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Resumen

Antecedentes. Los derivados de Achyrocline saturcioides (A.s.) y Minthostachys verticillata (M.v.) han sido utilizados tradicionalmente por sus
propiedades antiinflamatorias y broncodilatadoras en el asma.

Objetivos. Comparar la inhibicién de la desgranulacién de baséfilos in vitro por dexametasona, teofilina, cromoglicato disédico, bromuro de
ipratropio + salbutamol con la de decocciones de hojas/flores de A.s. y decoccién/aceite esencial de M.v., mediante el dosaje de B-hexosamini-
dasa, un marcador de la reaccién alérgica inmediata. Evaluar los efectos inmunomoduladores de la decoccién/aceite esencial de M.2. sobre la
produccién de IFN-y.

Metodologia. Se estudiaron 38 pacientes alérgicos a hongos aneméfilos. Se realizé prick y dosaje de IgE total por EIA. La liberacién de 3-he-
xosaminidasa se evalu6 con el alergeno solo y el alergeno adicionado de las drogas comerciales o cada derivado vegetal, por EIA. Los niveles de
IFN-y fueron cuantificados por EIA en los sobrenadantes de cultivos de linfocitos estimulados con decoccién o aceite esencial de M..
Resultados. Todos los pacientes mostraron reactividad cutdnea. Los baséfilos desafiados in vitro por el alergeno, liberaron B-hexosaminidasa.
La liberacién de la enzima fue disminuida por cada droga o derivado vegetal (p < 0,05). La produccién de IFN-y fue significativamente menor
en los alérgicos que en los controles (p < 0,02). La decoccién o el aceite esencial de M.v. estimularon la sintesis de IFN-y en las muestras de pa-
ciente alérgicos (p < 0,02).

Conclusiones. La prueba de liberacién de B-hexosaminidasa demostré ser una técnica accesible y de ficil realizacién que podria reemplazar o
complementar las practicas diagndsticas habituales. Bromuro de ipratropio + salbutamol result6 la droga mds eficaz in vitro. Las decocciones de
flores de A.s. y de hojas de M.v. mostraron potencia reguladora sobre la desgranulacién in vitro. Decoccién de hojas y aceite esencial de M.z,
fueron inmunomoduladores para la produccién de IFN-y

Palabras claves: Achyroclines satureioides, Minthostachys verticillata, dexametasona, teofilina, cromoglicato disédico, bromuro de ipratro-
pio, salbutamol.

Abstract

Background. Derivatives products of A. satureioides (A.s.) and Minthostachys verticillata (M.v.), have been used traditionally by their antiin-
flammatory and bronchodilator properties in asthma treatment.

Objectives. To compare in vitro basophiles desgranulation by dexamethasone, theophyllin, disodium cromoglicate, ipratropio bromide plus
salbutamol, A. satureioides (A.s.) leaves or flowers decoction and Minthostachys verticillata (M.v.) leaves decoction or essential oil. To evaluate
the immunomodulator effects of the M.z, decoction or essential oil on IFN-y production.

Methods. 38 allergic patients to anemophilous fungi were studied. Prick test was made and levels of IgE by the EIA technique were obtained.
B-hexosaminidase levels released were evaluated with allergens alone or added with commercial drugs or each one of vegetal derivative. The
IEN-y levels were quantified by EIA in supernatants of lymphocytes culture after M.2. decoction or essential oil stimulation.

Results. All patients were at least positive to one allergen. In all cases the allergen triggered basophils degranulation and caused the release to
the enzyme f-hexosaminidase. B-hexosaminidase released by allergen was decreased by each one drug or vegetal derivatives. (p < 0.05). The
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IFN-y production was significantly smaller in the allergic patients than controls (p < 0.02). The decoction as the essential oil of M.2. stimula-

ted synthesis of IFN-y in allergic sample patients (p < 0.02).

Conclusions. The test of B-hexosaminidase release to identify the specific allergen demonstrated to be accessible technique and have easy ac-
complishment and could replace or complement habitual diagnosis practices. Ipratropio bromide + salbutamol was the drug combination with
better in vitro answer. The A.s flowers decoction and M.v. leaves decoction showed strong regulator effects on 77 vitro basophils degranulation.
M.v. leaves decoction and essential oil, showed immunomodulator effects on IFN-y production.

Key words: Achyrocline satureioides, Minthostachys verticillata, dexamethasone, theophyllin, disodium cromoglicate, ipratropio bromide, sal-

butamol.

Introduccion

Reacciones alérgicas

En las enfermedades alérgicas cobran relevancia las reacciones
de tipo I o anafilaxias, las cuales son mediadas por anticuerpos
citotrépicos como la inmunoglobulina E (IgE), que se une a
receptores presentes en la superficie de mastocitos y baséfilos.
En una posterior entrada del antigeno, la IgE interacciona con
él y pone en marcha los mecanismos que llevan a la liberacién
de los mediadores quimicos, responsables de las manifestacio-
nes de hipersensibilidad.

La IgE unida a los receptores de superficie de mastocitos y ba-
s6filos induce la activacién de fosfolipasa C (PLC) que cliva a
inositol trifosfato (IP3) en inositol bifosfato (IP2) y diacilgli-
cerol (DAG). También se moviliza el calcio intracelular y se
activa la cascada de proteinas cinasas C (PKC). Esta cascada
estimula procesos que llevan a la desgranulacion.

Los mediadores quimicos que se liberan durante el proceso de
desgranulacién, constituyen dos grupos: los “preformados” y
los “sintetizados durante el proceso”. Dentro del primer grupo
encontramos a: histamina, serotonina, heparina, factores qui-
miotdcticos de eosindfilos y neutrdfilos, enzimas como tripta-
sas, quimasas, carboxipeptidasas, hidrolasas dcidas como B-he-
xosaminidasa y enzimas oxidativas.

En el segundo grupo podemos encontrar a los derivados del
4cido araquidénico (leucotrienos, prostaglandinas y trombo-
xanos), bradiquinina, calidinas, factor de agregacién plaqueta-
ria y citoquinas [1].

Actualmente, la B-hexosaminidasa estd siendo utilizada en los
trabajos de investigacién como marcador inmediato de la des-
granulacién de mastocitos y baséfilos in vitro, en las reaccio-
nes de tipo anafildctico [2-5].

Los LTCD8+ y CD4+ son las principales células efectoras de
la respuesta inmune. Los LTCD4+ se diferencian, segtin el pa-
trén de citoquinas que secretan, en: linfocitos Th1 y Th2. El
IFN-y es la citoquina clave de las células Th1, las cuales tam-
bién producen IL-2 y TNE-B, que son las principales citoqui-
nas activadoras de los macréfagos y de los linfocitos citotéxi-
cos, es decir que son las efectoras de la inmunidad mediada
por células. Entre las citoquinas de perfil Th1, el IFN-y tiene
una importante funcién regulatoria ya que aumenta la fun-
cién Th1 e inhibe la diferenciacién de linfocitos ThO hacia el
perfil Th2 asi como la proliferacién de clones Th2 pre-sensibi-
lizados, en los que, ademds, limita la produccién de IL-4.

Ademds IFN-y tiene actividad antiviral, favorece el switch iso-
tipico a IgG, tiene efectos antiproliferativos sobre células, par-
ticipa en la activacién de los macréfagos y en la activacién de
la funcién citotéxica de LTCDS8 (+) [6,7].

En los pacientes alérgicos los niveles de IFN-y se encuentran
reducidos, hay un predominio de LTh2. Los altos niveles de
IL-4 reducen la poblacién de LTh1 y por lo tanto la produc-
cién de IFN-y. La evolucién favorable de la enfermedad alér-
gica se determina por el aumento en los niveles de IFN-y y la
disminucién de los valores de IL-4, IgE y sCD23 [8,9].

