraperitoneal Nebulizador Nebulizador

O |
|

Pletismografia
Curvas de histamina

LBA v Sacrificio.

| Ova[B0pgikg] + Oval3m aimi] Ova [1mgim|]
A5 minutos

AICH);[1mgiml] 20 a 60 =ag.

Figura 2. Método estandarizado de sensibilizacion a ovoalbumina en cobayo.

Reactividad de las vias aéreas a la histamina y pruebas de
funcidon pulmonar

La reactividad de las vias aéreas se compard en dos curvas dosis-respuesta de histamina, la
primera se realizé antes de la administracion de un reto a ovoalbimina y la segunda se llevo a
cabo 3 horas después de realizado el reto (Figura 3). Dichas curvas, se registraron después de
obtener el nivel basal (Penh) de cada animal, se administraron dosis incrementadas no

acumulativas de histamina (0.013 a 0.13 mg/ml), cada dosis fue administrada durante 1 minuto de
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exposicién en la camara pletismografica y se continuo con el registro por seis minutos hasta la

siguiente dosis, repitiéndose hasta obtener la dosis provocativa 200%.

Oo Broncobstruccion

o SiETEOaN Cuando se triplica la
Aplicacién de la primera medicion basal (Penh)
1. curva de histamina 2. se detiene la
(0.013 a 0.13 mg/ml) administracion de
histamina.
NEBULIZADO

Posteriormente se da la

administracion de un reto a
3. OVA (1mg/ml) en un bolo
tnico, durante 1 min de
exposicion y 1 min de reposo.

Se inicia con la administracion
segunda curva de histamina
(0.013 a 0.13 mg/ml )

Se espera hasta que se triplica
el registro basal, se detiene la
curva y se procede al sacrificio.

NEBULIZADO PLETISMOGRAFIA

Figura 3. Procedimiento de realizacion de las curvas de histamina y reto a ovoalbumina.
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La dosis provocativa 200% (DP,g) es usada para calcular la reactividad de las vias aéreas, es
expresada como la dosis de histamina requerida para obtener un 200% de incremento del Penh
basal, esto puede verse claramente durante los episodios de broncoconstriccion en los cobayos
sensibilizados, mostrando un patrén de “picos” en lugar de “mesetas” por cada ciclo respiratorio
(Figura 4). Se realizaron dos curvas de histamina una antes y otra después del reto antigénico.
Para la construccién de estas curvas se considerd la respuesta maxima, es decir el maximo
incremento del Penh obtenido en los siguientes 2 min. La curva se finalizaba cuando la respuesta a

una dosis de histamina alcanzaba 3 veces la DP,q, todo el procedimiento se muestra resumido en

la figura 3.

Figura 4. Comportamiento del Penh en un episodio de broncoconstriccion y un registro normal.
Se evaluaron los parametros respiratorios funcionales de todos los animales utilizando un equipo
de pletismografia barométrica para animales en libre movimiento (Buxco Research System,

Wilmington, NC, USA).

Lavados bronquioalveolares y eutanasia

Del dia 21-25 seguido a la realizacién de las pruebas de funciéon pulmonar, con el animal

anestesiado (28 mg/kg), se procedié a hacer lavados broncoalveolares (LBA), para la realizacion
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de los LBA se hizo una pequefia incision en el cuello, exponiendo de este modo la traquea, en
donde se colocé una canula para permitir la recoleccion eficiente del LBA. Se instilé dos veces el
volumen de SSF estéril (5ml) a 37°C. Cada instilacion se mantuvo un minuto dentro de los
pulmones y posteriormente se recuperd lentamente. De este liquido recuperado se obtuvo la
fraccion celular. Posteriormente se eutanasiaron por sobredosis (3 ml) de pentobarbital sodico

(PISABENTAL® México).

Conteo total y diferencial de células infiltradas en LBA

El conteo celular se realizé a partir de los LBA obtenidos. El nimero total de células en el LBA se
establecié tomando 10 ul de la suspensién celular y colocando 40 pL de azul de tripano al 0.4%
como colorante vital. Las muestras se colocaron en una cadmara de Neubauer para realizar el

conteo directo de las células en cuatro cuadrantes (esquinas de la cAmara).

