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RESUMEN 

La investigación actual del asma se enfoca principalmente al estudio del proceso 
inflamatorio y remodelación de las vias aéreas. Los leucotrienos son parte 
fundamental en el proceso de remodelación de las vlas aéreas debido a sus efectos 
directos sobre las células del músculo liso, eosinófilos, células epiteliales y otros tipos 
celulares. El desarrollo y comercialización de antagonistas e inhibidores de la síntesis 
de leucotrienos constituyen un gran acontecimiento, como corresponde al arribo de 
una nueva clase de agentes terapéuticos. Estos fármacos hacen posible un enfoque 
totalmente novedoso para el tratamiento de la inflamación por inhibición selectiva de 
los efectos de los leucotrienos. Por otro lado, en la medicina tradicional mexicana es 
una práctica común la utilización de infusiones o decocciones de plantas para el 
tratamiento de afecciones de las vlas respiratorias como el asma, en particular 
Argemone pla/yceras Link & Otto (Papaveraceae). Los objetivos del presente estudio 
fueron investigar las propiedades farmacológicas antiasmáticas de A. pla/yeeras en 
la tráquea de cobayo e identificar los principios activos a través de un 
fraccionamiento biodirigido. El extracto metanólico de las flores (30 y 100 "g/mL) 
produjo un desplazamiento de la curva concentración-respuesta a carbacol hacia la 
derecha respecto al control; a las concentraciones de 30 y 100 "g/mL inhibió la Ema, 

a histamina. El extracto metanólico de las hojas disminuyó los valores de p02 en la 
respuesta a carbacol a las tres concentraciones probadas, pero no la respuesta a 
histamina. El extracto metanólico de las flores y hojas de A. pla/yeeras en ausencia y 
presencia de indometacina inhibieron la respuesta contráctil a ovoalbúmina en la 
tráquea de cobayos sensibilizados. Se obtuvieron tres fracciones del extracto 
metanólico de las hojas de A. pla/yearas: diclorometano, AcOEt yagua. Solo la 
fracción de AcOEt (100 ~g/mL) disminuyó de manera significativa el valor de p02 en 
la respuesta contráctil inducida por carbacol. El fraccionamiento de esta fase produjo 
siete fracciones secundarias. Únicamente las fracciones 6 y 7 inhibieron la respuesta 
contráctil inducida por carbacol. A la concentración de 100 "g/mL la fracción 6 fue 
más potente que la fracción 7 para inhibir la respuesta contráctil inducida por 
carbacol (P < 0.05), por lo que se eligió la fracción 6 para análisis posteriores. La 
fracción 6 inhibió la respuesta contráctil en el reto antigénico. En ausencia (10 y 30 
"g/mL, P<0.01) y en presencia (a todas las concentraciones ensayadas, P<0.001) de 
indometacina la fracción 6 inhibió significativamente la respuesta contráctil a 
ovoalbúmina. La fracción 6 (1 , 3 Y 10 "g/mL) produjo un desplazamiento de la curva 
concentración-respuesta hacia la derecha respecto del control y disminuyó la 
respuesta aLTO.. Esta fracción inhibió completamente esta respuesta a la 
concentración de 10 "g/ml. La fracción 6 fue macerada con AcOEt del cual se 
obtuvo una goma de color naranja amorfa que fue identificada por datos 
espectroscópicos como el flavonoide glucosilado isoquercitrina. La fracción 7 fue 
macerada con AcOEt y se obtuvo un pOlvo amarillo que fue identificado como rutina . 
Estos resultados demuestran que A. pla/yceras tiene compuestos con propiedades 
antiasmáticas. 
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ABSTRACT 

