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2. RESUMEN




La medicina tradicional en México ha sido un factor de identidad cultural y un recurso
curativo de amplio reconocimiento social, teniendo un gran impacto desde tiempos
prehispanicos en los mexicanos. Las plantas medicinales constituyen un recurso de
atencioén a la salud, asi como también apuestan al desarrollo cientifico interactuando
con modelos terapéuticos, con el fin de establecer nuevos farmacos que se acoplen
a las nuevas estrategias de salud. Las plantas del género Argemone conocidos
como “Chicalotes”, son utilizadas para tratar diversas afecciones como infecciones,
irritacion en la piel, tos, bronquitis etc. La importancia de especies de este género
en la medicina tradicional mexicanay la evidencia de sus propiedades biolégicas en
investigaciones sobre sus propiedades antiasmaticas, muestran la relevancia de
realizar estudios fitoquimicos y analizar las actividades biologicas, asi como sus
mecanismos de accion. Con esto en mente, en este proyecto se determiné el efecto
relajante del extracto diclorometanico de Argemone mexicana sobre la musculatura
lisa de las vias aéreas, asi como su mecanismo de accion funcional. La actividad
farmacoldgica del extracto mostré mayor actividad farmacoldgica, con Emax del 102
+1.86 %Yy CEsode 89.98 + 1.81 ug/ml. Se hicieron evaluaciones farmacodindmicas
para establecer el mecanismo de accién funcional en un modelo ex vivo, utilizando
agonistas e inhibidores enziméaticos involucrados en las vias de sefalizacion, en los
procesos de contraccion de la musculatura lisa de las vias aéreas. Se descart6 la
participacion de las fosfodiesterasas, asi como la participacion de la via NO/GMPc.
Asimismo, se demostré que el extracto produjo el efecto relajante por diferentes
mecanismos: incluyendo antagonismo no competitivo sobre los receptores
muscarinicos y aumento de segundo mensajero AMPc. Finalmente, la evaluacion
del extracto sobre las vias involucradas en el flujo de calcio, indicé el posible
blogueo de canales del i6n en su efecto relajante. Probablemente existan

componentes del extracto que influyen en la hiperpolarizacion de la membrana.

pag. 12



3. INTRODUCCION

N

acultad
de Farmacia

México cuenta con una gran biodiversidad, siendo las plantas medicinales el

recurso mas abundante, accesible y conocido. La medicina tradicional en México ha
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sido factor de identidad cultural y recurso curativo de amplio reconocimiento social,
teniendo gran impacto desde tiempos prehispanicos en los mexicanos. Las plantas
medicinales constituyen un recurso de atencion a la salud, asi como también
apuestan al desarrollo cientifico en la interaccidbn con modelos terapéuticos, con el
fin de establecer nuevas moléculas como potenciales farmacos para las estrategias
terapéuticas de salud. Sin embargo, debido al limitado conocimiento cientifico en
los recursos etnomédicos en el uso de las plantas medicinales, muchos de los
productos naturales que aun no han sido explorados, con frecuencia son

subestimados o ignorados en los servicios de salud.

Por otro lado, en la medicina tradicional mexicana se ha evidenciado que las
plantas del género Argemone conocidos como “Chicalotes”, son utilizadas para
tratar diversas afecciones como irritacion, infecciones, gingivitis, bronquitis, tos,
diabetes, purgante etc. (Monroy-Ortiz & Castillo Espafia, 2007) (Hernandez-
Martinez. et al. 2020), como es el caso de Argemone mexicana, “chicalote
amarillo”, originaria de México que ha sido estudiada y documentada en la literatura
cientifica, con diversas propiedades farmacologicas tales como antidiabética,
anticancerigena, antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatoria, analgésica,
antipirética, hepatoprotectora, antialérgica, antihelmintica y afecciones cutaneas
(Nancy & Praveena, 2017); asi como propiedades antiasmaticas y para tratar de
enfermedades respiratorias (Haiat & Bucay, 2009).

El asma es una de las principales enfermedades respiratorias no
transmisibles. Es definida como enfermedad crénica caracterizada por provocar
inflamacion y estrechamiento de las vias aéreas inferiores, que conducen el aire a
los pulmones (OMS, 2020). Segun las estimaciones mas recientes de la
Organizacion Mundial de la Salud, en 2019 hubo 461,000 muertes por asma en todo
el mundo y afect6 a 262 millones de personas (OMS, 2020). En este contexto, es
de gran interés las especies del género Argemone en la medicina tradicional
mexicana y la evidencia de sus propiedades antiasmaticas en investigaciones
actuales. Por otra parte, es importante realizar estudios fitoquimicos y analizar las
actividades bioldgicas de los metabolitos. Por lo anterior, en este proyecto se

propuso solo evaluar la planta Argemone mexicana, para la busqueda de nuevas
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moléculas como potenciales farmacos antiasmaticos, y también la busqueda del
mecanismo de accion de las moléculas presentes en el extracto diclorometéanico,
debido a que nuestro grupo de investigacion ha trabajado y evidenciado la deteccion

de la actividad bioldgica relajante en traquea aislada de rata.
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4. ANTECEDENTES
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4.1. Sistema respiratorio
Es el sistema organico encargado de mantener el intercambio de gases con

el medio ambiente y, por lo tanto, cumple dos objetivos fundamentales: por un lado,
obtener el oxigeno del aire atmosférico que nuestros tejidos utilizan para las
reacciones metabdlicas; por otro, eliminar el diéxido de carbono que se genera
como residuo metabdlico y cuya acumulacion resulta téxica (Parramon Paidotribo,
, 2013).

El sistema respiratorio se divide en dos zonas respiratorias, la primera es
donde ocurre el intercambio de gases entre el aire y la sangre, el segundo es una
zona de conduccién. El intercambio de gases entre el aire y la sangre ocurre a través
de las paredes de los alvéolos respiratorios, que permiten indices rapidos de
difusion de gas (Suart Ira Fox, 2017). El sistema respiratorio comprende las vias
aéreas, el tejido pulmonar alveolar, el intersticial y las venas, arterias, vasos
linfaticos y nervios que intervienen en el funcionamiento del sistema (Beltran
,2017).

4.1.1. Vias aéreas
Las vias aéreas se suelen dividir en dos grandes secciones: vias aéreas altas

y vias aéreas bajas. Las vias respiratorias altas o superiores se encargan de filtrar
particulas grandes, como el polvo y gérmenes que flotan en el aire que respiramos,
ademas de calentar y humedecer el aire; comprenden desde la nariz hasta la
laringe, incluidos los senos paranasales. Por otro lado, las vias respiratorias bajas
o inferiores incluyen: la trAdquea, los bronquios, bronquiolos y alvéolos, figura 1
(Beltran, 2017).

4.1.2. Anatomiay Fisiologia de la Traquea
La traquea, es un conducto fibrocartilaginoso elastico, oblicuo hacia abajo y

hacia atras, reforzado por una serie de cartilagos llamados “anillos” (15-20 anillos
cartilaginosos) ya que no son un circulo completo, como se observa la figura 2, en
reposo mide 11 cm de largo por 2.5 cm de didmetro. Esta situada por delante del
esofago y en su segmento cervical, esta en contacto con el istmo tiroideo y la fascia

cervical (Person, 2002).
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La traguea posee una estructura que guarda relacion estrecha con sus funciones.
Al ser cilindrica, permite el paso del aire durante todo el ciclo respiratorio, asi como
la hematosis y la fonacion; lo cual constituye la funcion aérea de la traquea, que se
encuentra bajo el control del sistema nervioso parasimpatico. Posee la funcion de
drenaje relacionada con su aparato mucociliar, que permite la eliminacion de las
particulas inhaladas hacia la faringe. Por ultimo, el tejido linfoide asociado a
bronquios (BALT), formado por acumulos linfoides parietales, otorga a la traquea
una funcién inmunitaria celular y humoral especifica (Prades & Chardon, 2000).
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Figura 1. Anatomia de la trAquea. 1. Laringe; 2. Traquea; 3. Anillos cartilaginosos; 4. Bronquios; 5.
Ramificaciones; 6. Via aérea; 7. Revestimiento de la traquea; 8. Cartilago 9. Capas musculares

(Curiosoando, actualizado 2019)
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Figura 2. Seccién transversal de la trdquea en la que se aprecia un anillo cartilaginoso no
completo, ya que la pared posterior de la traguea esta sobrepuesta directamente sobre el eséfago

otorgandole soporte (Beltran Saez ,2017).

4.1.3. Mecanismo de contraccion y relajacion de las vias
aéereas.

4.1.3.1. Accion de las proteinas Actina/Miosina
En todas las células musculares la contraccion depende del aumento en

concentracion de Ca?* en el citoplasma, provenientes del reticulo sarcoplasmico o
del medio extracelular via canales de calcio. El Ca?* se une a la calmodulina (CaM)
formando un complejo Ca?*+CaM. Este complejo activa a la cinasa de la cadena
ligera de miosina (MLCK), la cual fosforila a la cadena ligera de miosina (MLC). La
cabeza de miosina fosforilada interactia con la actina y desplaza al filamento
delgado generando, asi, la contraccion. Posteriormente el Ca?* es retirado del
citoplasma, aunado a esto la proteina fosfatasa de la cadena ligera de miosina
(MLCP) desfosforila a la cadena ligera de miosina (MLC), llevando al musculo liso

a su estado de relajacion. Figura 3 (Renna & Miatello, 2013).