El valor obtenido se multiplico por el factor de dilucion (5) y por el factor de la camara (10,000),
obteniendo el nimero de células por ml de LBA. El volumen celular se ajusté hasta obtener 1x10°
células/ml adicionando SSF y de esta solucion se tomaron 50 pL que fueron centrifugados
utilizando una citocentrifuga (Wescor 7120 General hematology staining Georgia, U.S.A.), para

obtener un botén celular al cual se tifi6é con la técnica Giemsa.

La técnica Giemsa para frotis (células en medio liquido), se realizé con el protocolo siguiente: las
laminillas fueron fijadas con metano (5-7 min) y secadas al aire. Se diluy6 el colorante de Giemsa
1:20 con agua desionizada y se dejaron secar nuevamente al aire. Todas las laminillas se

montaron y evaluaron.

La tincion es realizada a partir de una mezcla de azul de metileno y eosina como colorantes
principales, misma que tifie los nucleos y granulos de color purpura en neutréfilos y baséfilos,
mientras que los granulos de eosindfilos se tifien en una coloracién naranja-rosado. Se realizé el

conteo a 1000X utilizando un microscopio de campo claro (AXIO, CarlsZeiss. Lab. Al).
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Analisis estadistico

Los datos obtenidos para el analisis de la dosis provocativa 200% fueron analizados con el
programa Graph Pad Prism6. S e compar6 con t-Student no pareada y se comprobé su normalidad
a partir de Kolmogoérov. Las graficas muestran los promedios + error estandar, la significancia
estadistica fue asignada como P<0.05 (*).

La pletismografia barométrica de libre movimiento, nos proporciond aproximadamente 216,000
datos. Dada la gran variabilidad obtenida, se calculé la mediana de los periodos cada 5 minutos.
Gracias al uso de las medianas, se permitié descartar los valores extremos, ya que dichos valores
se deben al estrés generado en los cobayos los primeros minutos, estos datos fueron evaluados

con el programa GraphPad Prism 6.

La normalidad de los datos obtenidos en la pletismografia, se midieron con Kolmogorov, los
parametros con distribucién normal fueron evaluados a partir de la prueba estadistica de ANOVA y
el test de comparacién mdltiple de Tukey, mientras aquellos que no cumplieron con dicha
distribuciéon normal fueron evaluados a partir de la prueba estadistica Kruskal-Wallis y la prueba
post hoc de comparaciéon multiple Dunn’s. Entre el grupo sensibilizado y sensibilizado+extracto, se
realizé6 una prueba de t-Student cuando se sospechaba la diferencia significativa entre dichos

grupos. La significacién fue asignada para un alpha (a) de 0.05, con una p<0.05.

RESULTADOS

Reactividad de las vias aéreas a histamina y broncoconstriccion en cobayos
en un modelo de asma

Se evalud la broncoconstriccién y reactividad de las vias aéreas en todos los cobayos, a partir de
los datos obtenidos por pletismografia barométrica de las curvas de histamina y reto antigénico. Se
muestran gréaficas de la pausa mejorada (Penh), frecuencia (f), tiempo inspiratorio (Ti), tiempo de
relajacion (Tr), volumen corriente (Vt), pico de flujo inspiratorio (PIF), pico de flujo espiratorio (PEF)
y volumen minuto (VM), con una duracién de 80 minutos para la primer curva de histamina (Fig. 5-

12) y 45 minutos para la segunda (Fig. 14-21).
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La diferencia de tiempo entre las curvas, se debe a la capacidad incrementada que mostraron los
cobayos para responder a la histamina después de la primer curva y el reto antigénico con
ovoalbumina. Debe sefalarse la muerte de dos animales del grupo sensibilizado durante la

exposicion y pletismografia en la segunda curva.

Se anexa a continuaciéon una tabla (Tabla 3) con las dosis suministradas (concentracion) de
histamina y el tiempo en que fueron administradas a los grupos (sensibilizado vy

sensibilizado+extracto), para la primera curva y segunda curva.

Tabla 3. Tiempo de aplicacion y concentracidon de histamina alcanzada en las
curvas de histamina, para los grupos sensibilizado y sensibilizado extracto.