Present asthma research is locused on chronic inflammation and remodelling 01 
airways. Leukotrienes take part in the remodelling process due to their direct eftects 
on smooth muscle cells, eosinophils, epithelial cells, and other cell types. Leukotriene 
antagonists constitute a totally novel locus lor processing inflammation by selective 
inhibition leukotriene eftects. In the Mexican traditional medicine is a common 
practice the utilization 01 plant inlusions or decoctions lor the treatment 01 respiratory 
ailments and aftections. The aims 01 the present study were to investigate the 
pharmacological antiasthmatic properties 01 Argemone platyceras Link & Otto 
(Papaveraceae) in guinea pig airways, and to identily the active principies through 
bioassay-guided Iractionation. The methanol extract 01 the flowers produced a 
significant concentration-dependent rightward shit! 01 the carbachol-induced response 
(10 y 30 flg/mL, P<0.01). In the histamine-induced response only Em" decreased 
when tissues were incubated with 30 and 1 00 ~g / mL . The methanol extract 01 the 
leaves diminished p02 values 01 the carbachol-induced response (10, 30, 100 flg/mL), 
and did not modify the histamine-induced response. The methanol extract 01 flowers 
and leaves 01 A. platyceras inhibited the contractile response to ovalbumin either in 
absence or presence 01 indomethacin in tracheae lrom sensitized guinea pigs. Three 
Iractions were obtained Irom the leal methanol extrae!: ethyl acetate (EtOAc), 
dichloromethane and water Iractions. Only the EtOAc phase (100 ~g/mL) 01 leaves 
and flowers significantly decreased p02 01 the contractile response induced by 
carbachol. The lractionation 01 EtOAc Iractions Irom the leaves rendered seven 
secondary Iraelions. Only Iractions 6 and 7 inhibited the contractile response induced 
by carbachol. Fraction 6 (100 ~g / mL, P < 0.05) was more potent than Iraction 7 (100 
flg/mL) to inhibit the carbachol-induced response. Hence, Iraelion 6 was selected lor 
lurther analysis. Fraction 6 significantly inhibited the contractile response to 
ovalbumin 01 tracheae Irom sensitized guinea pigs in absence (10 y 30 flg/mL, 
P<0.01) and in presence 01 indomethacin (3, 10 Y 30 flg/mL, P<0.001). Incubation 
with Iraction 6 (1, 3 and 10 flg/mL) produced a concentration-dependent rightward 
displacement and Em" decrease 01 contractile response to L TO.. This Iraction 
inhibited completely the contractile response to LTO. at 10 ~g / mL. Fraction 6 was 
macerated with EtOAc obtaining an amorphous orange gum which was identified by 
its spectroscopic data as the glycosilated flavonoid isoquercitrin. Fraelion 7 was 
macerated with EtOAc obtaining a yellow powder (116 mg) which was identified as 
the glycosilated flavonoid rutin . These results support the notion that A. platyceras 
contains compounds with anti-asthmatic properties. 
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l. ANTECEDENTES 

1. ASMA 

A. Definición del asma 

El asma es una enfermedad inflamaloria caraclerizada por hiperreactividad. 

inflamación. obstrucción y remodelación de las vias aéreas (Figura 1). Los factores 

que provocan el asma son alergenos de diversos tipos (polen. ácaros. etc.) que 

inducen la liberación de mediadores de la inflamación de los mastocitos bronquiales. 

macrófagos y células epiteliales. Se han identificado dos etapas de la reacción 

desencadenada por estos factores: la fase inicial y la fase tardía. La fase inicial 

comienza a partir de la exposición al alergeno y dura aproximadamente 90 minutos. 

La fase tardia comienza de 3 a 10 horas después de la exposición y puede durar 

hasta varios días (Holcomb, 2004). 

Durante la fase inicial, los mediadores son liberados de los mastocitos 

bronquiales para comenzar un proceso inflamatorio local. La reacción clásica de 

hipersensibilidad de tipo I en asma aguda o en la respuesta inicial a un alergeno se 

inicia cuando éste se une a la IgE y éstos al receptor F""RI del mastocito, 

provocando la liberación de histamina, triptasas, quimasa, heparina y slntesis de 

mediadores lipidicos, como L TC. y PGD" participantes en la broncoconstricción, 

edema y reclutamiento de células inflamatorias (Figura 1) (Robinson, 2004). Varios 

estudios han descrito otras funciones para la histamina en la activación de células 

inflamatorias, dendrlticas y células T. Los mastocitos expresan receptores CysL T1 y 