4.1.3.2. Mecanismo de las vias aéreas: Contraccion
La contraccion del musculo liso puede iniciar por diferentes mecanismos,
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incluyendo estimulos eléctricos, quimicos, hormonales y mecanicos. Un mecanismo
importante que controla la contraccion de estas células involucra a las hormonas
circulantes y los neurotransmisores, que actdan a través de receptores acoplados a
proteinas G (Kuo & Ehrlich, 2015), como es el caso del agonista acetilcolina (ACh)
con su receptor de membrana celular muscarinico M3, esta interaccion induce un
cambio en la conformacion del receptor y promueve la asociacion y activacion de la
proteina Gq que asocia el GTP y libera GDP en la subunidad Ga, en consecuencia
la subunidad Ga-ATP activa la Fosfolipasa C (PLC) quien hidroliza al fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato (PIP2) en dos mensajeros intracelulares: el 1,2-diacilglicerol (DAG) y
el inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). El DAG se une a la membrana y promueve la
activacion de la proteina cinasa C (PKC). La PKC estimula la fosfolipasa A2 (PLA2)
que hidroliza fosfolipidos de membrana que contienen acido araquidonico (AA) e
inducen la formacion de mediadores de la inflamacion por la ciclooxigenasa a partir
del acido araquidonico (AA), actia en la fosforilacion de la calponina cuya funcién
es fosforilar a la fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP) en la unidad
catalitica inhibiendo su efecto fosfatasa y promoviendo la contraccion. (Befialdo
et al., 2017). Por otro lado, el IP3 se une y abre a los Receptores-canal de IP3
(IP3R), provocando la liberacion de Ca?* del través de canales de calcio
dependientes del voltaje tipo L y T que se encuentran en el reticulo endoplasmico
(Avila, 2017) (Bergantifios et al., 2001).

Otra via de aumento de Ca?* son los canales de calcio sensibles a voltaje,
tipo L y T localizados en la membrana plasmatica. La apertura de estos canales
dependera de cambios en el potencial de membrana. Especificamente, cualquier
estimulo que genere una despolarizacion (cambios en el potencial de membrana),
provoca la apertura de estos canales, facilitando asi la entrada de Ca?* del espacio

extracelular al intracelular (Befialdo et al., 2017).

4.1.3.3. Mecanismo de las vias aéreas: Relajacién
Los principales mecanismos que promueven la relajacién de la musculatura

lisa, involucran a los segundos mensajeros. Al ocuparse el receptor 2-adrenérgico
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acoplado a proteina G, que es activado por la noradrenalina, se activa la enzima
adenilato ciclasa (AC). La activacion de AC, cataliza la formacion de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) a partir de adenosina trifosfato (ATP). EI AMPc es un
segundo mensajero que activa la proteina cinasa A (PKA). La PKA cumple varias
funciones; reduce la movilizacioén de calcio hacia el citosol, fosforila a PLC, MLCK,
inhibe la afinidad de calmodulina por el calcio y activa los canales potasio,
dependientes de calcio que promueven la repolarizacién de la membranay con ello,

la relajacion (Avila, 2017).
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Figura 3. llustracion del proceso de interaccion de las cadenas Actina/Miosinay MCLK/MLCP del
musculo liso de las vias aéreas. 1)Iniciacion del estimulo. 2)El estimulo desencadena la entrada de
calcio, se une a la CaM formado un complejo. 3)El complejo activa a la MCLK 4)La MCLK fosforila
a la MLC. 5)La miosina fosforilada interactta con la actina, generando asi la contraccién. 6)El
calcio es retirado y la MLCP desfosforila a la MLC llevando al musculo a la relajacion.

4.2. Asma
Se considera enfermad respiratoria a cualquier condicion que afecte el

sistema respiratorio, principalmente a los pulmones, condicionan una de las

primeras causas de atencibn médica en el mundo, siendo el asma una de las
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principales. Algunas de las enfermedades respiratorias con mas casos actualmente

se encuentran en la siguiente lista..

e Asma

e Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC)
e Tuberculosis

e Céancer pulmonar

¢ Infecciones Respiratorias Agudas (IRA)

e Neumonia

e Cancer de laringe

La palabra asma, deriva del griego “aazein” cuyo significado es “exhalar con
la boca abierta o jadear”. Este cuadro clinico fue identificado en antiguos escritos
egipcios y hebreos. Sin embargo, la primera descripcion clinica reconocida de un
ataque de asma fue hecha por Aretaeus de Capadocia en el siglo Il d.C. describié
al asma como una enfermedad, poniendo énfasis en las sibilancias, (sonido silbante
y chillén durante la respiracion), tos seca e improductiva y la imposibilidad de dormir
acostado (Murtagh, 2009). Posteriormente, Paulus Aegimetri (siglo VII d.C.),
médico bizantino de Alejandria, supuso que “el humor espeso y viscoso” era el
responsable de obstruir el pasaje de aire dentro de los pulmones. Hasta este punto
estaban cerca de los conceptos actuales sobre el asma (Murtagh, 2009). El asma
es una de las principales enfermedades no transmisibles; es definida una
enfermedad crénica, caracterizada en provocar inflamacion y estrechamiento de las
vias inferiores que conducen el aire a los pulmones (OMS, 2020). Se ha evidenciado
gue la inflamacién cronica de las vias aéreas inferiores es mas comun en personas
que también tienen trastornos inflamatorios de las vias aéreas superiores (Mins,
2015). Se caracteriza por provocar ataques recurrentes de disnea y sibilancias,
durante los ataques de asma el revestimiento de los bronquios se hincha, con lo
gue disminuye su diametro interno y se reduce el flujo de aire que entra y sale de
los pulmones. Su gravedad es variable segun el paciente y de la adherencia al

tratamiento que se tenga. Como se observa en la Figura 4A, el revestimiento del
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paso del aire se mantiene abierto en pacientes controlados con tratamientos
antiasmaticos. Sin embargo, en la Figura 4B, cuando el paciente no esta controlado
el revestimiento se hincha e impide el paso del aire. La sintomatologia puede
manifestarse varias veces al dia 0 a la semana, y en algunos casos empeoran
durante la actividad fisica o por la noche (OMS, 2020).

Figura 4. A) llustracion de vias aéreas superiores de un paciente asmatico, controlado con
farmacoterapia. B) ilustracion de las vias aéreas superiores de un paciente asmatico no
controlado. Guia para paciente de GINA, 2021.

4.2.1. Fisiopatologia del Asma

El asma es un proceso inflamatorio crénico que condiciona la resistencia al
flujo aéreo de las vias respiratorias. Intervienen varios tipos de células inflamatorias
y mdultiples mediadores que producen los mecanismos fisiopatoldgicos
caracteristicos de inflamacion, obstruccion reversible, hiperrespuesta
bronquial y remodelado de la via aérea. figura 5 (Garcia et al., 2016).

pag. 23



Inflamacion y
remodelacion

(,...
Obstruccion de la f’:'*

via aérea — @
e/

'\\/ Sintomas clinicos ,\_/

Hiperrreactividad
Bronquial

Figura 5. Interacciones de la Fisiopatologia del Asma. NAEPP 2007.

4.2.1.1. Inicio de la Cascada Inmunologica: Sensibilizacion.
Desde el punto de vista quimico el asma es un proceso inflamatorio, el cual

inicia como fendmeno de sensibilizacion, en este proceso el alergeno atraviesa la
barrera mucosa y, posteriormente, tiene contacto directo con las células dendriticas
(CD) el tejido linfoide asociado a mucosas (MHC). Las CD son células presentadora
de antigeno, a los linfocitos T virgenes e inicia la participacion activa de los linfocitos
Th2. Comienza la liberacién de interleucinas (ILC), como IL-5 IL-13 IL-4, para activar
a los linfocitos B y se transformen en células plasmaticas que producen anticuerpos
(inmunoglobulinas IgE). ElI aumento de IgE condiciona su depdsito en células

receptoras como mastocitos y baséfilos (Jaimes-Garcia et al., 2018).

4.2.1.2. Respuesta Mastocitica.
Posteriormente la union del alérgeno-anticuerpo IgE, provoca la

desgranulacion del mastocito, liberando Histamina, Leucotrienos, Prostaglandinas
D2, Quinasas y mediadores quimicos como el Factor de Activacion Plaquetario
(PFP), que tiene efecto sobre el masculo liso bronquial, generando vasodilatacién,
edema y broncoespasmo (broncoconstriccion). Ademas, estas particulas estimulan
las glandulas que rodean el bronquio que produce moco, contribuyendo a tapar el
lumen bronquial (Duran, 2015).
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4.2.1.3. Respuesta Tardia.
Los mastocitos también liberan mediadores quimicos con actividad quimio

tactica, que es basicamente el llamado de células inflamatorias, como: eosinofilos
monocitos y otras células Th2. Los eosinodfilos secretan proteinas toxicas como
proteina basica principal (PBM) y/o proteina cationica (PCE), que producen lesion
epitelial y ‘abren’ la puerta de entrada del bronquio, las fibras tipo C reaccionan a
los irritantes y estan mas expuestas y provocan hiperreactividad. Ademas, todos los
factores que llegan de la quimiotaxis, como TGF-f3, contribuye a la remodelacion de
la via aérea, puesto que producen factores de crecimiento para el musculo liso y
generan hiperplasia e hipertrofia del musculo liso (engrosamiento). La hipertrofia del
muasculo liso hace que aumente la broncoconstriccion que, junto con la
hiperreactividad, conllevan al circulo vicioso caracteristico del asma. (Roldan
Breton et al., 2015)
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Figura 6. Proceso inflamatorio; mecanismo inmunoldgico. Tomado y modificado de: Garcia de la
Rubia, y Pérez Sanchez (2016)
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4.2.2. Epidemiologia.
La prevalencia del asma aumenta paulatinamente a pesar de los avances

logrados en su tratamiento. Entre los factores que influyen en el aumento de la
prevalencia del asma son: obesidad, sedentarismo, exposicion continua a alérgenos
entre otros (Solis, 2010). La OMS estimé que, en 2019, el asma afecté a 262
millones de personas y causo 461,000 muertes (OMS, 2020). Por otro lado, la GINA
reporta 358 millones de individuos afectados. La prevalencia global del asma varia
del 1 al 22% de la poblacién en diferentes paises, los datos no son suficientes para
determinar las causas probables de las variaciones descritas en la prevalencia
dentro y entre las poblaciones. Sin embargo, la sintomatologia ha disminuido en
Europa occidental, pero aumentado en regiones donde la prevalencia era baja. La
sintomatologia del asma en Africa, América Latina, Europa del Este y Asia contintia
aumentando (GINA, 2020).