Algunas drogas de uso habitual en el tratamiento

del asma

Los medicamentos que se utilizan bloquean los mecanismos
que llevan a la desgranulacién en distintos niveles. En el trata-
miento del asma se destacan: a) los que acttan en la fase in-
mediata, cuyo efecto es la broncodilatacién con accién rela-
jante sobre el musculo liso, donde se encuentran los B2-ago-
nistas, b) los que actdan en la fase inflamatoria tardia de la cri-
sis, tales como antiinflamatorios esteroideos [10,11].

Las drogas empleadas més frecuentemente en nuestro medio
han sido: dexametasona, teofilina, bromuro de ipratropio, sal-
butamol y cromoglicato disédico, entre otras.

Dexametasona

Los corticoides, ademds de los antihistaminicos, representan
una de las terapias antiinflamatorias mds efectivas en alergia
debido a que bloquean distintas vias de desgranulacién, acti-
vadas en este tipo de patologia [12]. Dexametasona es un glu-
cocorticoide sintético aplicado en el tratamiento de los desér-
denes inflamatorios. Los glucocorticoides, ademds de ser an-
tiinflamatorios, son drogas inmunosupresoras que promueven
los depdsitos anormales de lipidos y llevan a la obesidad, efec-
to indeseable para los pacientes alérgicos. Ademds, existe un
nimero considerable de pacientes alérgicos que no responden
al tratamiento con estas drogas. La resistencia a los efectos te-
rapéuticos de los corticoides se ha visto ademds en otras enfer-
medades inflamatorias como la artritis reumatoidea [13].

Los glucocortocoides son agentes B-adrenérgicos que se unen
a receptores de membrana para ingresar al citoplasma y activar
al ATP para formar AMPc. El AMPc inhibe el proceso de des-
granulacién de baséfilos y mastocitos. Una vez en el citoplas-
ma, los corticoides se unen a un receptor de corticoides (RC);
éste se encuentra unido a una proteina hsp90. La unién corti-
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coide-RC libera la proteina hsp90 y el complejo ingresa al nd-
cleo donde se une al ADN en un gen especifico de secuencia
reguladora. Incorporado al ADN, modula la transcripcién de
una amplia variedad de genes [1].

Una de las formas en que los corticoides suprimen la inflama-
cién es por el incremento en la sintesis de proteinas proinfla-
matorias. Entre ellas se pueden citar a lipocortina-1, la cual
ejerce un efecto inhibitorio sobre la fosfolipasa A2 (PLA2) y
por lo tanto puede inhibir la produccién de mediadores lipidi-
cos. Otras proteinas potencialmente antiinflamatorias son: el
receptor antagonista de IL-1, el cual inhibe la unién de IL-1
(una citoquina proinflamatoria) a su receptor, SLPI (secretory
leukoprotease inhibitor) un inhibidor de proteasas como la
triptasa, entre otras [14].

Los corticoides también ejercen un efecto inhibitorio en la
sintesis de citoquinas. Esto es muy importante en el control
de la alergia, debido a que las citoquinas juegan un rol critico
durante el proceso inflamatorio. Estas drogas pueden inhibir
la transcripcién de: IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9,
IL-11, IL-12, IL-13, IL-16, IL-17, IL-18, TNF-o. y GM-CSE
También ejercen efectos inhibitorios sobre quimioquinas: IL-
8, RANTES, MIP-1a, MCP-1, MCP-3, MCP-4 y eotaxina.
El efecto inhibitorio causado por los corticoides puede deber-
se, en parte, a la inhibicién de los factores de transcripcién ta-
les como AP-1 y NF«B, los cuales regulan la induccién de los
genes de citoquinas y quimioquinas [15].

Los corticoides también tienen una accién inhibitoria directa
sobre basdfilos y mastocitos y células del epitelio y/o endotelio
vascular, efectoras de los procesos alérgicos. Los esteroides -
adrenérgicos son capaces de reducir la sintesis de quimioqui-
nas y citoquinas proinflamatorias de macréfagos, mientras que
incrementan la secrecién de IL-10 [16].

También tienen efecto sobre los eosinéfilos, inhibiendo la li-
beracién de especies reactivas del oxigeno y proteinas liberadas
por estas células. Ademds, los corticoides son capaces de indu-
cir apoptosis en los eosindfilos [17].

Es sabido que los mastocitos y los linfocitos Th2 juegan un
importante rol en las enfermedades alérgicas debido a que li-
beran una serie de proteinas proinflamatorias como IL-4, IL-5
e IL-6, entre otras. Los corticoides también pueden inducir
apoptosis en células T y ademds se ha demostrado que el trata-
miento prolongado con ellos reduce el nimero de mastocitos
en las mucosas [18].

Algunos pacientes alérgicos no responden al tratamiento con
corticoides. Se conocen varias causas por las cuales se crea la
resistencia a los corticoides. Por un lado, ciertas citoquinas co-
mo IL-2, IL-4 e IL-13 pueden inducir una reduccién en la
afinidad de los receptores de corticoides (RC), en células infla-
matorias como las células T, y esto genera una resistencia local
a la accién antiinflamatoria de los corticoides [19]. Otra de las
causas podria ser una excesiva activacién del factor de trans-
cripcién AP-1, el cual activa la sintesis de citoquinas inflama-
torias [20].

Otro mecanismo propuesto como resistencia a los efectos de
los corticoides serfa un incremento en la expresién del recep-

tor de corticoide-p (RC-B). EL RC- es una variante del RC
que no es capaz de unir corticoides pero si es capaz de unirse
al ADN como los RC. Un aumento de los RC-g, bloquearia la
unién de los RC al ADN de las células blanco [21].

Teofilina

Teofilina es un antihistaminico de primera generacién; es una
xantina que actda como inhibidor de la enzima fosfodiestera-
sa. La fosfodiesterasa inactiva al AMPc transformdndolo en
AMPci, el cual favorece la desgranulacién de baséfilos y mas-
tocitos. Teofilina incrementa los niveles de AMPc inhibiendo
el proceso de desgranulacién. Esta droga es utilizada a menu-
do en el tratamiento del asma bronquial [22-25].

Cromoglicato disédico

El cromoglicato es un estabilizador de las membranas de los
mastocitos que impide su desgranulacién, acttia como quelato
al fijar el Ca* e impide que éste se movilice a través de las
membranas. Reduce el niimero de eosinéfilos circulantes, in-
hibe la produccién de IL-5 y TNF-B (Hall SE y cols., 1999;
Lipworth BJ, 2005). Tiene efectos sobre la activacién y migra-
cién celular al controlar algunas moléculas de adhesién como
CD23, CD49 e ICAM-1 [26].

Cromoglicato también tiene efecto broncodilatador en el as-
ma por ejercicio, donde predomina el broncoespasmo, y su
efectividad oscila entre 70 y 87% [27]. También bloquea la
broncoconstriccidn inducida por estimulacién de las fibras C,
mediadas por el vago y neuropéptidos, pero ademds inhibe las
citoquinas producidas por los macréfagos y células dendriticas
frente al Dermatophagoides faringe [28,29].

Estudios comparativos han demostrado su eficacia unido a un
-2 [30]. Ha sido tan efectivo como el nedocromil, los anta-
gonistas de los receptores de leucotrienos (zafirlukast y monte-
lukast) y los esteroides [14,31,32]. Es un fdrmaco seguro con
escasos efectos adversos, que se relacionan con la accidn irri-
tante local. Su efectividad depende de altas concentraciones
plasmaticas y para alcanzarlas debe utilizarse nebulizado [33].
El cromoglicato disédico es un firmaco ttil como antiinfla-
matorio en el tratamiento del asma aguda, ya que tiene poder
broncodilatador, antiinflamatorio y, como preventivo, evita la
progresion de la crisis al estabilizar las membranas de los mas-
tocitos [34].