CysLT2 y su equilibrio es regulado diferencialmente por IL4 e IL-5 (Robinson, 2004). 
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Figura 1. Interacción del mastocito con las células del músculo liso de las vlas aéreas de 
humano. Estas últimas inducen la producción de células madre (SCF), citadnas y 
quimiocinas, actúan en el reclutamiento y supervivencia del mastocito, y producen 
mediadores que contraen al músculo liso de las vias aéreas. La potenciación de la respuesta 
de contracción produce proliferación de las células musculares y modifica el músculo liso a 
un fenotipo alterado por proteínas de la matriz extracelular y colágeno, lo que provoca la 
remodelación de las vías aéreas (tomado de Robinson, 2004). 

Recientemente se han descrito los receptores BL T (para L TB.) en los 

mastocitos que median el reclutamiento de las células T COS· y el receptor CrT H2 

para PGO, se expresa selectivamente en células T del tipo T H2; asl, en el asma los 

mastocitos pueden interactuar con las células T a través de histamina, leucotrienos y 

PGO, (Robinson , 2004). 
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La histamina liberada provoca vasodilatación, aumento de la permeabilidad 

vascular, contracción de músculo liso bronquial e intestinal y aumento en la 

producción de moco. Los leucotrienos a su vez son responsables de la 

broncoconstricción, aumento de la permeabilidad de vénulas postcapilares, 

incremento de la secreción de moco en los bronquios y quimiotaxis de eosinófilos. 

Otros mediadores de la inflamación como: bradicinina y serotonina también provocan 

permeabilidad vascular y la broncoconstricción. Además de producir tos, todos estos 

cambios llevan al edema y la constricción de las vias aéreas (Holcomb, 2004). 

La fase tardia empieza a desarrollarse cuando los componentes celulares 

(incluyendo eosinófilos, neutrófilos y macrófagos) se activan para movilizarse en las 

vlas aéreas. El complemento aumenta la permeabilidad vascular, produce 

vasodilatación, causa desgranulación de los mastocitos y basófilos y aumenta el 

metabolismo celular del ácido araquidónico. El complemento liberado de los 

macrófagos, es conocido como anafilatoxina. Los factores del complemento que se 

sabe que participan en la respuesta anafiláctica son C3 y C3. (Holcomb, 2004). 

Los linfocitos T son atraidos a las vias respiratorias durante la fase tardia para 

ayudar a la producción de inter!eucinas que atraen a las células inflamatorias, 

especialmente eosinófilos, los cuales llegan al lumen bronquial produciendo 

inflamación. La obstrucción de las vlas aéreas es estimulada por el proceso 

inflamatorio que se manifiesta en edema, incremento en la producción de moco, 

contracción del músculo liso e hipertrofia . Durante la fase tardla, las vlas aéreas 

también desarrollan hiperreactividad (Holcomb, 2004). 

10 



B. Diagnóstico y clasificación del asma 

En general, el cuadro clínico que sugiere asma se caracteriza por su peculiar 

presentación episódica, con periodos de remisión en los que el paciente está 

totalmente libre de slntomas. Afecta a ambos sexos, se presenta en cualquier época 

de la vida y puede iniciarse abruptamente o de manera insidiosa, de manera que no 

existe un patrón bien definido en su presentación (Minlz, 2004). 

El diagnóstico cllnico del asma debe considerar la predisposición genética y 

los sintomas cllnicos, por ejemplo, el grado de alteración de la función pulmonar 

(Tabla 1). Al diagnosticar el asma, se deben descartar otros padecimientos que 

pudieran provocar los mismos sintomas. La severidad de la enfermedad se 

determina evaluando la función pulmonar (Tabla 11), y la necesidad de medicamento 

de rescate (Minlz, 2004). 