Por otro lado, en México la incidencia anual de asma es de 2.78 por 1,000
habitantes (Solis, 2010); mientras que la mortalidad estimada es de 0.5 casos por
cada 100,000 muertes de los 5 a los 34 afios (mortalidad general), y de 14.5 decesos
al afio por cada 100,000 casos de asma. Figura 7. Esto nos sitGa en el octavo lugar
en mortalidad a nivel mundial, donde China tiene el primer lugar con 36.7 muertes
por cada 100,000 casos de asma (Piedras & Huerta, 2011).

Existen diferentes factores que afectan la incidencia del asma, como es el
caso de la época del afio, siendo que en México aumenta en los meses entre
octubre a enero; por otro lado, hay menor incidencia en la adultez temprana y
aumenta ligeramente en etapas subsecuentes (Solis, 2010). Considerando las
cifras oficiales de asma en México figura 7B, la incidencia fue mucho mayor en
Tabasco y Yucatan (Vargas Becerra, 2009). EI asma no tiene cura, pero es
controlada con medicacion. El adecuado tratamiento permite buena calidad de vida.
Las recomendaciones de la GINA sugieren un ciclo cuyo objetivo es prevenir las

exacerbaciones y controlar los sintomas del paciente (GINA, 2020).
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Figura 7. A) Esquema de la mortalidad del asma a nivel mundial, (Asociacion Mundial Contra el

Asma, Tomado de Lépez, 2007) B) Se muestra la Incidencia de asma en los diferentes estados de
la Republica Mexicana. (Tomado de Direccién General de Epidemiologia, Datos del 2007)

4.2.3. Tratamiento Farmacoterapéutico.
El tratamiento farmacoldgico tiene como objetivo mejorar los sintomas del

paciente y evitar las crisis asmaticas, se debe ajustar periédicamente de forma
escalonada en funcion de la gravedad (Larenas-Linneman et. al, 2021). Algunos

medicamentos utilizados para tratar el asma se muestran en las tablas 1y 2.
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Tabla 1. Medicamentos Broncodilatadores utilizados para el tratamiento del asma. Tomado y
modificado de: Larenas-Linneman et al. MIA 2021, Manejo Integral del asma. Lineamientos para México

Broncodilatadores

Mecanismo de Accioén

Farmacos

Reacciones
Adversas

Selectivos 32 adrenérgicos

Activan receptores 2-
adrenérgicos en el misculo liso
bronquial causando relajacion
muscular y, con ello,
broncodilatacion

Accién Corta:
Salbutamol, Terbutalina

Accién Larga:
Salmeterol, Formoterol

Temblor taquicardia
sinusal y nerviosismo.

Antimuscarinicos

Provoca broncodilatacion
antagonizar la union de
acetilcolina con sus receptores
muscarinicos.

Bromuro de ipratropio

Mareos, nauseas, acidez
estomacal, constipacion,
sequedad en la boca,
dificultad para orinar,
orinar con frecuencia.

Metilxantinas

Relajan el masculo liso bronquial,
al inhibir las fosfodiesterasas.

Teofilina

Aminofilina

Taquicardia y arritmia,
palpitaciones,
hipotensién, nauseas,
vomitos, diarrea,
debilidad del tono
muscular en el esfinter
esofagico inferior,
hipocalcemia.
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Tabla 2. Medicamentos Antiinflamatorio utilizados para el tratamiento del Asma. Tomado y
modificado de: Larenas-Linneman et al. MIA 2021, Manejo Integral del Asma. Lineamientos para México.

Antiinflamatorios

Mecanismo de Accidn

Farmacos

Reacciones Adversas

Corticoesteroides

Se fijan a los elementos
de respuesta a los
glucocorticoides situados
encima del ADN,
estimulando la
transcripcion de algunos
genes mientras que inhibe
la de otro

Beclometasona,
Bunesonida y Fluticasona

Presion arterial alta,
malestar estomacal,
cambios de humor, la
memoria y el
comportamiento y otros
efectos psicolégicos,

Cromonas

Inhiben la accion de los
leucotrienos LTC4 y D4
sobre su receptor
provocado un leve efecto
antiinflamatorio.

Cromolin

Mal sabor de boca.
Sequedad e irritacion de la
garganta, congestién
nasal, lagrimeo, nauseas o
vomito cefalea dificultad
para tragar, edema de los
labios, erupcién cutanea
prurito

Antagonistas del receptor
de leucotrienos

Antagonizan la accién de
los leucotrienos LTC4 y
D4 sobre su receptor y
con ello tienen un leve
efecto antiinflamatorio

Motelukast, Pranlukast y
Zarfilukast

Cefalea e infeccién de las
vias aéreas superiores

4.3. Argemone mexicana L.

A pesar de gque existen medicamentos contra el asma, debido a el limitado

acceso a sistemas de salud publica, la medicina tradicional tiene un gran impacto

en las comunidades de bajos recursos, siendo A. mexicana una planta comunmente

utilizada. Es una herbacea anual o perene de vida corta, pertenece a la familia de

las Papaveracea, es una especie endémica de México mejor conocida como

“chicalote amarilla”. Esta especie crece como maleza en las zonas de clima calido,
(Monry-Ortiz & Castillo-Espafia, 2007)

4.3.1. Informacion Taxondmica.
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Reino Plantae

Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Papaverales
Familia Papaveraceae

Género Argemone
Especie A. mexicana L.

Tabla 3. Descripcién taxonémica de la planta Argemone mexicana. Tomado de Enciclovida 2021.

4.3.2. Descripcion.
A. mexicana se caracteriza por florecer en los meses de marzo-abril, sus

tallos son verde-azulados de 0.3 - 1.0 metros de altura, frecuentemente con

numerosas espinas firmes y punzantes (Laines, 2019).

Sus hojas son verde claro, con lineas azul-brillante sobre las venas
principales, la mayoria de las hojas de la parte media y superior son pinnatifidas,
sésiles y abrazadas al tallo con margen dentado, terminando cada diente en una
delgada espina, el envés se encuentra moderadamente espinoso y con mayor
cantidad de espinas que el haz sobre las venas principales, figura 8A (Laines,
2019).

Sus flores son grandes y solitarias de 4-7 cm de diametro, estrechamente
sostenidas por 1 o 2 bracteas; botones subesféricos o variadamente oblongos,
moderadamente espinoso (figura 9A). Sus sépalos terminan en forma de punta
espinosa, son de 5 a 10 mm de largo. Los pétalos son obovados amarillo brillante-
palido de 2-3 cm. A. mexicana contiene de 30-50 estambres con filamentos
amarillo-limoén y anteras amarillas. Su ovario esta cubierto de espinas. Su estilo es

muy corto-no visible, el estigma es lobulado purpura-rojo de 1.5-4.0 mm de ancho
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por 1-2 mm de alto (figura 9B). A. mexicana tiene 4-5 I6bulos, apretados entre si. El
fruto es una capsula con espinas de semillas redondas y negras. Su latéx es amarillo
brillante, figura 8B (Martinez, 1982).

Figura 8. A) Seccion lateral de la planta A. mexicana, se aprecian tallo, hojas y flor. B) Seccion
superior de la planta A. mexicana, se aprecian bractea, pétalos, sépalos, filamentos, anteras,
estigma y estilo (Galeria, CONACYT. 2021).

4.3.3. Nombres Comunes.
Los nombres comunes de A. mexicana son; cardosanto, amapola montes,

amapola amarilla, amapolita, chicalote (Laines, 2019), carbasanta, hierba

espumosa, hierba santa macho, reina y san Carlos (CONABIO, 2021).

4.3.4. Estatus y Distribucién.
La planta crece en climas tropicales y subtropicales, esta bien adaptada para

crecer en suelo pobre en nitrégeno y es tolerante a la sequia y a la salinidad,
brindandole pocas restricciones ambientales para propagarse, se le puede
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encontrar como flora arvense y vegetacion secundaria en areas de cultivo
abandonadas, pastizales y orillas de carretera (Laines, 2019). A. mexicana es
nativa de la regién del Caribe (Indias Occidentales, Centroamérica, Florida y
Yucatan). En México es posible encontrarla en casi todos los Estados de la
Republica (Martinez, 1982) principalmente en: Aguascalientes, Chiapas,
Chihuahua, Coahuila, Colima, Durango, Guanajuato, Guerrero, Jalisco, Estado de
México, Morelos, Nuevo Ledén, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Sinaloa,
Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan (Villasefior & Espinosa, 1998).

4.3.5. Conocimientos etnomédicos.
La importancia de esta planta surge por su uso en la medicina tradicional de

México A. mexicana se ha utilizado a lo largo de la historia por diversas culturas,
para aliviar las cataratas, la fiebre, la sarna, como purgante y en ciertas
enfermedades cutaneas (Laines, 2019).

4.3.6. Composicion fitoquimica.
Los componentes quimicos identificados en A. mexicana pertenecen a la

clase de alcaloides, terpenoides, flavonoides, fendlicos, compuestos alifaticos de
cadena largay compuestos aromaticos (Brahmachari, Gorai & Roy, 2013). En A.
mexicana destaca por sus alcaloides de tipo bencilisoquinolinicos, los alcaloides
mayoritarios son la berberina (protoberberina) y la sanguinarina
(benzofenantridina). La berberina esta en todos los tejidos de la planta incluyendo
las semillas inmaduras, mientras que la sanguinaria se encuentra en raiz y semillas
maduras. (Figura 9 y 10) (Laines, 2019).