Bromuro de ipratropio y salbutamol

Bromuro de ipratropio es un derivado de amonio cuaternario
de atropina, una droga de accién anticolinérgica utilizada en
las crisis de asma en lactantes y nifios. Tiene efectos broncodi-
latadores similares a otros anticolinérgicos y B-2 agonistas
(35].

Bromuro de ipratropio mostré buena actividad protectora del
broncoespasmo inducido por metacolina y la recuperacién
mds precoz del FEV1 [36]. Resulté de ficil aplicacién, seguro
y efectivo en nifios alérgicos de 2 a 6 afios [37].

Salbutamol, usado como sulfato de salbutamol, produce bron-
codilataciéon a través de la estimulacién de receptores 3-2
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adrenérgicos del musculo liso bronquial y, de este modo, cau-
sa relajacién de las fibras musculares lisas. Esta accién mejora
la funcién pulmonar demostrada por mediciones de espirome-
tria. A dosis terapéuticas tiene una pequena accién sobre re-
ceptores -2 adrenérgicos del musculo cardiaco. En algunos
pacientes, salbutamol inhalado puede producir efectos cardio-
vasculares significativos, en frecuencia del pulso, presién san-
guinea y cambios en el ECG ademds de temblores e hipokale-
mia. A los 5-15 minutos disminuye la resistencia de la via aé-
rea e incrementa el FEV-1 un 15%, alcanza el pico a los 60-90
minutos y los efectos duran de 3 a 6 horas. Se ha comprobado
que la asociacién de salbutamol en dosis de 0,10 mg/k y bro-
muro de ipratropio tiene los mismos efectos broncodilatado-
res que salbutamol solo, en dosis de 0,15 mg. La combinacién
de ambas drogas, administrada por inhalacién, resulté mds
efectiva pues alcanzd el pico de respuesta a las 1-2 horas y pro-
longé la duracién de los efectos mds de 8 horas. Ademds, cada
droga no potencié la absorcién sistémica de la otra, y se logré
una respuesta mejor a una dosis menor de salbutamol
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pub-
med&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Ant
hracopoulos+MB%22%5BAuthor%5D) [38].

Cuando los pacientes no son capaces de responder a la terapia
con corticoides y/o B-2 agonistas, se aplican otros tratamien-
tos como inmunoterapia con alergenos, y otros menos con-
vencionales como la administracién de IL-2, IFN-B o trata-
miento con hierbas medicinales [39].

Medicina alternativa

La medicina alternativa y la medicina complementaria son for-
mas de tratamiento generalmente demandadas por pacientes
con enfermedades alérgicas. Estudios recientes demuestran que
la homeopatia, la acupuntura y la medicina herbaria son los ti-
pos mds cominmente utilizados de medicina alternativa [40].
Existen muchos trabajos de investigacién que utilizan hierbas
medicinales, o compuestos purificados de éstas, para el trata-
miento de las enfermedades alérgicas.

Entre numerosos trabajos de investigacion, se destacan los ha-
llazgos de Xue C'y cols., 2004, quienes demostraron que una
férmula herbaria china que contiene una mezcla de seis hier-
bas medicinales tiene la capacidad de inhibir la liberacién de
histamina de mastocitos, inhibe la inflamacién inducida por
agentes quimicos y produce una modulacién sobre los niveles
séricos de IgE y sobre la actividad de macréfagos y linfocitos.
Esta férmula es normalmente utilizada para el tratamiento de
rinitis alérgica en China [41].

Achyrocline satureioides (LAM.) DC

Achyrocline satureioides (LAM.) DC es un subarbusto aromdti-
co, comtinmente conocido con el nombre de “marcela hem-
bra”, “marcela” o “marcelita” [42-44]. Es originario de Améri-
ca y estd distribuido en Europa y Africa. En Argentina, se la
encuentra en suelos himedos y arenosos [44] (Figura 1).

A. satureioides (A.s.) es utilizada en infusiones como digestivo,
sedativo, antiinflamatorio, antiespasmddico, analgésico, diuré-

tico y broncodilatador [45]. Esta tltima propiedad explica por
qué esta especie es recomendada en medicina popular para el
tratamiento de las crisis de asma [46,47].

También se ha demostrado que diferentes fracciones de A.s.
poseen actividad antimicrobiana [48], antiviral [49], inhibi-
dora de los niveles elevados de glucosa en sangre [50], protec-
tor hepdtico [51] y antioxidante [52,53].

Minthostachys verticillata (Griseb) Epling.

El género Minthostachys es un género taxonémicamente com-
plejo. Comprende 12 especies de hierbas aromdticas y arbus-
tos verdes que pertenecen a la familia Labiatae. Se encuentran
distribuidas en Colombia, Venezuela, Brasil, Ecuador, Pert,
Bolivia, Noroeste y centro de Argentina [54].

Entre las especies que componen el género se encuentran: M.
glabrescens Epling.; M. mollis (Griseb.); M. verticillata (Gri-
seb.) Epling.; M. andina (Brett.) y M. spicata (Benth.) Epling.
La hierba aromdtica mds popular, por su distribucién y sus
propiedades benéficas es M. verticillata (Griseb.) Epling vul-
garmente conocida como peperina, pipirina, peperita o piperi-
ta (55, 56) (Figura 2).

M. verticillata (M.v.) se utiliza principalmente en infusiones
como digestivo, estomacal, sedativo, antiespasmédico, anti-
diarréico, antihemético, carminativo, broncodilatador, anti-
rreumdtico, insecticida, antimicético y antiparasitario. Tam-
bién se emplea para aromatizar y fabricar licores, bebidas re-
frescantes y yerbas compuestas [54,57-59].

M.v. estd registrada en la Farmacopea Nacional Argentina y es
una planta en peligro de extincién por su extraccién constante
e indiscriminada [54,60,61].

Un estudio realizado en la Cdtedra de Virologia de la UNRC
demostré que el extracto etanélico de M.v. posee efectos inhi-
bitorios sobre la actividad citocidal del virus herpes suis [49].
Ademds, el aceite esencial y la decoccidn de M.v. han demostra-
do tener actividad antimicrobiana sobre bacterias Gram (+) y
propiedades antivirales sobre el virus herpes simplex tipo 1
(VHS-1) y el virus de la pseudorrabia (VPR) cepa RC/79 [62].
Por otra parte, también se demostré en estudios citomorfol6gi-
cos, que la decoccidn y el aceite esencial de M.v. presentan indi-
ces de expansion celular similares al mitégeno Pokeweed [63].
Los antecedentes bibliograficos mencionados justifican nues-
tro interés por estudiar los efectos antialérgicos iz vitro de las
especies medicinales: A.s. y M.v.

Objetivos

Comparar los indices de inhibicién de la desgranulacién de
baséfilos in vitro, producidos por las decocciones de hojas/flo-
res de A.s. y la decoccidn/aceite esencial de M.z con los de de-
xametasona, teofilina, cromoglicato disédico y bromuro de
ipratropio + salbutamol, mediante el dosaje de la enzima -
hexosaminidasa.

Evaluar los efectos inmunomoduladores sobre la sintesis de
IFN-y de la decoccidn/aceite esencial de M.v..
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Figura I.Un espécimen de Achyrocline satureioides (LAM) DC en su
habitat natural. La fotografia fue tomada en febrero de 2004.

Metodologia

Material humano

Para los objetivos planteados, 38 pacientes de 1 a 30 afios de
edad, alérgicos a hongos aneméfilos, fueron estudiados y ca-
racterizados en la primera consulta. En todos los casos mani-
festaron no estar recibiendo medicacién. En los ensayos in vi-
tro fueron incluidas las células de los 38 pacientes alérgicos y
de 10 individuos sanos. En todos los casos, de acuerdo con las
normas de ética, se informé detalladamente sobre los estudios
a realizar a los padres o responsables de los menores de edad,
quienes firmaron su conformidad.