Primera curva de histamina Segunda curva de histamina
Concentracion Tiempo de Tiempo de administracion
(mg/ml) administracion
0 7.5 7.2

0.013 135 14

0.018 23 24.5

0.032 34 32.5

0.042 46 -

0.056 54 -

Cambios pletismograficos en primera curva de histamina

Durante el desarrollo y administracién de la primer curva de histamina se observé que los cobayos
pertenecientes al grupo sensibilizado + extracto soportaron hasta una concentracion de 0.056
mg/ml de histamina en el minuto 54, mientras el grupo sensibilizado, toleré una dosis de 0.032

mg/ml en el minuto 34. Durante la aplicacion de las dosis de histamina en las dos curvas, se
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evaluaron en los siguientes parametros pletismograficos: Penh, f, Ti, Tr, Vt, PIF, PEF y VM (Fig. 5-
21). La evaluacién se detuvo cuando los cobayos mostraron una respuesta de broncoconstricciéon

aguda (triplicando su medicién basal de Penh) (Figura 12).

La frecuencia respiratoria (f) se incrementd significativamente tanto en el grupo de animales
sensibilizados como en el que recibié el extracto respecto al control, teniendo mas ciclos

respiratorios por minuto que los animales controles (Figura 5).

-~ SENSIBILIZADO 150 I —— 1
-# SENSIBILIZADO-EXTRACTO ks
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Figura 5. a) Comportamiento de la frecuencia (respiracién/min) a lo largo del registro (80 min), se muestra el
promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales de la frecuencia
respiratoria, (****) p<0.0001 ANOVA con prueba post hoc Tukey.

Respecto al tiempo inspiratorio (Ti) observamos que la sensibilizacién alérgica lo disminuye y el

extracto no lo modifico de ninguna manera respecto al control (Figura 6).
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Figura 6. a) Comportamiento del tiempo inspiratorio (s) a lo largo del registro (80 min), se muestra el promedio
+ el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del Ti, (****) p<0.0001 con
ANOVA 'y post hoc Tukey.
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El tiempo de relajacion se incrementa de manera significativa en nuestro modelo de asma el

extracto tiende a mejorar el tiempo de relajacion, pero no hay diferencia estadistica importante

(Figura 7).
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Figura 7. a) Comportamiento del tiempo de relajacién (s) a lo largo del registro (80 min), se muestra el
promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del Tr, (****)
p<0.0001 con Kruskal-Wallis y post hoc de comparacién mdltiple Dunn.

En el volumen corriente (VC) podemos observar que los grupos sensibilizados mostraron ser

significativamente menores a los valores obtenidos por el grupo control (Figura 8).
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Figura 8. a) Comportamiento del volumen corriente (ml) a lo largo del registro (80 min), se muestra el
promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del VC, (****)
p<0.0001 con Kruskal-Wallis y post hoc de comparacién mdultiple Dunn.
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El comportamiento del volumen minuto (VM) muestra una disminucién significativa del grupo

sensibilizado y sensibilizado+extracto, en ambos grupos el volumen de aire desplazado durante un

ciclo respiratorio es mucho menor al control (Figura 9).
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Figura 9. a) Comportamiento del volumen minuto (ml) a lo largo del registro (80 min), se muestra el promedio
+ el error estadndar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del VM, (****) p<0.0001 (***)

p<0.001 con ANOVA y post hoc Tukey.

El grupo control se mantuvo significativamente méas alto en el pico de flujo inspiratorio (PIF) en

comparacion de los grupos sensibilizados, siendo sus valores de la fase inspiratoria mucho mas

bajos (Figura 10).
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Figura 10. a) Comportamiento del pico de flujo inspiratorio (ml/s) a lo largo del registro (80 min), se muestra el
promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del PIF, (****)
p<0.0001 con Kruskal-Wallis y post hoc de comparacién mdultiple Dunn.
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En el caso del pico de flujo espiratorio (PEF) observamos que el grupo control mostro diferencia
significativa con el grupo sensibilizado+extracto, teniendo este Gltimo un valor mas bajo debido a la

administracion de B. cavanillesii (Figura 11).
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Figura 11. a) Comportamiento del pico de flujo espiratorio (ml/s) a lo largo del registro (80 min), se representa
el promedio + el error estandar. b) Las barras muestran el promedio de los valores totales del PEF, (**) p<0.01
con Kruskal-Wallis y post hoc de comparacion mdaltiple Dunn.