4.3.7. Toxicidad.
La planta es naturalmente toxica, no obstante, cardo santo es una planta que,

si se utiliza de forma adecuada, resulta muy benéfica. Hasta el momento se ha
documentado la toxicidad de esta planta asociada al higado, induciendo un proceso

inflamatorio agudo (hepatitis) y ascitis epidémica (Meléndez, 2013).
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4.3.8. Actividad bioldgica.
Existen diversos estudios cientificos que evidencian su actividad

antidiabética, anticancerigena, anti-VIH, actividades relacionadas con el sistema
nervioso central, acciébn de recuperacion de heridas, actividad antimicrobiana,
antioxidante, analgésica, antipirética, hepatoprotectora, antifertilidad, antialérgica,
nematicida, , antihelmintica, larvicida y efecto alelopatico (Nancy & Praveena,
2017)

4.3.9. Actividad tradquea-relajante.
Estudios anteriores realizados por nuestro grupo de investigacion,

evidenciaron el efecto traqueo-relajante de A. mexicana sobre ratas macho cepa
Wistar. Con base a lo descrito por Rodriguez en 2020, el extracto diclorometanico
tuvo mayor efecto traqueorrelajante con Efecto maximo (Emax) del 102 + 1.86 %y
Concentracion Efectiva 50 (CEso) de 89.98 + 1.81 ug/mL, mostrando mayor potencia
con respecto a los otros extractos, (metandlico y hexanico) teniendo como control
positivo a teofilina y contrayendo con carbacol. Los resultados se muestran en la

siguiente gréfica.
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Grafica 1. Evaluacion del efecto traquea-relajante de los extractos organicos de Argemone mexicana

(EHAm, EDAm y EMAm) sobre la contraccion inducida con carbacol en modelo ex vivo de traquea aislada de

rata, usando la actividad de Teofilina como control positivo. Ems del 102 + 1.86 % y una CEso de 89.98 + 1.81

Mg/mL

4.3.10. Moléculas responsables del efecto traquea- relajante;

Investigaciones fitoquimicas.

Como se menciond, existen alcaloides bencilsioquinolinicos en el género

Argemone y se han detectado los grupos protoberberina, benzofenantridina y
protropina (figura 9) (Escobar, 2018). De acuerdo con la bibliografia, varios estudios
fitoquimicos de distintas partes de la planta de A. mexicana muestran alcaloides de
estos grupos, sintetizando simultdneamente berberina y sanguinarina se acumulan

en partes aéreas y subterraneas.
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Figura 9. Diversidad estructural de alcaloides tipo Bencilisoquinolinicos ABI'S. Tomado y
modificado de De La Cruz Chacén et al., 2012. Los grupos encontrados en plantas del género

Argemone se encuentran indicados en un circulo
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Figura 10. Imagen ilustrativa los alcaloides en Argemone mexicana. Distribucion en las distintas partes de la

planta; la berberina se encuentra en todos los tejidos, la sanguinarina en raiz y semillas maduras. (Tomado
de Laines, 2019)

Segun lo descrito por Sanchez-Mendoza et al. 2018, aislaron el alcaloide
berberina como principio activo traquea-relajante del extracto diclorometanico en
Argemone orchroleuca, especie con gran similitud quimio-taxonémica con
Argemone mexicana (Escobar Zurisadai, 2018). En este estudio, la concentracion
de berberina relajé de forma dependiente la contraccién inducida por carbacol, los
resultados sugieren que el efecto traquea-relajante de berberina sobre el musculo

traqueal, se debe a un débil efecto antagonista sobre los receptores muscarinicos y
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la activacion de la via de adenilato ciclasa/AMPc (AC/AMPc) (Sanchez-Mendoza
et al., 2008).
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5. JUSTIFICACION
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El asma es una de las enfermedades cronicas mas frecuentes y graves en el
mundo, afecta a millones de personas y la prevalencia va en aumento a pesar de
los avances en el tratamiento durante las ultimas décadas. Debido a los altos costos
en la polifarmacia que se emplea para tratarlas, y el limitado acceso a los sistemas
de salud publica en las comunidades de bajos recursos es necesario buscar
alternativas terapéuticas desde un punto de vista cientifico que permita garantizar
la eficacia y seguridad de su uso. Las plantas son un importante reservorio de
compuestos bioactivos con una amplia diversidad estructural y con mecanismos de
accion novedosos. En experimentos previos realizados por nuestro grupo de
investigacion se ha evidenciado el efecto trdquea-relajante de A. mexicana, es por
ello que se buscan evidencias cientificas de las diferentes vias de sefalizacion
implicadas en este efecto farmacolégico. Con esto en mente, este trabajo se enfoco
en determinar el mecanismo de accion funcional del extracto diclorometanico de A.

mexicana como potencial broncodilatador, para el tratamiento del asma.
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6. HIPOTESIS
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El extracto diclorometanico de Argemone mexicana, mostrara efecto
relajante de la musculatura lisa de trdquea aislada de rata a por el bloqueo de

canales de calcio.
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7.1. Objetivo general.
Determinar el mecanismo de accién funcional del extracto diclorometanico

de A. mexicana sobre la musculatura lisa de trdquea aislada de rata Wistar.

7.2. Objetivos especificos.

e Recolectar muestras de Argemone mexicana
e Obtener del extracto diclorometanico de Argemone mexicana
e Evaluar el efecto relajante sobre la musculatura lisa de trdqueas de ratas

Wistar en un modelo ex vivo.

e Determinar el mecanismo de accién funcional del extracto diclorometanico

de Argemone mexicana en trdquea de ratas Wistar en un modelo ex vivo.
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8. METODOLOGIA
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8.1. Coleccion del Material Vegetal.
La planta Argemone mexicana se colectdé en el municipio de Tetecala,

perteneciente al estado de Morelos, la colecta fue por el M. en F. Emmanuel Gaona
Tovar y la identificé la Dra. Irene Perea Arango. (Numero de vaucher en tramite)
Después de limpiar el material vegetal, se sometié a secado a temperatura ambiente
y a la sombra. Una vez completado el secado, se procedié a moler el material

vegetal (Flor, tallo, raices, hojas) en un molino eléctrico modelo 100Y.

8.2. Obtencion del Extracto de interés.
Para obtener el extracto diclorometanico se tomaron 344 g del material

vegetal seco y molido, se sometieron a un proceso de maceracion con disolventes
organicos en orden de polaridad creciente (hexano, diclorometano y metanol), por
triplicado y durante 72 horas. Posteriormente se filtr6 el disolvente antes de ser
concentrado para separar el material vegetal, se elimin6 el disolvente hasta
sequedad a presion reducida en un rota-evaporador con ayuda de una bomba de
alto vacio (Buchi R-200).

8.3. Animales.
Para la evaluacion farmacolégica se emplearon ratas macho de la cepa

Wistar de 250-300 g de peso, en condiciones de bioterio, alimentadas con
Nutricubos Purina ® y agua limpia. La manipulacién de los animales se hizé de
acuerdo con la Regulacion Federal para el Manejo y Experimentacion de Animales
(NOM-062-Z00-1999).

8.4. Reactivos.
Los reactivos empleados fueron los siguientes: cloruro de carbacol, teofilina,

tetraetilamonio (TEA) Nitro-arginina-metil-éster (L-NAME), 1-H-[1,2,4]-oxadiazolo-
[4,3a]-quinoxalin-1-ona (ODQ), Isoproterenol, Solucion Ringer-Krebs, Solucién
Ringer-Krebs 80 Mm y el extracto diclorometanico de la planta A. mexicana.

8.5. Obtencion de traquea.
ra evitar el dafio del tejido. La traquea se limpié de tejido adyacente, mucosidad y

sangre. Una vez que se obtuvo la traquea, esta se fraccion6 en anillos de 3 a5 mm
(figura 11).
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Figura 11. Diseccion de una rata macho, cepa Wistar, se aprecia los anillos de traquea, sin

limpieza de tejido adyacente. Imagen propia.

8.6. Evaluacion Farmacoldgica: Modelo ex vivo.
Cada anillo de traquea se coloco en una de cadmara de incubacion con ayuda

de dos ganchos, sosteniéndose de un extremo de la cdmara y, en el otro extremo,
al transductor de fuerza Grass modelo FT 03, acoplado a un sistema BIOPAC® UIM
100C que transforma la informacion de la fuerza de contraccion y relajacion que
ejerce el tejido. Una vez colocados los tejidos en las camaras de incubacion, se
agreg6 10 mL de solucion de Ringer-Krebs que contiene [mM] NaCl [118], glucosa
[11.4], NaHCOs [25], KCI [4.7], MgSO4 [1.2], KH2PO4 [1.2], EDTA [0.026], CaCl2
[2.5], acompafiado de constante burbujeo con 02/CO2 (95:5) a 37° C y un pH de
7.4 para mantener las condiciones fisioldgicas adecuadas. Antes de iniciar los
ensayos, el tejido se estabilizé con tensién basal de 2.5 g durante 30 min, ajustando
al valor inicial cada vez que se requiriera. Posteriormente el tejido se sometio a
sensibilizacién induciendo contracciones con carbacol [1uM]; una vez alcanzada
meseta, el tejido fue lavado con solucion Ringer-Krebs normal para regresar a su
estado basal, este procedimiento se ejecuto por duplicado. Finalmente, se hizo una
tercera contraccion, y posteriormente, se inicid la evaluacion del mecanismo de
accion del extracto diclometanico, con la media de 5 anillos con el fin de determinar

la CEso (Concentracion Efectiva 50) y la Emax. (Efecto Maximo) (figura 12).
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Las curvas de concentracion-respuesta se construyeron mediante el
programa AcgKnowledge (BIOPAC, INC., USA).