De acuerdo con las normas de ética, en todos los casos los pa-
dres de los pacientes dejaron por escrito su conformidad fir-
mada para los estudios a realizar a partir de una muestra co-
rrespondiente a una alicuota de la sangre extraida para hemo-
citolégico y otros exdmenes de rutina. De cada individuo, se
extrajeron aproximadamente 10 ml de sangre venosa periférica
con jeringa y aguja estériles, que fueron colocados en tubos
heparinizados.

Pruebas cutdineas

Todas las pruebas cutdneas fueron realizadas por un solo ope-
rador. Los extractos de alergenos fiingicos fueron provistos por
International Pharmaceutical Immunology, S.A. Se utilizaron
goteros con 3 ml del extracto antigénico en 50% de solucién
de glicerina mds 0,42% de fenol (concentracién = 10.000
PNU/ml). Se aplicaron los alergenos: Hormodendrum (Clados-
porium), Rizophus, Aspergillus fumigatus, Alternaria, Mucor
mucedo y ademds para decoccién de M.z, en concentracién de

31,5 mg/ml.

Figura 2. Un espécimen de Minthostachys verticillata (Griseb.) Epling
en su habitat natural. La fotografia fue tomada en febrero de 2004.
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Grafico |. Curva patrén para dosaje de IFN-y por EIA, con sueros
testigos.
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b-hexosaminidasa liberada (DO405nm)

Grafico 2. Liberacién de 3- hexosaminidasa de baséfilos de individuos alérgicos (n=38), medida en DO a 405 nm. Se observa disminucién en los
valores de DO cuando los basdfilos en presencia del alérgeno especifico fueron enfrentados a dexametasona (dexa) (0,04 mg/ml), teofilina (teo)
(0,2 mg/ml), cromoglicato disédico (crom) (0,2 mg/ml), bromuro de ipratropio + salbutamol (Iprat/salb) (0,05 mg/ml + 0,3 mg/ml) o a decoccion
de hojas o flores de A. satureioides (DH A.s o DF As) (0,10 mg/m o 75 pg/ml), decoccién de hojas o aceite esencial de M. verticillata (DH M.v o
AE M.v) (0,14 mg/ml o 0,08 mg/ml). Se realizé un blanco conteniendo RPMI-1640 solo. Ademas, células sin adicion del alérgeno (basdfilos) fueron
evaluadas como control.
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Grafico 3. Inhibicion de la liberacion de B- hexosaminidasa de baséfilos de individuos alérgicos (n=38) por dexametasona (dex), teofilina (teo)
cromoglicato disédico (cromoglicato), bromuro de ipratropio + salbutamol (iprat + salbut), o por decocciéon de hojas o flores de A. satureioides
(DH A's o DF A's) o decoccién de hojas o aceite esencial de M. verticillata (DH M.v o AE M.v).
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Grafico 4. Dosaje de IFN-y por EIA en sueros y sobrenadantes de cultivos de linfocitos provenientes de individuos alérgicos (n=20) e indivi-
duos sanos (n=10), sin estimulo (S/E) o estimulados con decoccion de hojas o aceite esencial de M. verticillata (DH M.v o AE M.v).

Las testificaciones se realizaron sobre la piel de la espalda. Se
aplic6 el método de cutirreaccién combinado con el de pun-
turreaccién: previa asepsia, se demarcaron 10 zonas con ldpiz
demogrifico. En el centro de cada zona se realizé una escarifi-
cacién con lanceta estéril Dome-Hollister-Stier Miles Espana,
SA. Sobre cada impronta se coloc6 una gota de cada alergeno.
Se utilizé una lanceta individual para cada alergeno, para efec-
tuar repetidas punciones a través de cada gota de alergeno pa-
ra facilitar el pasaje del liquido. Se cuidé que las escarificacio-
nes practicadas no provocaran sangrado. Se realizaron contro-
les positivos con solucién de fosfato de histamina 1:1000 (Eli
Lilly Co Ind USA) equivalente a una gota de solucién que
contenfa 0,1 mg de histamina/cc. Los controles negativos o
reacciones testigos se realizaron con solucién de fenol al 0,5%
en agua destilada. Se realizaron las evaluaciones de las reaccio-
nes después de 20 minutos. Se consideraron positivas las reac-
ciones con eritema mayor en 3 mm al didmetro de la roncha
producida por el control negativo, roncha y papula cualquiera
fuera su didmetro y las reacciones de eritema igual o mayor a
10 mm.

Se realizaron las evaluaciones segtin la siguiente escala:

- (negativa). Sin modificacién o igual al testigo.

+ (dudoso). Pdpula menor al doble tamano de la reaccidn tes-
tigo.

+ (positivo). Cuando el edema era el doble de la reaccién testi-
go.

++ (positiva dos cruces). Edema mayor al doble de la reaccién
testigo.

+++(positiva tres cruces). Edema similar al anterior pero de
bordes irregulares.

++++ (positiva cuatro cruces). Reaccién mds notable [64-67].

Dosaje de IgE sérica total

Se realizé la cuantificacién de IgE sérica total en sueros de pa-
cientes alérgicos a hongos ambientales, para confirmar su pa-
tologfa. Para llevar a cabo este ensayo se siguieron las instruc-
ciones del equipo comercial Human IgE ELISA Quantitation
Kit (Bethyl Laboratories Inc. Montgomery, Texas) que cuanti-
fica la concentracién de IgE por una técnica sindwich EIA

[68].

Recoleccion del material vegetal

Se utilizaron hojas verdes y flores de A.s. recolectadas en la lo-
calidad de Alpa Corral, departamento de Rio Cuarto, en mar-
zo de 2005, y hojas verdes y talluelos de M.v. recolectadas en
la localidad de Santa Rosa de Calamuchita, en febrero de
2005, provincia de Cérdoba, Argentina. El material vegetal la-
vado y seco fue conservado a -20°C, en envases de vidrio rotu-
lados, hasta su uso.

Las plantas fueron taxonémicamente identificadas por docen-
tes del drea Botdnica de la UNRC, reservando un espécimen
de cada una, en el herbario de la Institucién.

Obtencidn de las fracciones vegetales: decoccion de hojas/flores de
A.s. y decoccion de hojas de M.v.

Segtin la técnica utilizada por Mongelli E y cols. (1995), las
decocciones se obtuvieron suspendiendo 5 g de hojas/flores de
As 05 g de hojas de M.v en 100 ml de agua destilada (con-
centracién inicial 5%) en cada caso. Las mezclas se calentaron
a temperatura de ebullicién durante 20 minutos. Enfriadas,
fueron clarificadas con papel Wattman N° 2 y luego con filtro
Millipore de 0,4 pm de tamafo de poro. La concentracién fi-
nal de las decocciones fue estimada por diferencia entre el pe-
so vegetal inicial y el peso del material vegetal seco retenido en
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el papel de filtro, en funcién del volumen final obtenido. Las
decocciones se fraccionaron en frascos color caramelo, se este-
rilizaron en autoclave a 115 °C por 20 minutos y se conserva-
ron a -20 °C hasta su uso [69].

Se realizé control de esterilidad mediante siembra en medio
thioglicolato con incubacién sucesiva por 3 dias a 37 °C y 10
dfas a 28 °C. Al momento de su uso en los ensayos, las dife-
rentes diluciones de decocciones se realizaron con el medio

RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Inc, St. Louis, USA).

Obtencion de la fraccion vegetal: aceite esencial de M.v.