El indice de broncoconstriccion (Penh) se vio significativamente incrementado en los animales
sensibilizados al reto antigénico, la administracion del extracto durante el proceso de
sensibilizacion generd que disminuyera de manera significativa dicha respuesta bronco-constrictora

(Figura 12).
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Figura 12. a) Comportamiento de la pausa mejorada (Penh) a lo largo del registro (80 min), se muestra el
promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del Penh, (**)
p<0.01 con Kruskal-Wallis y post hoc de comparacion multiple Dunn ¢) Prueba t-Student para el grupo
sensibilizado y sensibilizado+extracto (*) p=0.0171.
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En resumen, podemos ver en la Tabla 6 la modificacion de la respuesta pletismografica en los
animales sensibilizados con y sin extracto durante la primera curva de histamina comparado con su

control:

Tabla 6. Resumen de resultados de los parametros pletismograficos durante
la primer curva.

Parametro Grupo Grupo Grupo
pletismégrafico Sensibilizado Sensibilizado+extracto Control
GE)) (n=6) GE))
F " " !
Ti A W T
Tr " " !
Vt/Vc N N )
PIF A W T
PEF = 1 1
VM A W T
Penh ™ = !

Incremento significativo respecto al control: 11, decremento significativo respecto al control: | |, tendencia al
incremento: 1, tendencia de disminucion: |, sin cambios respecto al control: =
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Reto antigénico

Inmediatamente después de terminada la pletismografia de la primer curva de histamina, los
animales fueron sometidos a un reto antigénico con bolo Unico de ovoalbimina (1mg/ml), se evalu6
a los animales, observando que el grupo sensibilizado tuvo un incremento en el porcentaje de

respuesta maxima (Penh) a comparacion del grupo sensibilizado+extracto (Figura 13).
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Figura 13. Promedio porcentual de las respuestas constrictivas inducidas por el reto antigénico a
ovoalbumina, en los grupos sensibilizado (n=6) y sensibilizado+extracto (n=6). Los datos corresponden a la
respuesta maxima porcentual (Penh) registrada durante el reto antigénico.
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Segunda curva de histamina

Después de un intervalo de descanso (3 horas) concluido el reto antigénico, se realiz6 la segunda
curva, donde se observo una respuesta agravada a la histamina en ambos grupos, sensibilizado y
sensibilizado+extracto, debido a su hiperreactividad. Los cobayos pertenecientes a estos grupos
solo soportaron hasta una concentracion de 0.013 mg/ml de histamina en el minuto 14, sin
embargo se debe puntualizar que dos animales del grupo sensibilizado+extracto soportaron hasta
una dosis de 0.032 mg/ml en el minuto 32, mientras que dos animales del grupo sensibilizado,
tuvieron muchas complicaciones durante la realizacion de la curva y en la concentracion 0.013

mg/ml murieron debido a las fuertes exacerbaciones que presentaron como consecuencia.

La frecuencia (f) de los cobayos durante la segunda curva, no presentd cambio al comportamiento
anterior descrito en la primera curva, los grupos sensibilizados mostraron un incremento
significativo al valor de referencia de nuestro control, teniendo un mayor ndmero de ciclos

respiratorios por minuto (Figura 14).
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Figura 14. a) Comportamiento de la frecuencia (respiracién/min) a lo largo del registro (45 min), se representa
el promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales de la frecuencia
respiratoria, (****) p<0.0001 (**) p<0.01 con ANOVA y post hoc Tukey.
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El tiempo inspiratorio (Ti) se observd una diferencia significativa del grupo control, con el grupo
sensibilizado que presento valores inferiores (Figura 15 b), encontramos igualmente una diferencia
significativa para t-student del grupo sensibilizado con respecto al grupo sensibilizado+extracto, el

cual tiene un valor mas alto (Figura 15 c) y parecido al control (Figura 15 b).
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Figura 15. a) Comportamiento del tiempo inspiratorio (s) a lo largo del registro (45 min), se representa el
promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del tiempo
inspiratorio, (****) p<0.0001 (**) p<0.01 con ANOVA y post hoc Tukey. c) Prueba t-Student para el grupo
sensibilizado y sensibilizado+extracto (*) p=0.0149.