normal normal Muestras de prueba

Carbacol 1 yM Carbacol 1 uM

\ \

| Estabilizacion || Sensibilizacion
[ 2030min. || 50-60 minutos

Carbacol 1 yM

\

Evaluacion |
40-50 min. |

Figura 12. Proceso de estabilizacidn y sensibilizacion del ensayo ex vivo

8.7. Determinacion del mecanismo de accion funcional.
Con la finalidad de conocer la via de sefializacion por la cual el EDAm ejerce

su efecto relajante sobre las vias aéreas, se exploraron diferentes mecanismos
involucrados en el proceso contractil. La evaluaciéon fue de acuerdo con el punto
7.6. con ligeras modificaciones en la evaluacion, empleando los inhibidores o
activadores correspondientes. Cada una de las evaluaciones se explican

detalladamente a continuacion:

8.7.1. Participacién de las Fosfodiesterasas.
Para explicar la relajacion observada para el EDAm y si actua inhibiendo las

fosfodiesterasas (PDE’s) en el tejido, después de estabilizar y sensibilizar, se
incubd con teofilina a la CEso [157.16 uM] (Inhibidor no selectivo). Después de 15
minutos, el tejido se contrajo con carbacol [1 yM] y alcanzada la meseta, se

adicionaron diluciones del extracto EDAm de manera acumulativa (figura 13)
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Diluciones

Lavado Cathacal Lavado Incuba_cmn del Extracto
Carbacol Teoflina Carbacal
0.1pM
0.1pM \ 0.1
| | | | |
| | N |
Estabilizacion Sensibilizacion Evaluacion

Figura 13. Esquema ilustrativo del ensayo ex vivo con ‘participacion’ de las fosfodiesterasas

8.7.2. Participacion de Canales de Potasio.
Este experimento se hizo para conocer si al bloguear estos canales las

células del muasculo liso trdqueal se despolarizan, causando la apertura de los
canales de Ca?* voltaje-dependiente. Luego de estabilizar y sensibilizar los anillos,
se incub6 por 15 minutos con TEA, (Tetraetilamonio) y se provocoé la contraccion
con carbacol [1 uM], se agregaron las diluciones del extracto de forma acumulativa
(figura 14) se analiz6 la CRR con y sin el bloqueador.

. Diluciones
Lavado Carbacol Lavado Incubacion del Extracto
Garbacol 01yM TEA  Carbacol
0AuM ' } 0.pM —
me
| || | |
| [ | ‘ |
Estabilizacién Sensibilizacion Evaluacion

Figura 14. Imagen ilustrativa de un ensayo ex vivo con blogueo de canales de Potasio, utilizando
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Tetraetilamonio (TEA).

8.7.3. Participacion de la via NO/GMPc.
Para establecer la participacion de la via oxido nitrico sintasa/GMPc en la

relajacion provocada por el extracto a estudiar, se hicieron los experimentos
funcionales siguientes: después de las etapas de estabilizar y sensibilizar los anillos
se preincubd la CEso del inhibidor correspondiente para cada enzima. Para la 6xido
nitrico sintasa, se preincub6 con L-Nitro-Arginina-Metil-Ester (L-NAME) [2.66 uM].
Por otro lado, inhibir la guanilato ciclasa se preincubé con 1-H-[1,2,4]-oxadiazolo-
[4,3a]-quinoxalin-1-ona (ODQ) [1 uM] vy, transcurridos 15 minutos, se contrajo el
tejido con carbacol [1 uM], una vez alcanzada la meseta se agreg6 las diluciones
del extracto de manera acumulativa (figura 15) para comparar la CCR del extracto

cony sin los diferentes inhibidores.

. Diluciones
Lavado Lavado Incubacidn

Carbacal Carbacal ot del Extracto
01uM
0AuM 01uM
“Mf \ { ) W
==L NAME
00Q
| = |
Estabilizacién Sensibilizacion Evaluacion

Figura 15. Esquema representativo del procedimiento para determinar la participacion de las
enzimas Guanilato Ciclasa/Oxido Nitrico Sintasa.

8.7.4. Participacion de los Receptores Muscarinicos
Para observar si el efecto relajante del EDAm pudiera ser por antagonismo

competitivo 0 no competitivo, causando relajacion del musculo liso de las vias
aéreas al impedir la uniébn de acetilcolina con los receptores muscarinicos,

localizados en la musculatura lisa de traquea aislada de rata, se hizé el siguiente

pag. 49



procedimiento: después del proceso de estabilizar y sensibilizar los anillos, se
agrego carbacol [0.16 - 54.7 uM] de forma acumulativa a la camara de incubacion
para construir una curva concentracion-respuesta-control. Una vez terminada, se
incub6 durante 15 minutos la CEso del extracto [486.51 + 9.59 pug/mL] y después de
ese tiempo, se agrego carbacol de forma acumulativa [0.16- 54.7 uM] para construir
la CCR (figura 16).

.. Diluciones de
Lavado Carba 0l Lavado LAVRID - Ircubacn Carbacol
Carbacol \ Curva conirdl del Extracio
01 PM d||gcmbnes llje CEs
atbaco
AN g :
| | | | | |
| I I |
Estabilizacion Sensibilizacion

Evaluacion

Figura 16. Esquema del procedimiento donde participan los receptores muscarinicos.

8.7.5. Participacién de los receptores 3. adrenérgicos
Este experimento se ejecutd para observar si el EDAm pudiera estar

actuando sobre los receptores [2-adrenérgicos. Después de estabilizar vy
sensibilizarlos anillos se preincubd con isoproterenol (agonista Bz-adrenérgicos)

[10pM] durante 15 minutos, después se contrajo el tejido con carbacol y se

Lavado Lavado Incubacidn Diuciones
Carhacnl del Extracto
Carbacol 01yM \ Isgprolerenol Carbacol
| |
[ | | I
Estabilizacion Sensibilizacion Evaluacion
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agregaron las diluciones del extracto en forma acumulativa para la construir la CCR

(figura 17). Se comparo6 el efecto contractil con y sin isoproterenol.

Figura 17. Esquema ilustrativo del procedimiento donde participan los receptores 2 adrenérgicos.

8.7.6. Participacidon de canales de Calcio activados por KCI,
Para demostrar si el EDAm influye en la hiperpolarizacion de la membrana y

la movilizacion de Ca?* para ejercer su efecto trAquea-relajante, después de
estabilizar y sensibilizar, los anillos de traquea fueron incubados con KCI [80 mM]
que induce contraccion. Al alcanzar la contraccion estable en 15 minutos, se agregé

de forma acumulativa las diluciones del extracto (figura 18).

Lavado Diluciones
Carbacol  L2vad0 Carbacol Sl del Extracto
0.1uM 0.1 Kiehs
o
/p‘"“ \\ \ ./,r U KCI 80 mM /’“..-—4'_&4%"._«%

\I' l"\_ lllr I\‘ \ ,': %‘\\_"
! N Mg A
| | | |
| | | |
Estabilizacion Sensibilizacion Fyaluacion

Figura 18. Esquema ilustrativo del ensayo donde participan canales de calcio activados por KCI
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8.7.7. Participaciéon de los canales de calcio.
Finalmente, para corroborar si el EDAm ejercia su efecto relajante por

bloqueo del flujo de calcio, después de estabilizar y sensibilizar los anillos de
traguea con solucién Krebs 80 mM libre de Ca?* después se construyd la curva
control agregando CaClz [80 uM a 27 mM] de forma acumulativa a la camara de
incubacion. Después se preincubd la CEso del EDAmM, y nuevamente se agrego el
CaClz [80 uM a 27 mM] de forma acumulativa para comparar el efecto contractil

inducido por CaClz sin y con extracto.

Lavado Lavado Lavado  [neybacion Diluciones de

Carbacol CSTE;M \ Cura contr Wbt
01N \ Ay d|Iu|:|0ngsde CFg
e Calcio

MY ‘
AP by
| | | || . |
! ] || !
Estabilizacion Sensibilizacion Fyaluacian

Figura 19. Esquema ilustrativo del ensayo de bloqueo de canales de calcio

8.7.8. Andlisis estadistico.

Los resultados del efecto relajante y del mecanismo de accién del mecanismo
de accién se expresaron como la media de 5 animales + el error estandar. Las
curvas concentracién-respuesta se construyeron con el programa Origin 8.0. Se
empled el andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias para determinar diferencias
entre grupos, seguida de una prueba post hoc de Bonferroni. Considerando una
diferencia estadisticamente significativa de p<0.05. Todos los analisis se hicieron

con el programa de GraphPad Prism 5.
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9. RESULTADOS Y
DISCUSION
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9.1. Obtencion de los extractos y rendimiento.

Se obtuvieron 3 tipos de extractos: hexanico, diclorometanico y metandlico,

a partir de 344 g por maceracion exhaustiva. En la Tabla 4 se muestran los pesos

y rendimientos de los extractos obtenidos en cada maceracién, como se observa, el

primer extracto de cada disolvente tuvo mayor rendimiento. El extracto hexanico

tuvo el mejor rendimiento, seguido del extracto metandlico y por ultimo el

diclorometanico. De las tres maceraciones del extracto diclorometanico, se empled

el primero, el cual tiene un mejor rendimiento.

Disolvente

Hexano
Hexano
Hexano
Diclorometano
Diclorometano
Diclorometano
Metanol
Metanol

Metanol

Peso Muestra

(@)
7.8205

3.5088
1.1026
4.0948
2.5722
0.5648
7.1746
4.833
5.8937

Rendimiento

(%)
2.2728
1.0197
0.3204
1.1900
0.7475
0.1641
2.0851
1.4047
1.7128

Tabla 4. Extractos organicos obtenidos de Argemone mexicana. Se muestra el peso expresado en
gramos de cada uno de los extractos, asi como el rendimiento obtenido con respecto al peso total de la planta

en conjunto (344 q)
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Figura 20. Extractos diclorometanicos obtenidos, se utilizé el extracto con mayor rendimiento
(Extracto A).