Para la obtencién del aceite esencial, 60 g de hojas molidas
fueron sometidas al proceso de destilacién por arrastre con va-
por de agua durante un perfodo de 3h, utilizando un aparato
tipo Clevenger modificado. Por decantacién se separé la frac-
cién oleosa de la acuosa y el agua emulsionada dentro del acei-
te fue extraida por precipitacién mediante el agregado de
Na2SO4. Las alicuotas de aceite se conservaron a -20 °C. Al
momento de su uso en los ensayos fueron disueltas en RPMI-

1640 con el agregado de dimetilsulféxido (DMSO) [70].

Identificacion y cuantificacion de componentes de aceite esencial
de M.v. por cromatografia gaseosa

Diversas metodologias pueden ser utilizadas para evaluar cua-
litativa y cuantitativamente una mezcla compleja de sustan-
cias. Para los aceites esenciales los métodos analiticos de gran
utilidad son la cromatografia gaseosa (CG) y la CG asociada a
espectrometria de masa [71,72]. La identificacién de los prin-
cipales componentes del aceite esencial de M.v, se realizé por
comparacion de los tiempos de retencién de éstos con los de
los componentes puros (drogas patrones): pulegona, mentona,
limoneno, cineol, a.-pineno y B-pineno, que fueron inyecta-
dos, al 1% en diclorometano [73].

Evaluacion de la capacidad inhibitoria de la
desgranulacion de basofilos por las drogas y fracciones
vegetales

Concentracidn de basdfilos

Para la obtencidn y el cultivo de las células baséfilas se adoptd
la metodologia descripta por Grinstein M (1986). Estas célu-
las fueron separadas de la sangre venosa periférica con dextrdn
70 al 6% y NaCl al 0,9% (Macrodex, Pharmacia-Uppsala
Suecia). La fraccién que contenfa las células fue centrifugada a
400 rpm por 10 minutos. Se descart$ el sobrenadante y el
precipitado fue resuspendido en 1ml de RPMI-1640 [74].

Evaluacion de la desgranulacion de basdfilos

Para evaluar el efecto de las drogas y las fracciones vegetales
sobre la desgranulacién de baséfilos, se realizé el ensayo de li-
beracién de la enzima B-hexosaminidasa. Se enfrentaron los
baséfilos de los pacientes alérgicos con el alergeno especifico
solo: mezcla de extractos alergénicos de Hormodendrum (Cla-
dosporium), Rizophus, Aspergillus fumigatus, Alternaria y Mucor

mucedo, en concentracién de 100 PNU/ml y con el alergeno
adicionado de:

a) Dexametasona (0,02; 0,04; 0,08 y 0,16 mg/ml) (Montpellier
S.A, Argentina).

b) Teofilina (0,05; 0,15 0,2 y 0,4 mg/ml) (Phoenix, Argentina).

¢) Cromoglicato disédico (0,05; 0,1; 0,2 y 0,4mg/ml) (Phoenix,
Argentina).

d) Ipratropio + salbutamol (0,025+0,15; 0,05+0,3; 0,1+0,6 y
0,2+1,2 mg/ml) (Altana Pharma SA).

e) Concentraciones de decoccién de hojas de A.s. (0,755 0,25;
0,10 y 0,05 mg/ml).

f) Concentraciones de decoccidn de flores de A.s. (1005 75; 50 y
25 ng/ml).

g) Concentraciones de decoccién de M.v. (0,565 0,28; 0,14 y
0,07 mg/ml).

h) Concentraciones de aceite esencial de M.v. (0,16; 0,08; 0,04 y
0,02 mg/ml).

Cincuenta pl de la suspensién de baséfilos, a una concentra-
cién de 1 x 10°, fueron colocados en cada orificio de una pla-
ca de 96 pocillos y preincubados por 15 minutos a 37°C con
el alergeno especifico solo y con el alergeno especifico adicio-
nado de cada una de las concentraciones de dexametasona o
teofilina o cromoglicato disédico o bromuro de ipratropio +
salbutamol o las diferentes concentraciones de decocciones o
aceite esencial. Después de la incubacién se agregaron 50 pl
del sustrato cromogénico para la enzima [3-hexosaminidasa (4-
nitro-phenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide) (Sigma-Aldrich,
Inc, St. Louis, USA) 1 mmol/l, disuelto en 0,1 mol/l de buffer
citrato, pH 5. El sistema se incubé a 37 °C por una hora La
reaccién fue detenida con 200 ul de buffer carbonato 0,1 M,
pH 10,5 por pocillo. El producto del clivaje (4-nitrophenol)
se interpretd por lectura espectrofotométrica a 405 nm en un
lector ELISA (Labsystems Multiskan MS) [75].

El porcentaje de inhibicién de la liberacién de B-hexosamini-
dasa fue calculado usando la siguiente ecuacion:

% de inhibicién = (A — B) x 100/A [2]

En donde A es la B-hexosaminidasa liberada por los baséfilos
en presencia del alergeno solo y B es la B-hexosaminidasa libe-
rada por los baséfilos en presencia del alérgeno més el agrega-
do de dexametosona, teofilina, cromoglicato disédico o bro-
muro de ipratropio + salbutamol o las diferentes concentra-
ciones de decocciones o aceite esencial.

Dosaje de los niveles de IFN-y en sueros
y sobrenadantes de cultivos

Obtencidn de células mononucleares a partir de sangre

venosa periférica

Las muestras de sangre venosa periférica humana de 20 de los
38 individuos alérgicos y 10 individuos sanos fueron diluidas
al 1/2 en solucidn salina balanceada de Hanks (HBSS) (Sig-
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ma, St. Louis, USA), luego se colocaron sobre Hystopaque®-
1077 (Sigma, St. Louis, USA) en una relacién 2:1 y se centri-
fugaron a 2.000 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente.
Para la obtencién de las células mononucleares, la interfase fue
recolectada y lavada 3 veces con medio RPMI-1640 [76].

Determinacion de la viabilidad celular por tincidn

de exclusion al azul de tripdn

Se analizaron las células a partir de una suspensién éptima de
1 x 10° células/ml. El azul de tripdn (Sigma, St. Louis, USA)
se preparé al 0,2 % (p/v) en agua destilada, y en el momento
de usar se mezclaron 4 partes del colorante con 1 parte de
NaCl al 4,5%. Para el ensayo de viabilidad se mezclaron par-
tes iguales de la solucién del colorante y la suspensién celular.
Se contaron las células totales y las coloreadas empleando ci-
mara hemocitométrica. El cdlculo de células viables se realizé
aplicando la siguiente férmula:

namero total de células viables
% de células viables =

x 100
nimero total de células

La lectura se realizé al microscopio éptico dentro de los 3 mi-
nutos de efectuada la tincién con azul de tripdn [76].

Ensayo de prolifemcio’n linfocitaria

Los cultivos celulares se realizaron en una placa estéril de 96
pocillos (NUNCLO® Delta Nunc Inter Med, made in Den-
mark). Se colocaron las células en una concentracién de 1x105
por pocillo en un volumen total de 200 pl. Las células fueron
cultivadas con RPMI-1640 adicionado de 25 mM de Hepes
(Gibco Laboratories, Life Technologies Inc. Grand Island,
NY, USA), 2 mM de L- glutamina (Parafarm, Industria Ar-
gentina), 5% de SFB (Gibco BDRL), 50 mM de 2-mercapto-
etanol (2-ME), 100 U/ml de penicilina (Penicillin G potas-
sium salt, Merck KgaA Darmstadt, Germany) y 100 pg/ml de
estreptomicina (Merck KgaA Darmstadt, Germany). Las célu-
las fueron estimuladas en ensayos independientes con:

a) Concentraciones de decoccién de M.v.: 2,8; 1,4; 0,7 y 0,35
mg/ml,

b) Concentraciones de aceite esencial de M.».: 1; 0,8; 0,16y 0,08
mg/ml.

Ademds, se realizaron cultivos controles con RPMI-1640, sin
el agregado de estimulantes.