Existen varios factores que pueden complicar la evaluación de la severidad del 

asma. Primero, la clasificación de la enfermedad se basa en los sintomas que el 

paciente tuvo antes de empezar el tratamiento. Una vez que el tratamiento ha 

iniciado, la clasificación se dificulta . Segundo, el asma es una enfermedad variable 

los pacientes no permanecen en la misma categoría. pasan constantemente de una 

a otra. Y tercero. los mismos pacientes a menudo subestiman sus síntomas. Por 

esto, los pacientes frecuentemente son clasificados incorrectamente (Minlz, 2004). 

, , 
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Tabla l. Diagnóstico del asma en niños y adultos 

Síntomas episódicos de obstrucción del flujo aéreo 

Disnea 
Opresión torácica 
Tos (empeora por la noche) 
Los síntomas se presentan o empeoran en la noche, despertando al paciente. 
Los sín tomas se presentan o empeoran con el ejercicio, infecciones virales, 
cambios de temperatura, emociones fuertes, menstruación, la presencia de 
animales, ácaros, moho, humo, polen o químicos. 
Sibilancias 

Obstrucción de las vias aéreas por lo menos parcialmente reversible 

Variación diurna en FEP en más del 20 % por 1 ó 2 semanas. 
Aumento por lo menos del 12% y 200 mL en FEV, después del uso de un 
broncodila tador. 
Reducción en FEVt y radio FEV,/FVC usando espirometría (indica obstrucción) 

FEP- Flujo espiratorio máximo 
FEV,= Volumen espiratorio forzado del primer segundo = cantidad de aire que un sujeto exhala un 
segundo después de realizar una espiración forzada a partir de su máximo esfuerzo y de los pulmones 
completamente llenos de aire. 
FVC= Capacidad vital espiratoria forzada. 
(Tomado de Mintz et al., 2004) 
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Tabla 11. Clasificación de la severidad del asma 

Tipo de asma* Síntomas** 
Síntomas 

Función pulmonar 
nocturnos 

• Síntomas !!>: 2 veces a la !!>: 2 veces al mes • FEV, o FEP 80% 
semana del predicho. 

• Asintomático y FEP o FEP • FEP variable <20% 
Leve normal entre 
intermitente exacerbaciones 

• Exacerbaciones breves (de 
pocas horas a pocos días); 
la intensidad puede variar 

• Síntomas >2 veces a la >2 veces al mes • FEV, o FEP 80% 

Leve 
semana pero <1 veces al del predicho. 
día • FEP variable 20-30% persistente 

• Exacerbaciones pueden 
afectar la actividad 

• Sfntomas diarios > 1 vez por semana • FEV 1 o FEP >60% -

• Uso diario de agonista Ih- <80% del predicho. 

adrenérgico inhalado • FEP variable >30% 
Moderada 
persistente • Exacerbaciones con 

efecto en la actividad 

• Exacerbaciones 2 
veces a la semana. 

• Síntomas constantes Frecuentemente • FEV, o FEP ~ 60% 

Severa • Actividad física limitada del predicho. 

persistente • Exacerbaciones frecuentes • FEP variable >30% 

• La presenCIa de una de las caracterisllcas de sevendad es sufiCiente para colocar al paciente en esa 
categoria. Las características descritas en esta figura son generales y pueden superponerse por la 
variabitidad del asma. La clasificación de un paciente puede variar en el tiempo. 

"Los pacientes en cualquier nivel de la clasificación pueden tener exacerbaciones leves. moderadas o 
severas. En el asma intermitente los pacientes pueden experimentar exacerbaciones severas separadas 
por largos periodos de función pulmonar normal y sin slnlomas. Tomado de Murphy el al. 1997. 
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C. Epidemiologia del asma 

En las pasadas tres décadas ha habido un aumento espectacular en la prevalencia 

del asma y alergias, especialmente en los paises con estilo de vida occidental. En el 

estudio ISSAC (lntemational Study on Asthma and Affergies in Chifdhood) en el año 