9.2. Determinacion del mecanismo de acciéon funcional del

extracto diclorometanico en un modelo ex vivo.
Como se menciond, nuestro equipo de investigacion ha evidenciado el efecto

trAquea-relajante del extracto diclorometanico, con un Emax del 102 £ 1.86 % y CEso
de 89.98 + 1.81 ug/mL. para continuar se evalud diferentes vias de sefalizacién
implicadas en el efecto traquea-relajante, se analizan los diferentes mecanismos

involucrados.

9.2.1. Participacion de Fosfodiesterasas
Las fosfodiesterasas integran una familia de enzimas, que degradan

nucleodtidos ciclicos intracelulares (AMPc y GMPc). Catalizan la ruptura de los
enlaces fosfodiéster, de manera especifica las PDE’s de nucleétidos hidrolizan el
enlace fosfato en 3’-ribosa de los nucledtidos 3’,5’-ciclicos monofosfato a los
correspondientes derivados inactivos 5’-nucleosido monofosfato (Reyes-Irisarri,
2007). En la actualidad se conocen 11 isoenzimas, sin embargo, las PDE’s lll y IV
tienen una funcién importante en las vias respiratorias (Thirstrup, 2000). La PDE
IV degrada AMPc y se cree que inhibir las isoenzimas de la PDE con inhibidores

selectivos o con farmacos no selectivos, como la teofilina, mantiene la concentracion
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intracelular de AMPc, lo que produce relajacion del muasculo liso de las vias

respiratorias (Thirstrup, 2000).

—m— EDAm
01 2 =y ; —e— EDAm + CE,, Teofilina
L §$\
20 4 T e
_ f\i\
9 !f\ =
8 40 R\
) .
g
R 60 -\\
‘x\\\\“
80 ‘.
|
100 T
10 100 1000

[ng/mL]

Grafica 2. Efecto relajante del extracto diclorometanico sobre anillos de traquea aislados de rata en
presencia de CEs de teofilina [157.16 uM]. Emax 89.76 + 7.46% ANOVA de dos vias seguidas de una
prueba pos hoc Bonferroni. P<0.05. n=5.

En la grafica 2 se observa que no hay diferencia estadisticamente

significativa del efecto relajante por el EDAm en la curva control, con respecto a la

curva donde se preincubd con teofilina, inhibidor de fosfodiesterasas, lo cual indica

que el EDAmM no posee compuestos quimicos que inhiban estas enzimas o estan

involucrados en la conversion de AMPc a su forma inactiva 5AMP.
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9.2.2. Participacion de la via NO/GMPc
La via de sefializacion NO/GMPc media numerosos procesos fisioldgicos,

entre ellos la actividad relajante del musculo liso. La guanilato ciclasa, convierte
guanosina-trifosfato (GTP) en 3 ', 5'-guanosina-monofosfato ciclico (GMPc). En
las células hay dos formas: soluble y particulada: la guanilato ciclasa particulada
(GCp) unida a la membrana, y la guanilato ciclasa soluble (GCs) activada por la
unién del Oxido Nitrico (NO) (Rivero-Vilches, 2001). ElI NO se forma durante la
conversion enzimética de L-arginina en L-citrulina catalizada por la Oxido Nitrico
Sintasa (NOS)

La activacion de cualquiera de las formas de guanilato ciclasa (GCp, GCs)
aumenta la concentracion intracelular de GMPc. Y este aumento activa la proteina
cinasa dependiente de GMPc (PKG), que tiene acciones intracelulares comparables
a las de la PKA, incluida la estimulacién de la recaptacion de Ca?*y se asocia con

la relajacion del muasculo liso de las vias respiratorias (Thirstrup, 2000).

Con este fin, para este experimento usamos 2 inhibidores de la via: L-Nitro-
Arginina-Metil-Ester (L-NAME) y 1-H-[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3a]-quinoxalin-1- (ODQ).
El L-NAME es analogo de la L-arginina e inhibe las NOS que producen NO. Por otro

lado, ODQ solo inhibe la guanilato ciclasa soluble (Martinez-Quiroz, 2005).

Como se puede observan en la gréfica 3 al incubar con ODQ o L-NAME no
hubo diferencia estadisticamente significativa con respecto a la curva control. Este
patron sugiere que el extracto no posee algun metabolito que active la GCs, o
promueva la produccién de NO y por lo tanto el proceso de relajacion mediado por

el extracto no implica este mecanismo.
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Grafica 3. Efecto del extracto Diclorometanico en presencia de ODQ [2.66 uM ]y L-NAME [10uM]
en anillos de traquea aislada de rata. ANOVA de dos vias seguidas de una prueba pos hoc Bonferroni.
P<0.05. n=5. Emax OQD 91.4 £7.73% Emax. L-NAME 87.76 £10.2%

9.2.3. Participacién de receptores 3.-Adrenérgicos.
La unién de agonistas B2-adrenérgicos activa la proteina G asociada al

receptor. El GTP se une a la subunidad a (Alfa) de la proteina G heterotrimérica, lo
gue disocia las subunidades. La subunidad a se une y activa la Adenilato Ciclasa
(AC) que cataliza la conversion de ATP intracelular en AMP al AMPc que a su vez
activa la PKA dependiente de AMPc. La PKA fosforila muchas proteinas clave,
incluida la cinasa de cadena ligera de miosina (MLCK), modificando asi su funcién
y conduce a la relajacién del musculo liso de las vias respiratorias (Thirstrup, 2000).
Como se observa en la gréafica 4, hubo un discreto desplazamiento de la curva hacia
la derecha, significativamente diferente a la curva control, lo que indica la posible

posiblemente interaccion con el receptor B2—adrenérgico en el mecanismo relajante
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del extracto provocando la activacion de la AC y convirtiendo ATP a AMPc, con

potencial aumento en la produccion de AMPc, para asi producir el efecto relajante.

—e— EDAm
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Graéfica 4. Efecto del isoproterenol [10 uM] en la relajacién por EDAm sobre anillos de traquea

aislados de rata. Emax. 54.99 + 6.64 %. ANOVA de dos vias seguidas de una prueba pos hoc Bonferroni *p<

0.05, **p<0.01 ***p<0.0001.n=5

9.2.4. Participacion de canales de Potasio.
El potencial de reposo del masculo de vias aéreas depende de la activacion

de los canales de K*. Estos canales estan abiertos con el potencial habitual e

inducen continuo eflujo de K* de la célula, lo que establece el potencial de

membrana entre -40 y -50 mV. Si se bloguean estos canales la célula se

despolariza, lo que abre canales de Ca?* voltaje-dependiente, entra Ca?* a la célula

y se produce contraccion. Esta accién ocurre ante agentes ex0genos 0 en ciertas

enfermedades de las vias respiratorias, como el asma. Por el contrario, si se abren
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mas canales de K* hay hiperpolarizacion, y cierre de los canales de Ca?* generando

relajacion del musculo liso, siendo este el proceso habitual (Aiello, 2013).

Esta evaluacién fue para observar si el EDAm actia sobre canales de K*
presentes en los anillos de traquea, usando el inhibidor Tetraetilamonio (TEA).
Como se muestra en la gréfica 5, hubo discreto desplazamiento hacia la derecha,
significativo en la curva de EDAm + TEA, y sugiere que el EDAm promueve la
apertura de los canales K* y se cierren los canales de Ca?* voltaje-dependientes e
impidan el paso de Ca?' extracelular al interior de la célula, disminuyendo la

contraccion del musculo liso de los anillos de traquea.
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of &——yg & ¢ o w | —®—EDAm + TEA
Tl = TR § dedkk
J B S S
B §\\\ dekk ok

20 \5
S \
8 40 7 \l\' *kkk
E \
] "\ \.“‘.‘
o A
o \
S 60 - \

\
- \ i
1\
80 +
100 T ——— ——
10 100 1000
[ng/mL]

Gréfica 5. Efecto del Tetraetilamonio sobre los anillos de trdquea aislada de rata TEA [632uM] Enax.
57.33+ 11.68 %. ANOVA de dos vias seguidas de una prueba pos hoc Bonferroni. *p< 0.05, **p<0.01
***n<0.0001. n=5.
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9.2.5. Participacion de los receptores muscarinicos
De acuerdo con el apartado 3.1.3.2. el agonismo de acetilcolina (ACh) con

su receptor de superficie celular de tipo muscarinico M3 de membrana celular, activa
la PLC que hidroliza al PIP2 en dos mensajeros intracelulares: IPs y DAG. El IP3 se
une a los IP3R provocvdando la liberacién de Ca?* del RE, facilitando el flujo de
Ca?* que aumenta la concentraciéon de calcio citosélico. Por otro lado, el DAG
mantiene en la membrana, y junto con alto de Ca?* activa de la PKC que fosforila
proteinas especificas (Bergatifios, 2001). Las vias de activacion mediadas por Ca?*
y por proteina cinasa (PKC) actian de modo sinérgico, produciendo activacion

celular y consecuente la contraccion (Befialdo et al., 2017).

En la grafica 6, se observa la contraccién inducida por carbacol expresan un
efecto que se opone parcialmente a la contraccion inducida por carbacol, agonista
del AChR; mientras que el extracto, desplazo la curva a la derecha y disminuyo el
efecto maximo, esto sugiere que el extracto actia como antagonista no competitivo
de los receptores muscarinicos a ACh, es decir que el extracto, se une en un sitio
alostérico del receptor M3 que interfiere con la union del agonista al receptor, o
interfiere en la sefializacion para generar la contraccion muscular inducida por ACh.
Puede que este patron (antagonista no competitivo) sea mediado por una accién
funcional, es decir, algunos componentes del extracto actien sobre otros blancos
como canales de Ca?*, apertura de canales de K* y/o produccién o acumulaciéon de
segundos mensajeros como AMPc etc.
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Grafica 6. Efecto del extracto diclorometano de Argemone Mexicana, sobre la contraccién inducida

con carbacol en anillos de traquea aislada de rata comparado con curva control de carbacol Emax. 42.896 £

1.77 %. ANOVA de dos vias seguidas de una prueba pos hoc Bonferroni. *p<0.05, **p<0.01 **p<0.001

***p<0.0001. n=5.

9.2.6. Participacién de los canales de Calcio activados por

KCI.