Las células fueron incubadas durante 72 hs a 37 °C con 5%
de CO2 en atmdsfera himeda. Luego de la incubacién, la pla-
ca fue centrifugada y los sobrenadantes fueron colocados en

tubos eppendorf a -80°C hasta su uso [77].

Dosaje de IFN-y

Para la interpretacion de los resultados referidos a la cuantifi-
cacién de IFN-y fue necesario construir una curva de calibra-
cién segin prescripcién del laboratorio comercial.

Se calcularon las concentraciones de IFN-y en sueros y sobre-
nadantes de cultivo de linfocitos estimulados con decoccién o
aceite esencial de M.v. y sin estimulo. A tal fin se aplicé la
ecuacién de regresién lineal: Y = A + B . X, en donde A=
0,01397 + 0,00543 y B = 0,0013 + 2,41 (Griéfico 1).

Los niveles de IFN-y fueron cuantificados en los sobrenadan-
tes de cultivo de linfocitos provenientes de 20 pacientes alérgi-
cos y de 10 individuos sanos luego de la estimulacién con de-
coccién y aceite esencial en las concentraciones citadas. Estas
experiencias se realizaron por duplicado. A modo de control,
se cuantificd la citoquina en los cultivos de linfocitos sin esti-
mulo, asi como en los sueros. El ensayo se llev a cabo si-
guiendo las instrucciones del equipo comercial Human Inter-
fer6n Gamma (Hu- IFN-y) ELISA kit (PBL Biomedical La-
boratories, USA) que cuantifica IFN-y humano utilizando un
inmunoensayo sindwich [78].

Analisis estadisticos

Los valores obtenidos en cada uno de los ensayos fueron ex-
presados como promedios y desviacidn estdndar. Los pardme-
tros fueron comparados utilizando el programa GraphPad
Prism version 3.0 (Inc. San Diego, USA, 1998) y evaluados
utilizando la prueba paramétrica de la t-Student para muestras
apareadas. Se consider$ una diferencia estadisticamente signi-
ficativa la que alcanzé un valor de p < 0,05.

Resultados y discusion

Caracterizacion de los pacientes alérgicos

Se observé en 24 de los 38 pacientes que la patologfa mds im-
portante era el asma y en 14 la rinitis. De acuerdo con las eda-
des, los niveles de IgE séricos estuvieron elevados en 34 pa-
cientes. Todos los pacientes alérgicos estudiados presentaron
pruebas cutdneas positivas para: Hormodendrum (Cladospo-
rium), Rizophus, Aspergillus fumigatus, Alternaria ylo Mucor
mucedo. Todos los casos resultaron negativos a la reactividad
cutdnea frente a M.o. La caracterizacién de estos pacientes se
muestra en la Tabla 1.

Obtencién de las fracciones vegetales

Decoccidn de hojas/flores de A.s.

Las decocciones de hojas/flores preparadas segiin Mongelli E
et. al. (1995) alcanzaron concentraciones de 11 mg/ml y 6,2
mg/ml, respectivamente. Polydoro M y cols. (2004) obtuvie-
ron una decoccién de A.s. de hojas y flores de 7,5 mg/ml

[69,79].

Decoccidn de hojas de M.v.

La fraccién decoccién de M.v. preparada segiin Mongelli E et.
al. (1995) alcanzé una concentracién de 31,5 mg/ml, lo que
coincide con los datos obtenidos por Escobar F et. al (2004),
los cuales trabajaron con M.v. recolectada en la misma época

[69,80].
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Tabla |: Caracterizacion de los individuos alérgicos: edad, sintomas en orden de importancia, valores de IgE sérica total y reactividad cutanea
(cutirreaccién + prick).

Pruebas cutaneas con alergenos fungicos

Paciente Edad (afios) Sintomas IgE Ul/ml M.v. Alternaria Aspergillus Hormodendrum ~ Rhizopus Mucor

1 1 As Ri 89 _ + + + + _
2 1 As Ri 139 _ + _ _ _ _
3 1 As Ri 41 _ + + + + +
4 2 As Ri Ecc Pr 180 _ + + + + +
5 2 As Ri 512 _ ++ ++ + + +
6 2 As 43 _ + + + + ++
7 2 As Ri Ecc 122 _ + + + + +
8 3 As Ri 68 _ + + + + B
9 3 Ri Ecc As 280 _ + + + _ _
10 4 As Ri 790 _ it ++ ++ ++ _
11 4 As Ecc Ri 355 _ + + ++ + +
12 5 As Ri Sin Pr 1133 _ ++ +H +Ht e +
13 6 As Ri 1560 _ + + + + +
14 6 Ri, As 1236 _ ++ + _ _ _
15 7 Ri Si As 365 _ + + + + _
16 7 As Ri 760 _ ++ ++ + + _
17 9 As 292 _ + + + + +
18 9 AsRi 1000 _ + + + + +
19 10 Ri Si As 193 _ ++ _ _ _ _
20 11 Ri As 1131 _ ++ ++ + ++ +
21 11 As Ri 786 _ + ++ . ++ i+
22 12 Ri Ot As 220 _ + + + + _
23 13 Ri Si As 420 _ ++ ++ _ + _
24 14 As Ri 325 _ + _ _ _ _
25 14 Ri Si As 542 _ + _ + + _
26 20 Ri Si As 122 _ + + + + +
27 20 Ri As 360 _ HE ++ ++ ++ +
28 22 Ri Ecc As 190 _ + + + + _
29 27 Ri Si As 269 _ + + + _ _
30 27 As 208 _ ++ + + + +
31 28 Ri Ot As 220 _ + + + + _
32 28 As Ri Ecc Pr 180 _ + + + + +
33 28 As Ri 512 _ ++ ++ + + +
34 29 As 43 _ + + + + ++
35 29 As Ri Ecc 122 _ + + + + +
36 29 As Ri Ecc 122 _ + + + + +
37 30 As Ri 68 _ + + + + _
38 30 Ri Ecc As 280 + + +

As: Asma, Ri: Rinitis, Ecc: Eccema, Pr: Prurigo, Si: Sinusitis, Ot: Otitis. M.v: decoccién de Minthostachys verticillata.
(-): Negativa. Sin modificacién o igual al testigo. (+): Positiva. Cuando el edema es el doble de la reaccién testigo. (++): Positiva dos cruces. Edema mayor al do-
ble de la reaccién testigo. (+++): Positiva tres cruces. Edema similar al (++) pero de bordes irregulares. (++++): Positiva cuatro cruces. Reaccién més notable.
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Aceite esencial de M.v.

Se obtuvo una fraccidn rica en aceite esencial utilizando la téc-
nica de destilacién por arrastre con vapor de agua segiin
Adams R. P (1995). La muestra oleosa presenté un color
amarillo palido, olor aromdtico tipico y su densidad fue deter-
minada en 0,82 g/ml. Su produccién se logré a partir de una
masa de 60 g de material vegetal que produjo un volumen cri-
tico de aceite de 3,7 ml. En funcién de estos valores el anilisis
de rendimiento final fue de 6,16%. De Feo V' y cols. (1998),
trabajando con la misma especie vegetal, obtuvieron por la
misma técnica aceite esencial con un rendimiento de 4,9%,
valor relativamente menor al logrado en esta investigacion
[54,70].

El rendimiento alcanzado en nuestro estudio se considerd
apropiado para compuestos de naturaleza terpenoide [81].

Identificacion y cuantificacién de componentes de aceite esencial
de M.v. por cromatografia gaseosa

Entre los componentes mayoritarios encontrados en el aceite
esencial de M.v. se destacd la presencia de pulegona y mento-
na. Un 81,2% del total de los componentes fueron identifica-
dos y pulegona y mentona resultaron los mayoritarios, con va-
lores de 62,97 y 16,40% respectivamente. Otros componentes
en menor cantidad fueron también identificados: a-pineno
(0,16%), B-pineno (0,27%), limoneno (1,87%) y 1,8-cineol
(0,05%) (Tabla 2).