En el tiempo de relajacion (Tr) el grupo control muestra una diferencia entro los grupos
sensbilizados, que mantienen valores mas bajos, aunque el grupo sensibilizado+extracto tienen

valores mas cercanos al control no muestran una similitud significativa (Figura 16).
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Figura 16. a) Comportamiento del tiempo de relajacion (s) a lo largo del registro (45 min), se muestra el

promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del Tr, (***) p<0.001
(*) p<0.05 con Kruskal-Wallis y post hoc de comparacion mdltiple Dunn.
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En el pardmetro de volumen corriente (VC) no se encontré en los grupos sensibilizados una
similitud con el control, mantuvieron valores significativamente mas bajos del volumen de aire

desplazado por cada ciclo respiratorio (Figura 17).
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Figura 17. a) Comportamiento del volumen corriente (ml) a lo largo del registro (45 min), se muestra el
promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del VC, (****)
p<0.0001 con Kruskal-Wallis y post hoc de comparacién multiple Dunn.

Para el volumen minuto (VM) aunque los grupos sensibiliados muestran valores menores que el
control, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos, la ventilacién total por minuto

es la misma (Figura 18).
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Figura 18. a) Comportamiento del volumen minuto (ml) a lo largo del registro (45 min), se representa el
promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del VM, (*) p<0.05
con Kruskal-Wallis y post hoc de comparacion mdltiple Dunn.
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Se encontr6 diferencia significativa en el pico de flujo inspiratorio (PIF) entre el control y el grupo
sensibilizado+extracto (Figura 19), el cual tiene valores menores, sin embargo el grupo
sensibilizado muestra valores semejantes al sensibilizado+extracto, pero debido a la mayor
dispersion sus datos, no hay diferencia significativa.
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Figura 19. a) Comportamiento del Pico de flujo inspiratorio (ml/s) a lo largo del registro (45 min), se representa
el promedio + el error estdndar. b) Las barras muestran el promedio de los valores totales del PIF, (*) p<0.05
con Kruskal-Wallis y post hoc de comparacion mdultiple Dunn.

No se encontraron el caso del pico de flujo espiratorio (PEF) diferencias significativas entre los
grupos (Figura 20).
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Figura 20. a) Comportamiento del pico de flujo espiratorio (ml/s) a lo largo del registro (45 min), se representa
el promedio + el error estandar. b) Las barras representan el promedio de los valores totales del PEF y el error
estandar.
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Para la pausa mejorada (Penh) se observé una diferencia significativa entre el grupo sensibilizado

y el control, mientras que los cobayos pertenecientes al grupo sensibilizado+extracto mostraron

valores similares a los del grupo control, aunque no tuvieron una diferencia significativa con el

grupo sensibilizado (Figura 21).
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Figura 21. a) Comportamiento de la Pausa mejorada (Penh) a lo largo del registro (45 min), se representa el
promedio * el error estandar. b) Las barras muestran el promedio de los valores totales del Penh, (***)
p<0.001 con Kruskal-Wallis y pos hoc de comparacién mdaltiple Dunn.
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En resumen, podemos ver en la Tabla 7 la modificacion de la respuesta pletismografica en los
animales sensibilizados con y sin extracto durante la primera curva de histamina comparado con su

control:

Tabla 7. Resumen de resultados. Comparacion de los grupos respecto al
control en la medicién de los parametros pletismografos, durante la segunda
curva de histamina.

Parametro Grupo Grupo Grupo
pletismografico Sensibilizado Sensibilizado+extracto Control
(n=4) (n=6) (n=6)
F " " !
Ti I = T
Tr A W T
Vt/Vc N N )
PIF = 1 1
PEF = = l
VM = = 1
Penh M = !