2003, se observó que los paises con mayor prevalencia de asma fueron Australia, 

Nueva Zelanda y Gran Bretaña. En estos paises más del 20% de los niños de 13-14 

años presentaron slntomas de asma. En contraste, en Africa Central, Europa Central 

y Oriental, y en China menos del 5% de los niños presentaron slntomas de la 

enfermedad. Por otro lado, la ECRHS (European Community Respiratory HeaUh 

Survey) ha revelado cifras similares de asma e hiperreactividad bronquial en adultos 

(Holgate, 2004). Mientras estas diferencias en la presencia de la enfermedad pueden 

ser parcialmente atribuidas a factores genéticos, se ha visto que algunos de los 

paises con mayor número de asmáticos, reciben grandes migraciones. Esto sugiere 

que los factores ambientales juegan un papel critico en la etiologia del asma y otras 

enfermedades alérgicas. Por otra parte, los estudios de prevalencia que utilizan 

metodologias similares indican que en un intervalo de 10-25 años la enfermedad ha 

aumentado progresivamente en niños, adolescentes y adultos (Holgate, 2004). 

Desde hace años, el área metropolitana de la Ciudad de México tiene graves 

problemas de contaminación atmosférica, lo cual ha contribuido al aumento en el 

número de casos de asma en nuestro pals (Romieu et al., 1995). En los servicios de 

urgencia de hospitales de segundo nivel , las crisis agudas de asma son causa 

principal de hospitalización. La prevalencia de asma aguda se reporta entre 36.6 y 

56.5 casos por mil pacientes pediátricos atendidos (Ce bailas et al., 2004). 
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Las tasas de morbilidad y mortalidad nacional también se han incrementado. 

En la actualidad el asma se ubica entre el primer y el tercer lugar de las causas de 

internamiento en los hospitales generales, mientras que Instituto Mexicano del 

Seguro Social ocupa el tercer lugar. En los últimos años las tasas de mortalidad y 

morbilidad han aumentado de 3.24 a 12.7 y de 0.34 a 1.23 por cada 100000 

derecho habientes pediátricos respectivamente (Ce bailas et al., 2004). 

D. Fisiopatología del asma 

a) Obstrucción de las vías aéreas 

Los sintomas clínicos y la fisiopatología del asma se deben a obstrucción de las vías 

aéreas que puede ser intermitente, persistente y/o progresiva, o no reversible. La 

obstrucción del flujo de aire puede ser el resultado de múltiples faclores estructurales 

y/o fisiológicos que contribuyen colectiva o individualmente a estrechar las vías 

aéreas. La contribución precisa de cada uno de estos faclores varía entre los 

pacientes asmáticos y guarda relación con las diversas manifestaciones clínicas que 

presenta cada paciente, con la severidad de la enfermedad y con la respuesta 

terapéutica a los fármacos administrados (Lemanske y Busse, 2003). 

b) Espasmo del músculo de las vías aéreas 

Una de las caracterlsticas típicas del asma es la hiperreactividad de las vías aéreas 

que puede ser desencadenada por varios estímulos, provocando la respuesta 

contráctil que conduce a un estrechamiento excesivo de las vías aéreas y en 

consecuencía a la obstrucción aguda de flujo de aire (Lemanske y Busse, 2003). 
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En el espasmo del músculo liso bronquial producido por reactividad excesiva 

participan muchos factores que regulan o contribuyen al tono muscular. Entre ellos 

varias células residentes (mastocitos, macrófagos alveolares, epitelio y endotelio) y 

células inflamatorias circulantes (eosinófilos, linfocitos, neutrófilos, basófilos y, 

posiblemente, plaquetas) que secretan una variedad de mediadores como histamina, 

leucotrienos (L Te" L TD, y LTE,), PGD, Y el PAF que, por sí mismos, inducen 

contracción en el músculo liso bronquial (Lemanske y Busse, 2003). 