Gonzélez Pereyra M.L., et. al, (2005) realizaron, por la misma
técnica, un andlisis del aceite esencial de M.v. recolectada en
Santa Rosa de Calamuchita en Febrero de 2004. Ese estudio
revel6 la presencia de pulegona (63,68%), mentona
(19,19%), a.-pineno (0,58%), b-pineno (1,06%) y limoneno
(2,98%) [82].

Estos mismos componentes mayoritarios y la relacién porcen-
tual entre ellos fueron informados también por De Feo V' y
cols. (1998) en estudios realizados a partir de la misma especie

vegetal [54].

Inhibicion de la liberacion de la enzima
B-hexosaminidasa

Los baséfilos enfrentados con el alergeno especifico liberaron
un alto porcentaje de la enzima -hexosaminidasa confirman-
do la condicién alérgica de estos pacientes especifica para el
alérgeno utilizado, ya que la enzima B-hexosaminidasa es un
mediador quimico preformado que se libera de mastocitos y
baséfilos en el proceso de desgranulacién (5) (Gréfico 2).
Todas las drogas y las fracciones vegetales ensayadas disminu-
yeron la liberacién de la enzima in vitro cuando se comparé
con la liberacién de la enzima de los baséfilos + alergeno (p <
0,05). El ndmero de muestras de pacientes que respondieron
al tratamiento fue variable (Tabla 3). Las concentraciones que
presentaron mayor poder inhibitorio sobre la liberacién de la
enzima fueron: dexametasona (0,04 mg/ml), teofilina (0,2
mg/ml), cromoglicato disédico (0,2 mg/ml), ipratropio + sal-
butamol (0,05 + 0,3 mg/ml), decoccién de hojas de A.s. (0,10
mg/ml), decoccién de flores de A.s. (75 mg/ml), decoccién de

Tabla 2. Porcentajes de los principales componentes presentes en
el AE de M. verticillata.

Compuesto ldentificado Porcentaje
o.-pineno 0,16
-pineno 0,27
limoneno 1,87

cineol 0,05
pulegona 62,97
mentona 16,4

Total 81,72

Tabla 3. Numeros absolutos e indices de muestras de pacientes,
desafiadas con el alergeno, que respondieron in vitro a los efectos de
cada droga o derivado vegetal ensayados, inhibiendo la liberacion de
B-hexosaminidasa.

indices (%) de mues-
tras que respondieron
al tratamiento

Droga o
derivado vegetal

N° de muestras que
respondieron al trata-
miento sobre el total

Dexametasona 18 de 38 47
Teofilina 20 de 38 53
C"C’l‘i’;‘;’il;m 18 de 38 47
ol o »
DH Ass 28 de 38 73

DF A.s 29 de 38 78

DH M.v 23 de 38 60

AE M.v 21 de 38 55

M.v. (0,14 mg/ml), aceite esencial de M.v. (0,08 mg/ml).

El efecto de la decoccién de hojas de A.s fue similar al de de-
xametasona, mientras que el del aceite esencial de M.v fue si-
milar al logrado por teofilina (p = ns). La decoccién de flores
de A.s. y decoccién de hojas de M.v mostraron efecto similar
al de cromoglicato (p = ns). De todas las drogas ensayadas in
vitro, la mds efectiva result$ la combinacién de bromuro de
ipratropio + salbutamol, con una diferencia altamente signifi-
cativa, respecto de los baséfilos + alergeno (p < 0,0001) (Gra-
fico 2).

Fue mayor el nimero de muestras individuales que respondie-
ron al tratamiento frente a bromuro de ipratropio, seguido de
decoccién de flores de A.s y decoccién de hojas de A.s. Las de-
cocciones vegetales probadas resultaron efectivas sobre mayor
ndmero de muestras que dexametasona, teofilina y cromogli-
cato disédico (Tabla 3).

Las drogas investigadas inhibieron la liberacién de la enzima
en la mayoria de los casos. Los resultados fueron los espera-
dos, ya que son drogas utilizadas frecuentemente con éptimos
resultados en algunos pacientes (23-25,83-86). Fueron consi-
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derados los indices de inhibicién de la liberacién de la enzima,
alcanzados por cada droga o derivado vegetal. Dexametasona
resulté la menos efectiva para inhibir la liberacién de $-hexo-
saminidasa (26%) comparada con las otras ensayadas. Teofili-
na le siguié en efectividad (35%). Cromoglicato disédico
(47%) y bromuro de ipratropio + salbutamol (54%) alcanza-
ron los mayores niveles de inhibicién de la liberacién de la en-
zima. De los derivados vegetales ensayados, resultaron de ma-
yor efectividad la decoccién de flores de A.5. (46%) y la decoc-
cién de hojas de M.v. (44%) y las menos efectivas fueron de-
coccién de hojas de A.s. (33%) y aceite esencial de M.v. (38%)
(Grifico 3).

Estos hallazgos sobre los efectos inhibidores de la desgranula-
cién de estas fracciones vegetales confirman la utilizacién de
estas hierbas en medicina popular para el tratamiento de las
crisis de asma [46,47,54].

Los resultados obtenidos en este estudio concuerdan con nu-
merosas bibliografias, donde se demuestra que extractos y sus-
tancias terpenoides derivadas de vegetales inhiben la libera-
cién de B-hexosaminidasa con efectos comparables a varios
antialérgicos. Morikawa T y cols. (2002) estudiaron el efecto
inhibitorio iz vitro de dos constituyentes aislados de Acer ni-
koense, una hierba japonesa, sobre la liberacién de B-hexosa-
minidasa en la linea celular RBL-2H3. Ambos constituyentes
mostraron una capacidad inhibitoria mayor que fumarato de
ketotifeno. El mismo grupo de investigacién aislé dos nuevos
sesquiterpenos del rizoma de Hedychium coronarium, los cua-
les mostraron una potente actividad inhibitoria de la libera-
cién de B-hexosaminidasa in vitro, comparable con fumarato
de ketotifeno [3,87].

Pratibha N y cols. (2004) demostraron que una combinacién
de extractos de siete plantas medicinales (Phyllantus emblica,
Piper nigrum 'y Piper longum, entre otras) inhibié en un 65%
la desgranulacién de mastocitos de ratones, mientras que
prednisolona inhibié sélo el 44,7% [88].

Tao ] y cols. (2003) demostraron el efecto inhibitorio de la li-
beracién de la enzima -hexosaminidasa de varios compuestos
tales como: dialheptanoides, diterpenos y flavonoides. Tam-
bién evaluaron el mismo efecto, de una antraquinona aislada
de Rubia yunnanensis y demostraron que su actividad fue ma-
yor que cromoglicato disédico y fumarato de ketotifeno [89].
Weng JR y cols. (2004) encontraron que dos terpenos aislados
de las semillas de Garcinia subelliptica tuvieron efecto inhibito-
rio in vitro de la liberacién de B-glucuronidasa e histamina de
mastocitos de rata, producida por el compuesto 48/80 [90].
Na HJ y cols. (2002) evaluaron la capacidad inhibitoria in vi-
tro de una preparacion de hierbas orientales, sobre la libera-
cién de B-hexosaminidasa en células de rata, obteniendo un
13,7% de inhibicién, al cual no consideraron significativo [2].
Los resultados obtenidos en este ensayo valorizan el potencial
etnomedicinal de las especies: A.s. y M.v. ya que se demostrd
que las fracciones derivadas de estos vegetales tienen la capaci-
dad de inhibir el proceso de desgranulacién de baséfilos hu-
manos 7 vitro, disminuyendo la liberacién de la enzima [3-he-
xosaminidasa en porcentajes significativos. El efecto inhibito-

rio que demostraron las fracciones vegetales fue comparable al
producido por las drogas ensayadas de mayor efectividad in
vitro.