Los canales de calcio son proteinas de membrana que constituyen la via mas

importante para el ingreso de Ca?* a la célula. Existen diferentes canales de Ca?*

sin embargo, en la musculatura lisa de las vias aéreas se ha descrito los canales de

calcio de larga conductancia, dependiente de voltaje tipo L, (Perpifia-Tordera &

Lloris-Bayo, 2004).
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La apertura o cierre de canales de calcio esta mediado por diferentes vias de
sefalizacion, una de ellas relacionada al potencial de membrana. Para fines de este
ensayo, al aumentar a concentracion extracelular de K* con una solucion KCI [80
mM] los canales de K* se cierran lo que despolariza a la membrana y se abren los
canales de Ca?* dependientes de voltaje, siendo el Ca?* incorporado al interior de
la célula y genera contraccion muscular. Por el contrario, la hiperpolarizacion de la
membrana causa el cierre de los canales Ca?* dependientes de voltaje y provoca
una disminucién de Ca?* en el interior de la célula, relajando el musculo liso (Aiello,
2013).

En este sentido, para averiguar si el extracto bloquea canales de Ca?* de
larga conductancia dependiente de voltaje (tipo L) ya sea de manera directa o
indirecta, se sometio al tejido con una solucion despolarizante de KCI [80 mM] lo
cual provoco la despolarizaciéon de la membrana y el ingreso de Ca?* contrayendo

el musculo liso.

Como se observa en la gréfica 7, el extracto tuvo actividad relajante, pese a
que se despolarizé la membrana por alto K* lo indica que el EDAm influye en la
hiperpolarizacién o en el bloqueo de los canales de Ca?* para ejercer su efecto
traguéa-relajante, sin embargo, es menos potente que el efecto de nifedipina
bloqueador de canales de calcio tipo L. Sugerimos que el mecanismo del extracto
se relaciona directamente con el influjo de Ca?* al medio intracelular, por lo que es

indispensable corroborar y complementar dicho supuesto.
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Graéfica 7. Efecto traquea-relajante del extracto diclorometano de flor, Argemone Mexicana inducida

por KCI 80 Mm comparado con curva control de Nifedipina. Emax. 74.18 £ 5 %.

9.2.7. Participacién de los canales de Calcio.
De acuerdo con el apartado anterior, el Ca?* citoplasmatico es indispensable

para la contraccion y su via de entrada es por los canales de Ca?* voltaje-
dependiente en la membrana extracelular y del RE. De igual manera un mecanismo
que promueven la apertura/cierre de canales de Ca?* es por un cambio del potencial

de membrana y por apertura/bloqueo directo de los canales de calcio tipo L.

Con la finalidad de corroborar si EDAm actua en los canales de calcio, en
este experimento, depletamos todo el calcio intracelular, asi como el del reticulo
sarcoplasmico con solucién fisiolégica Ringer-Krebs [80 mM], libre de Ca?* y una
vez que el tejido se estabilizd, se incub6é con el EDAm, y posteriormente, se
agregaron las diluciones de CaCl.. Los resultados se muestran en la gréafica 7,
donde al incubar con la CEso del EDAmM la curva no alcanzé el 100% de la

contraccion en comparaciéon de la curva control, confirmando que los compuestos
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del EDAm bloquean los canales de calcio, y provocan disminucion del ingreso de
Ca?* por blogueo de los canales en la membrana celular o de los almacenes
intracelulares, impidiendo el flujo o movimiento de Ca?* extracelular e intracelular,

por lo que se evito la contraccion en masculo liso de traquea.

De manera adicional y de acorde con los antecedentes sugerimos que
compuestos de A. mexicana responsables de la actividad trdquea-relajante sean
alcaloides como berberina y sanguinarina, que ya han sido descritos en partes
aéreas y subterraneas de esta especie (Diaz-Martinez, 2016; Guizar, 2012;
Laines, 2019). Se ha demostrado que la berberina es responsable de la relajacion
en traguea y sugiere que esta es una molécula responsable del efecto relajante de

la planta, sin embargo, es indispensable un analisis fitoquimico exhaustivo para

corroborar esta idea.

120 ~

—a— CaCl,
—*— CaCl, + CE;, EDAm

80 }//

40 4 _
e

P
- i
e k%
| m—n 4
Fkk A

% Relajacion
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Grafica 8. Efecto de contraccion por CaCl; en anillos de traquea aislada de rata con y sin
el extracto Diclorometénico de Argemone mexicana. Emax. 10.5126 + 9.56 %. ANOVA de dos vias seguidas
de una prueba pos hoc Bonferroni. *p< 0.05, **p<0.01 ***p< 0.001 ****p<0.0001. n=5.
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Este proyecto permitio corroborar el uso medicinal que se le atribuye a esta especie,
y establecer su potencial como fuente la para la obtencion de moléculas bioactivas
con potencial broncodilatador que podrian ser utilizadas para el tratamiento del
asma. El efecto farmacolégico del extracto diclorometanico es mediado por un
bloqueo del flujo de calcio, antagonismo no competitivo sobre los receptores
muscarinicos y aumento de segundos mensajeros como AMPc. Por lo que se

acepta la hipotesis planteada.
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Hacer el estudio fitoquimico biodirigido para determinar el (los) componente
(s) responsable (s) de la actividad relajante en la musculatura lisa traqueal.
Determinar la toxicidad del extracto diclorometanico de Argemone mexicana.
Determinar el efecto antiasmatico en un modelo de hiperreactividad
bronquial.

Determinar el mecanismo de accién molecular y funcional de los compuestos
aislados del extracto diclorometanico.

Fomentar mayor interés en el estudio de otras especies del género Argemone

como recursos de gran potencial medicinal.

pag. 70



12. BIBLIOGRAFIA

o Aiello EA. (2013). Canales de potasio (K+) y calcio (Ca2+) en musculo liso vascular. En: Hipertension
Arterial, Epidemiologia, Fisiologia, Fisiopatologia, Diagndstico y Terapéutica. Eds.: Herndn Gémez

Llambi y Daniel Piskorz. Editorial Intermédica, Buenos Aires Argentina. Pp. 87- 92.

e Avila, J. (2017). Comunicacion funcional entre canales de Ca2+ tipo | y canales de Ca2+ activados por
reservorios, su regulacion del tono vascular. Tesis de doctorado, Universidad deSevilla].
https://idus.us.es/bitstream/handle/11441/63846/TESIS%20Javier%20%C3%81vila%20Medina.pdf

e Beltran Saez Mengual O. (2017) Sindrome de Colapso Traqueal en el Perro: Factores Predisponentes,
Parametros Clinicos-Radiograficos y Respuesta a la Terapia Inhalada (Tesis de Doctorado)

Universidad de Murcia.

e BefialdoF., Felipe A., Ferrada D, Javiera C., Castillo G., Sebastian, & Ebensperger D., German. (2017).
Mecanismos regulatorios del tono vascular pulmonar neonatal. Una perspectiva molecular. Revista
chilena de enfermedades  respiratorias, 33(4),  308-315. https://dx.doi.org/10.4067/S0717-
73482017000400308

e Chan Escobar Zurisadai (2018) Analisis quiométrico de la diversidad de alcaloides en tres especies
del genero Argemone L. (Tesis de maestria) Centro de Investigacion Cientifica de Yucatén Posgrado

en Ciencias Biol6gicas.

e DeLaCruz Chacdn, Ivan, & Gonzalez-Esquinca, Alma Rosa, & Riley-Saldafia, Christian Anabi (2012).
Biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos. Universitas Scientiarum, 17 (2),189-202. ISSN: 0122-
7483. Disponible en: https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=49924592005

e Diaz Martinez Heydee Lisbet (2016) Actividad antiinflamatoria y antioxidante del extracto
hidroalcohdlico del latex de Argemone mexicana (Tesis de Licenciatura) Universidad Nacional Mayor

de San marcos Facultad de Farmacia y Bioquimica E.A.P. de Farmacia y Bioquimica.

pag. 71


https://dx.doi.org/10.4067/S0717-73482017000400308
https://dx.doi.org/10.4067/S0717-73482017000400308
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=49924592005

Duran A., M. (2015). Fisiopatologia del asma: Una mirada actual. Revista Colombiana de Neumologia,
27(3), . doi:10.30789/rcneumologia.v27.n3.2015.79.

Eriksen Person M. (2002) Anatomia Humana, primera edicién, México D.F. Lépez Jover Ely (2007)
asma bronquial | epidemiologia, patogenia, definicion Medwave Ene;7(1):e1901 doi:
10.5867/medwave.2007.01.1901.

Guizar Gonzalez. Cecilia (2012) Estudios sobre la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos en
suspensiones celulares de argemone mexicana bajo condiciones de induccién. (Tesis de Doctorado)

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C. Posgrado en Ciencias Bioldgicas.

Goutam Brahmachari, Dilip Gorai, Rajiv Roy (2013) Argemone mexicana: chemical and
pharmacological aspects. Laboratory of Natural Products & Organic Synthesis, Department of
Chemistry, Visva-Bharati University, West Bengal, India DOI: 10.1590/S0102-695X201300500002

Global Iniciative For Asthma. (updated 2021) Online Appendix, Global strategy for asthma

management and prevention.

Gyton & Hall (2011) Tratado de fisiologia Médica Elsevier, Barcelona, Espafia. Decimosegunda

Edicion.