El músculo liso de las vías aéreas tiene también un control neural pues es 

inervado vagalmente. Ya sea por activación directa de este nervio o por mecanismos 

reflejos se secreta acetilcolina que contrae al músculo bronquial. Existen también 

otros neuroreguladores como la sustancia P y algunas neurocininas que pueden 

influir en el tono del músculo liso de las vlas aéreas (Lemanske y Busse, 2003). 

e) Edema de la mucosa de las vías aéreas 

Muchos de los mediadores que provocan la contracción del músculo liso bronquial, 

como histamina, leucotrienos y bradicinina pueden aumentar la permeabilidad de la 

membrana y causar edema de la mucosa. Estos cambios contribuyen también a la 

obstrucción del flujo de las vias aéreas (Lemanske y Busse, 2003). 

d) Hipersecreción de moco 

Una de las caracterlsticas del asma severa es la sobreproducción de moco; éste 

puede estrechar mecánicamente el lumen de las v/as aéreas y. en el asma severa, 

formar tapones sólidos. El tapón de moco en las vías aéreas puede presentarse en 

casos severos, en ataques prolongados de asma o en pacientes con asma crónica . 

El resultado es un rearreglo dellumen de las vías aéreas (Lemanske y Busse, 2003). 
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e) Inflamación de las vias aéreas 

La inflamación de las vías aéreas es una característica típica del asma y contribuye a 

la obstrucción del flujo de aire, a la hiperreactividad bronquial y a la iniciación del 

proceso de remodelación. El patrón de inflamación varia considerablemente con la 

severidad y cronicidad de la enfermedad, depende de la etapa de evolución de la 

enfermedad: aguda, crónica o remodelación, y puede determinar la receptividad del 

paciente al tratamiento (Barnes, 2004a). 

Los tejidos de personas que mueren por asma muestran un patrón inflamatorio 

de las vías aéreas: descamación epitelial, taponamiento mucoso de los bronquios y 

bronquiolos segmentales, depósito de colágeno bajo la membrana basal, edema de 

la submucosa, infiltración de células inflamatorias (neutrófilos y eosinófilos), e 

hipertrofia e hiperplasia del músculo liso (Lemanske y Busse, 2003). 

Muchos tipos celulares contribuyen a la inflamación de las vlas aéreas en el 

asma: mastocitos , linfocitos T H2 que liberan citocinas proinflamatorias como IL-4, IL-

5 e IL-13, las que a su vez participarán en el reclutamiento y activación de 

eosinófilos. Los linfocitos y las células epiteliales pueden generar quimiocinas, como 

RANTES y eotaxina que parecen ser esenciales para el reclutamiento de eosinófilos. 

Otro paso crítico en este proceso es la activación de proteínas de adhesión 

endotelial, especialmente las de la superfamilia de la inmunoglobulina, ICAM-1 y 

VCAM-1 . Estas proteínas pueden combinarse con receptores específicos en las 

células inflamatorias para inducir la diapedesis hacia las vlas aéreas (Schmidt et al., 

2000; Lemanske y Busse, 2003). 
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f) Remodelación irreversible de las vías aéreas 

Evidencias recientes han mostrado que algunos pacientes con asma presentan 

obstrucción irreversible del flujo aéreo como consecuencia de la remodelación de las 

vias aéreas, lo cual representa un proceso de daño-reparación del tejido. Se han 

identificado varios componentes de este proceso de remodelación, por ejemplo, 

hipertrofia de músculo liso de las vias aéreas, hiperplasia de las glándulas de moco y 

células de copa, angiogénesis (hiperplasia vascular) y depósito de colágeno en las 

vías aéreas. Estos cambios histológicos parecen ser permanentes pues no se 

revierten con el tratamiento (Lemanske y Busse, 2003). 

Aunque las consecuencias de la remodelación de las vías aéreas son 

evidentes, los procesos implicados en su regulación todavia no están bien definidos. 

El proceso parece estar bajo el control de mediadores distintos a los implicados en la 

respuesta inflamatoria aguda. Por ejemplo, la generación y presencia de factores del 

crecimiento parecen ser más críticas en la remodelación pues inducen la mayoría de 

los cambios estructurales observados en las vias aéreas (Larché et al., 2003). 