Decremento significativo respecto al control: ||, aumento significativo respecto al control: 11, tendencia al
incremento:?, tendencia de disminucion:|, sin cambios significativos respecto al control: =
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Reactividad de las vias aéreas

La reactividad de las vias aéreas se evalué mediante la expresion de la dosis provocativa 200 %
(DP3q0), €s decir la dosis de histamina requerida para obtener un 200 % de incremento del Penh
basal. En ambos grupos la DP,qy, fue significativamente mayor en la primer curva de histamina
(antes del reto a ovoalbumina), posteriormente tiene un decremento pronunciado de su
concentraciéon durante la segunda curva (posterior al reto), evidenciando un grado de
hiperreactividad de las vias aéreas en todos los cobayos (Fig. 22), aunque no se establece un valor
significativo, se encontré queel grupo sensibilizado+extracto requiere mayor dosis de histamina
tanto en la primera curva 0.02794 mg/Kg como en la segunda curva 0.006807 mg/Kg en
comparacion del grupo sensibilizado en el mismo orden de las curvas con concentraciones de
0.01575 mg/Kg y 0.003088 mg/Kg respectivamente (Fig. 22). Se debe sefialar que el grupo
sensibilizado perdi6 dos animales durante el trascurso de la segunda curva de histamina,

consecuencia de las fuertes exacerbaciones que presentaron los cobayos.
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Figura 22. Reactividad de las vias aéreas a la histamina en cobayos expuestos al reto antigénico a partir de la
DP2q0 a) Grupo sensibilizado, prueba t-student (**) p=0.0022 b) Grupo sensibilizado+extracto, prueba t-student
(*) p=0.0286. La DP2qo se obtuvo antes y después del reto a OVA (aproximadamente 3 horas terminada la
primera curva).

46



Conteo celular

La inflamacién pulmonar evidenciada por el numero de células totales en LBA, el grupo
sensibilizado en el conteo celular total mostré6 una mayor cantidad de células (p<0.05) (Fig. 23) a

comparacion del grupo sensibilizado+extracto.
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Figura 23. Conteo total de células infiltradas en LBA de cobayos para los grupos sensibilizado (n=6) y
sensibilizado+extracto (n=5), con una diferencia entre grupos de (*) p=0.0191 para una prueba de t-Student.

En el conteo celular diferencial (Figura 24) se evaluaron una mayor cantidad de eosindfilos

(p<0.05) en el LBA del grupo sensibilizado, con respecto al grupo sensibilizado+extracto.
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Figura 24. Conteo celular diferencial en LBA de cobayos. Las barras representan el porcentaje de cada tipo
celular (linfocitos, neutrdfilos, eosindfilos, baséfilos y macréfagos) encontrando (¥) p=0.0260 para una prueba
de t-Student.
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DISCUSION

En este estudio se evalu6 la administracion de extracto etandlico de B. cavanillesii durante de
sensibilizacion alérgica a ovoalbumina en la respuesta broncoconstrictora, inflamatoria y la
hiperreactividad de las vias aéreas inducida por el reto antigénico en un modelo de asma alérgica
en cobayos. Encontramos que la respuesta a la hiperreactividad de las vias aéreas evaluada como
la dosis provocativa 200 % (DP,qg), no se modificé por la administracion del extracto (Figura 22).
Por otro lado, el reto a ovoalbimina mostré que las respuestas en los cobayos durante las
exacerbaciones asmaticas (% respuesta max. (Penh)) tienen una tendencia a ser mayores en el
grupo de animales que solo fueron sensibilizados en comparacién de aquellos animales que
tomaron el extracto de B. cavanillesii (Figura 13). Adicionalmente se observd que el LBA de los

animales pre tratados con el extracto de B. cavanillesii mostraron una menor inflamacién.

En la literatura el desarrollo de exacerbaciones asmaticas se caracteriza por el reclutamiento de
dos subtipos celulares: el eosinofilico, el cual juega un papel importante en la respuesta tardia,
asociados a un engrosamiento de la membrana basal y el incremento de linfocitos, macréfagos,
mastocitos y TGF-B. En el segundo tipo encontramos la respuesta neutrofilica, la cual se asocia
con casos de asma severa, sus principales mediadores inflamatorios son las metaloproteinasas y
citosinas (TNFo- IL-1b, IL8 e IL6 entre otros) (Branes, et al., 2009). Dentro de nuestros resultados
obtenidos se encontré de manera significativa una mayor cantidad de células infiltradas en LBA/ml
en el conteo celular del grupo sensibilizado (p=0.0191) respecto al grupo sensibilizado+extracto,
(Figura 23). En el conteo diferencial de células en LBA, se observd que el grupo
sensibilizado+extracto presentaba menor cantidad de eosindfilos de manera significativa
(p=0.0260), comparado con el grupo sensibilizado, este resultado es bastante interesante debido a
que el infiltrado de eosindfilos en la respuesta asmatica es tipica, y se ha relacionado con la
persistencia inflamatoria de las vias aéreas (Barthel, et al., 2008), al existir en la respuesta una
menor cantidad de eosinodfilos se esperaria una disminucion del engrosamiento de la membrana
basal y la produccion de linfocitos, macréfagos, mastocitos y TGF-B, sin embargo serd necesario