Hernandez-Martinez, A.L., Cervantes-Jauregui J. A.., Cruz-Cruz D., Villegas-Gémez C. (2020)
“Chicalote” Argemone ochroleuca Sweet; La Gran Fabrica de Alcaloides Divisién de Ciencias
Naturales y Exactas, Departamento de Quimica, Universidad de Guanajuato.

http://quimica.ugto.mx/index.php/nyt/article/view/368

lllanes Julio, Leitchle, Jorge, Leyton, Victor, Tapia, Luis Felipe, Fertilio, Barbara, & Castro, Mario.
(2014). Descripcion Histologica de los Diferentes Segmentos del Aparato Respiratorio de Avestruz
(Struthio camelus var. Domesticus). International  Journal of Morphology, 32(4), 1325-
1336. https://dx.doi.org/10.4067/S0717-95022014000400033

pag. 72


http://quimica.ugto.mx/index.php/nyt/article/view/368
https://dx.doi.org/10.4067/S0717-95022014000400033

Izaguirre, V., & Zavaleta, A. I. (1998). Canales de calcio voltajes dependientes. Ciencia E
Investigacion, 1(1), 49-61. https://doi.org/10.15381/ci.v1i1.4979

J.M. Prades, S. Chardon, (2000) Anatomia y fisiologia de la traquea, EMC - Otorrinolaringologia,
Volume 29, Issue 1, Pages 1-12, ISSN 1632-3475, https://doi.org/10.1016/S1632-3475(00)71972-2

J. Jaimes-Garcia,a, R.P. Gallardo-Diaz,a H. L. Ocafia-Servin,a A. Garcia-Rilloa, (2018) La crisis
asmatica: fisiopatologia Revista de Medicina e Investigacion UAEMéx / ISSN: 2594-0600 / Vol. 6 Num.
1./ pp. 39-45.

Kuo IY, Ehrlich BE. (2015) Signaling in muscle contraction. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology.
Feb;7(2):a006023. DOI: 10.1101/cshperspect.a00602

.Laines Hidalgo Jose Iganacio (2019) Analisis de la sintesis de alcaloides en fruto y semilla de

Argemone mexicana L. (Titulo de maestria). Centro de Investigacion Cientifica de Yucantan A.C.

Larenas-Linneman D, SalasHernandez J, Del Rio-Navarro BE, Luna-Pech JA, NavarreteRodriguez
EM, Gochicoa L, et al. MIA 2021, Manejo Integral del Asma. Lineamientos para México. Rev Alerg
Mex. 2021;68 Supl 1:51-s122.

Lozano Jiménez , Y. Y., & Sanchez Mora, R. M. (2020). Canales de calcio como blanco de interés
farmacoldgico. Nova, 18(34), 57-76. https://doi.org/10.22490/24629448.3926

Martinez-Quiroz Z.l., Lopez-Mufioz J. Guevara-Lépez .U.M. (2005) Participacion local de la vial-

arginina-oxido nitrico-GMPc en el efectoantinociceptivo inducido por parecoxib. Volumen 73, No. 2.

Melendez, Carlos. (2013). Risks of herbalism: a case report of Mexican poppy (Argemone mexicana
L) induced liver toxicity. Medwave. 13. e5763-5763. 10.5867/medwave.2013.07.5763.

Mims J. W. (2015). Asthma: definitions and pathophysiology. International forum of allergy & rhinology,
5 Suppl 1, S2-S6. https://doi.org/10.1002/alr.2160.

Murtagh P. Asthma: past and present Arch Argent Pediatr 2009; 107(2): 146-151.
https://www.researchgate.net/publication/24436871_Asthma_past_and_present

pag. 73


https://doi.org/10.15381/ci.v1i1.4979
https://doi.org/10.1016/S1632-3475(00)71972-2
https://doi.org/10.22490/24629448.3926
https://doi.org/10.1002/alr.2160
https://www.researchgate.net/publication/24436871_Asthma_past_and_present

Monroy-Ortiz C. & Castillo Espafia P. (2007) Plantas medicinales utilizadas en el estado de Morelos.
Espafia 2a. Ed. México Comisidn Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad

Universidad Autonoma del Estado de Morelos pag. 198-199

Nancy, A., & Praveena, A. (2017). Argemone mexicana: A Boon to Medicinal and Pharmacological
Approaches in Current Scenario. Cardiovascular & hematological agents in medicinal chemistry,
10.2174/1871525715666170830130155. Advance online publication.
https://doi.org/10.2174/1871525715666170830130155

Organizacion Mundial de la Salud, 2020. Datos y cifras del ASMA. https://www.who.int/es/news-

room/fact-sheets/detail/asthma

Parramén Paidotribo S.L. (2013) El gran libro del cuerpo humano, sexta edicién, Editorial Parramén.

Perpifia Tordera, M., & Lloris Bayo, A. (2004). Los broncodilatadores, esos farmacos maravillosos

[Bronchodilators, those marvelous drugs]. Archivos de bronconeumologia, 40 Suppl 1, 16-22.

Piedras MMP, Huerta LJ. (2011) Mortalidad por asma. Alerg Asma Inmunol Pediatr. ;20(3):107-119.

Pic6 Bergantifios, Maria Victoria, Ruiz Gonzélez, Marlen, Picé Bergantifios, Thais, & Garcia Pérez,
Miguel. (2001). El papel del musculo liso bronquial y los nervios en la fisiopatologia del asma

bronquial. Revista Cubana de Medicina General Integral, 17(1), 81-90.

Renna, Nicolas Federico; Miatello, Roberto Miguel;(2013) Hipertension arterial: Epidemiologia,
fisiologia, fisiopatologia, diagndstico y terapéutica. Fisiologia del musculo liso vascular; Inter-Médica;
1;1; 2013; 172-175.

Reyes-Irisarri, Elisabet (2007) Fosfodiesterasas del AMPc y del GMPc en el cerebro: Expresion en
procesos  neuroinflamatorios y  neurodegenerativos.  Universidad de  Barcelona
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (Espafia)
http://hdl.handle.net/10261/91733

pag. 74


https://doi.org/10.2174/1871525715666170830130155
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/asthma
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/asthma
http://hdl.handle.net/10261/91733
http://hdl.handle.net/10261/91733
http://hdl.handle.net/10261/91733

Rivero-Vilches, S. de Frutos, M. Rodriguez-Puyol, D. Rodriguez-Puyol y M. Saura (2001) Guanilato
ciclasas: procesos fisioldgicosmediados por GMPcF. Departamento de Fisiologia. Universidad
de Alcala. Unidad de Nefrologia. Hospital Universitaio NEFROLOGIA. Vol. XXI. Nimero 3.

Rio-Navarro, Blanca Estela del, Hidalgo-Castro, Emilia Maria, & Sienra-Monge, Juan José Luis. (2009).
Asma. Boletin médico del Hospital Infantil de México, 66(1), 3-33. Recuperado en 30 de junio de 2022,
de

Roldan Bretén, Nuria Renata; Jiménez Vargas, Mariela; Salinas Miralles, Eva (2015) Asma alérgica:
mecanismos inmunologicos, fisiopatologia y tratamientos actuales Investigacion y Ciencia, vol. 23,

nam. 65, pp. 66-72 Universidad Autdnoma de Aguascalientes Aguascalientes, México.

Sanchez-Mendoza, M. E., Castillo-Henkel, C., & Navarrete, A. (2008). Relaxant action mechanism of
berberine identified as the active principle of Argemone ochroleuca Sweet in guinea-pig tracheal
smooth muscle. The Journal of pharmacy and pharmacology, 60(2), 229-236.
https://doi.org/10.1211/jpp.60.2.0012.

Solis Iniesta Patricia. (2010) Epidemiologia del asma en México (Tesis de Postgrado) Universidad
Nacional Auténoma de México. UNAM. facultad de medicina division de estudios de postgrado e
investigacion secretaria de salud. instituto nacional de pediatria
http://repositorio.pediatria.gob.mx:8180/bitstream/20.500.12103/126/1/Tesis2010_44.pdf

Suart Ira Fox (2017) fisiologia humana 14° Edicion, Editorial McGraw ill,

Thirstrup S. (2000). Control of airway smooth muscle tone: ll-pharmacology of relaxation. Respiratory
medicine, 94(6), 519-528. https://doi.org/10.1053/rmed.1999.0738.

Urbano F. L. (2008). Review of the NAEPP 2007 Expert Panel Report (EPR-3) on Asthma Diagnosis

and Treatment Guidelines. Journal of managed care pharmacy : JMCP, 14(1), 41-49.
https://doi.org/10.18553/jmcp.2008.14.1.41.

pag. 75


http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1665-11462009000100002&lng=es&tlng=es
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1665-11462009000100002&lng=es&tlng=es
https://doi.org/10.1211/jpp.60.2.0012
http://repositorio.pediatria.gob.mx:8180/bitstream/20.500.12103/126/1/Tesis2010_44.pdf
https://doi.org/10.1053/rmed.1999.0738

e Vargas Becerra M. H. (2009). Epidemiologia del asma [Epidemiology of asthma]. Revista alergia
Mexico (Tecamachalco, Puebla, Mexico : 1993), 56 Suppl 1, S3-S9.

pag. 76



ANEXOS

Solucién Ringer Krebs 10X

Reactivos Gramos
NacCl 69.2
KCI 35 -
KH,PO4 1.6
MgSO. 2.9
CaCl, 3.9 _

Solucién Ringer Krebs 1X

Tomar 100 mL de solucién

—_—

Ringer Krebs 10X y agregar:
Reactivos Gramos
Dextrosa 2.1 -
Bicarbonato 2.1
de sodio
EDTA 0.01

Soluciéon KCI 80 mM

Reactivo Gramos
NacCl 2.5
Glucosa 2.1
NaHCO; 2.1
KCl 5.97 B
MgSO4 7H>0 0.29
KH 2PO4 0.16
EDTA 0.01
CaCl; 0.37 4

Aforar a 1 L con agua destilada

Aforar a 1 L con agua destilada

Aforar a 1 L con agua destilada
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