Por otra parte se realizé el ensayo de liberacién de -hexosa-
minidasa enfrentando a los baséfilos con cada uno de los deri-
vados vegetales, sin la adicién del alergeno. En ningtin caso se
observo liberacidn de B-hexosaminidasa, lo que se correlacio-
né con los resultados de las pruebas cutdneas demostrando
que estas fracciones vegetales no fueron alergénicas.

Existe bibliografia referente a estudios realizados con diferen-
tes hierbas para evaluar su potencial antialérgico in vivo.
Remberg P y cols. (2004) desarrollaron un spray nasal que
contenfa una mezcla de aceite esencial y flavonoles de Arzemi-
sia abrotanum L., para uso terapéutico en pacientes con rinitis
alérgica y otros desérdenes de la vias aéreas altas. Luego de la
administracién del spray nasal los pacientes experimentaron
una significativa disminucién de los sintomas nasales compa-
rable con varios anti-histaminicos utilizados previamente por
los pacientes [91].

Una preparacién poliherbaria fue estudiada en India por sus
efectos antiasmdticos en varios modelos experimentales, utili-
zando ratas y cerdos guinea. Se observé que la preparacion fue
capaz inhibir significativamente la desgranulacién de mastoci-
tos peritoneales, inducida por el compuesto 48/80 y por albu-
mina de huevo. La inhibicién fue comparable con cromoglica-
to disédico, ketotifeno y prednisolona [92].

Como las decocciones de hojas/flores de A.s. y decoccién de
hojas y aceite esencial de M.v., demostraron un efecto inhibi-
dor in vitro de la desgranulacién de baséfilos, disminuyendo
la liberacién de B-hexosaminidasa con un potencial similar al
de las drogas comerciales ensayadas, estarfa justificada su apli-
cacién fitomedicinal, previos ensayos de citotoxicidad y estu-
dios en modelos experimentales in vivo.

Dosaje de IFN-y

En sueros de pacientes alérgicos como de controles, los niveles
de IFN-y fueron bajos, sin diferencias estadisticas entre ambos
grupos (Grifico 4). Los datos son consistentes pues se ha de-
mostrado, excepto durante una infeccién viral activa o por
bacterias intracelulares, que en sueros, es muy dificil encontrar
niveles significativos de IFN-y [93,94].

En los cultivos de células sin estimulo se cuantificaron niveles
elevados de IFN-y en ambos grupos. Hubo diferencias entre
los niveles de IFN-y encontrados en estos cultivos y los niveles
de la citoquina en sueros: en alérgicos (p < 0,05) y en contro-
les (p < 0,001) (Gréfico 4). Estos resultados eran esperados,
pues en alérgicos la sintesis y liberacién de IL-4 de mastocitos,
baséfilos y LTh2, inhibié la produccién de IFN-y [1].

De las concentraciones de M.v. ensayadas, 0,7 mg/ml de de-
coccién y 0,16 mg/ml de aceite esencial mostraron incremen-
to en la produccién de IFN-y con diferencia significativa res-
pecto de los cultivos sin estimulo (p < 0,05). En los sobrena-
dantes de cultivos de células de los controles, estimuladas con
la decoccidn, los niveles de IFN-y no se modificaron respecto
de los cultivos sin estimulo (p = ns) (Gréfico 4).

69



A.M.Maldonado y cols.

=

AAIC

Los resultados obtenidos en este ensayo coinciden con Nakada
T y cols. (2002), Ko E y cols. (2004) y Takayuki N y cols.
(2004), quienes investigaron la capacidad de otras hierbas me-
dicinales para favorecer la desviacién Th1 aumentando la pro-
duccién de IFN-y [8,95,96].

Estos hallazgos sugieren que decoccién o aceite esencial de
M.v. podrian tener aplicacién in vivo para potenciar la sintesis
y liberacién de IFN-y e incrementarfan los efectos reguladores
fisiolégicos asociados a IFN-y tales como: disminucién del
cuadro alérgico, incremento de la capacidad antiviral e incre-
mento de la actividad citotdxica del sistema inmune.

Conclusiones

Las decocciones de A.s. asi como decoccidn y aceite esencial
de M.v. demostraron un efecto inhibidor iz vitro de la desgra-
nulacién de baséfilos producida por el alergeno especifico,
disminuyendo la liberacién de B-hexosaminidasa. Estos resul-
tados confirmarfan cientificamente sus propiedades antialérgi-
cas y explican su utilizacién en medicina folkldrica para las
crisis de asma. Los productos ensayados derivados de A.s. asi
como de M.v. podrian tener aplicacién fitomedicinal.

Los derivados vegetales inhibieron la liberacién de la enzima
B-hexosaminidasa iz vitro, por lo que se justificaria iniciar in-
vestigaciones de los efectos de estas fracciones vegetales en es-
tudios in vive para comprobar si disminuyen los sintomas
alérgicos.

Las decocciones del vegetal manifestaron un potencial antia-
lérgico similar al de las drogas comerciales ensayadas: teofilina
y cromoglicato disédico. Ademds se demuestra que bromuro
de ipratropio + salbutamol es de las drogas probadas la mds
efectiva para inhibir la liberacién de la enzima -hexosamini-
dasa, consecuencia de la desgranulacién de baséfilos produci-
da por el estimulo alergénico. Bromuro de ipratropio + salbu-
tamol alcanzé los mayores indices de respuesta en los pacien-
tes, seguida por las decocciones de flores y de hojas de A.s. Los
hallazgos estimulan el emprendimiento de futuros estudios iz
vivo para utilizar los derivados vegetales como alternativa tera-
péutica en este tipo de patologfas.

Los resultados corroboran la eficacia diagnéstica de la prueba
de liberacién de la enzima f3-hexosaminidasa para identificar
el alergeno especifico involucrado en la patologfa alérgica. Es-
ta técnica accesible, de fécil realizacién, podria reemplazar o
complementar las practicas diagndsticas habituales. La técnica
permite evaluar la respuesta de los baséfilos de cada paciente
frente al tratamiento instituido. Permite la seleccién del medi-
camento que serd mds ttil en cada paciente. Se observaron fal-
ta de respuesta o pobres efectos de cada droga sobre los basofi-
los de ciertos pacientes.

Las fracciones vegetales derivadas de M.2., probadas en este es-
tudio fueron capaces estimular la proliferaciéon de la poblacién
de linfocitos Th1, que se tradujo en un incremento de la se-
crecién de IFN-y. Una terapia que utilice derivados vegetales
no téxicos y capaces de estimular la sintesis de IFN-y serfa fa-

vorable para el tratamiento de las enfermedades alérgicas. De-
coccibén de hojas y aceite esencial de M.». de conocida activi-
dad mitogénica mostraron efectos inmunomoduladores al es-
timular la subpoblacién de LTh1 productores de IFN-y. La
decoccidén de hojas de M.v. resulté mds efectiva sobre linfoci-
tos de pacientes alérgicos que de controles para inducir la sin-
tesis de IFN-y. Los LTh1 de pacientes alérgicos resultaron mds
sensibles que las células de controles frente a la decoccién de
hojas de M.v. para la produccién de IFN-y.

El estudio de las propiedades bioldgicas de A.s. y M.v. en rela-
cién con el campo de la Inmunologfa contribuye al enriqueci-
miento del conocimiento etnobotdnico de la flora de la pro-
vincia de Cérdoba, y tiene un impacto adicional fuertemente
positivo ya que estimula la preservacidn de esta especie vege-
tal. Los hallazgos podrian permitir contar con productos con
efecto antialérgico, como alternativa terapéutica para aquellos
pacientes que no responden a las terapias convencionales.
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