reafirmalo con mas pruebas.
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La evaluacién de los parametros respiratorios estudiados mediante pletismografia barométrica de
libre movimiento, nos permitié caracterizar los patrones fisiologicos tipicos en los animales sanos
de tiempo (f, Ti y Tr), volumen (VC, PIF, PEF Y VM) el indice de resistencia (Penh) como una
herramienta para evaluar la resistencia del pulmén (RL) y su incremento en los animales
asmaticos como indicador de broncoconstriccion. Se observé que en los animales sensibilizados
sin extracto el Penh aumento significativamente durante la primera curva de histamina a
comparacion del grupo control y del grupo pre tratado con el extracto (Figura 12). Siendo el
comportamiento de la segunda curva posterior al reto a ovoalbumina, similar a la primera es decir
el comportamiento del Penh se mantuvo al alza (Figura 21), los demas parametros pletismograficos
en ambas curvas fueron distintos al grupo control, ya que mostraron el patron de un animal
asmatico, que a nivel alveolar se caracteriza por acortamiento de Ti, f mayor, sin variacién en VM,
disminucién de VC, PIF e incremento PEF, representado un patron de respiracion rapida y
superficial, faltdndoles a estos animales una adecuada ventilacion. Al analizar el grupo
sensibilizado+extracto, encontramos en la primera curva que el Penh fue significativamente distinto
al grupo sensibilizado (Figura 12 c¢), su comportamiento se mantuvo con similitud al grupo control
sin tener diferencia significativa entre ambos, en la realizacion de la segunda curva de histamina 3
horas posterior al reto de ovoalbumina, se encontré que el Penh mantuvo la tendencia a ser menor
que el grupo sensibilizado, atenuando la respuesta broncoconstrictora, mientras que los demas
parametros no tuvieron cambios significativos y conservaron el comportamiento similar al grupo
sensibilizado, este hecho debe considerarse como un incentivo, para esclarecer la actividad
broncodilatadora y mecanismos involucrados, que nos lleven a una futura investigacion de las
propiedades quimicas que le confieren su potencial uso en el tratamiento del asma.

Otros estudios previos utilizando el mismo modelo de sensibilizacion alérgica en cobayos han
demostrado de igual forma que los extractos de plantas podrian ser Utiles para el tratamiento del
asma, como lo encontramos en nuestro estudio. En un estudio previo realizado por Campos MG y
colaboradores observaron que la &rnica roja (Galphimia glauca) utilizada como tratamiento de

asma y alergias en medicina tradicional latinoamericana inhibié la respuesta contractil a
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ovoalbumina en traqueas de cobayos sensibilizados por inhibiciéon de la respuesta a leucotrieno
D(4) (Campos, et al., 2001).

De igual forma Campos-Bedolla en 2004 reporta que el extracto de gordolobo (Gnaphalium
conoideum), planta utilizada en medicina tradicional para malestares digestivos y respiratorios,
disminuyd la respuesta contractil a la histamina pero no al carbacol ni al KCI en miocitos aislados

de traque de cobayo por inhibicion de los canales dependientes de voltaje de calcio (L-type Ca2+)

CONCLUSIONES

La administracion del extracto etandlico de B. cavanillesii durante el proceso de sensibilizacion a
ovoalbumina disminuyo la respuesta de broncoconstriccion evaluada mediante el indice de bronco-
obstruccién (Penh). Adicionalmente el extracto disminuyo la inflamacion expresada en el conteo
total celular y la poblacién de eosindfilos. La hiperreactividad de las vias aéreas a la histamina tuvo
la tendencia a disminuir por el extracto, sin embargo, su efecto no fue estadisticamente significativo
en la administracion conjunta de B. cavanillesii durante el proceso de sensibilizacion a la

ovoalbumina en nuestro modelo de asma alérgica en cobayos.
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