Asi, la transición para la remodelación en la inflamación alérgica implica la 

participación de factores de crecimiento del músculo liso, depósito de colágeno, 

proliferación de vasos sanguineos e hiperplasia de la glándula de moco. En conjunto, 

estos datos proporcionan un panorama del asma que comienza con una respuesta 

inflamatoria celular aguda que puede evolucionar a un proceso crónico y dar lugar a 

cambios estructurales en las vlas aéreas y exacerbar la hiperreactividad y la 

obstrucción del flujo de aire en las vias aéreas (Larché et al., 2003). 
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g) Hiperreactividad de las vias aéreas 

Una de las caracteristicas tipicas del asma es la hiperreactividad de las vias aéreas a 

una gran variedad de substancias inhaladas que, aunadas a la exposición al aire fria, 

ejercicio, sustancias irritantes e hiperventilación, exacerban los síntomas bronquiales. 

Entre los factores que contribuyen a la hiperreactividad bronquial en el asma, se han 

descrito algunos polimorfismos genéticos, las caracteristicas histológicas de las vias 

aéreas (por ejemplo, edema, hipertrofia del músculo liso y depósito de colágeno), la 

edad del paciente y la hora del dla (noche odia) (Schmidt et al., 2000). 

Cuando la hiperreactividad de las vlas aéreas se manifiesta en la infancia, 

puede ser un factor de riesgo para el desarrollo del asma. Una prueba positiva a un 

reto con metacolina es diagnóstica de hiperreactividad en pacientes ató picos, con 

fibrosis cistica u otras enfermedades pulmonares crónicas e incluso en individuos 

sanos; la hiperreactividad puede desarrollarse pocas semanas después de una 

infección viral respiratoria (Schmidt et al., 2000). 

E. Tratamiento farmacológico del asma 

En el tratamiento del asma, a pesar de disponer de fármacos que en algunos casos 

resultan muy efectivos, hay casos en los que los medicamentos no controlan los 

slntomas. Estos pacientes pueden presentar exacerbaciones que pueden 

complicarse al grado de requerir atención hospitalaria (Barnes, 2004b). Actualmente 

se ha modificado el manejo del asma. Existen múltiples estudios que demuestran el 

beneficio del uso de los lineamientos establecidos en las Guias Internacionales de 

Diagnóstico y Tratamiento del Asma (Murphy et al., 1997). 
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A continuación se mencionan los fármacos utilizados actualmente para la 

terapia del asma (Tabla 111). 1) Glucocorticoides, por su poderosa acción 

antiinflamatoria. 2) Cromoglicato y nedocromil como antiinflamatorios no-esteroideos. 

3) Agonistas l\-adrénergicos, para la broncodilatación . 4) Teofilina y sus derivados, 

para el broncoespasmo y la inflamación. 5) Antagonistas e inhibidores de la sintesis 

de leucotrienos, como broncodilatadores y antiinflamatorios (Figura 2). 6) 

Anticolinérgicos que se utilizan también como broncodilatadores, aunque éstos son 

menos eficaces que los agonistas l\-adrénergicos (Murphy et al., 1997). 

Estos tratamientos tienen una eficacia limitada que se ha relacionado con la 

gran variabilidad en la respuesta individual de los pacientes. Esta variabilidad puede 

deberse a diferencias en la tolerancia al tratamiento, la severidad, tipo y recurrencia 

de la enfermedad, la exposición al ambiente, la dieta, la interacción del tratamiento 

con otros fármacos, ya características biológicas individuales, tales como la edad, el 

estado nutricional, la función hepática y renal (Pignatti, 2004). El resultado es la 

urgente necesidad de encontrar mejores alternativas terapéuticas para el asma y por 

eso se estudian nuevos fármacos, algunos de los cuales se resumen en la Tabla IV. 

Como parte de esta búsqueda existen algunas opciones en la medicina alternativa y 

complementaria que incluyen el uso de homeopatía, yoga, acupuntura y plantas 

medicinales (Markham y Wilkinson, 2004). 
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Tabla 111. Fármacos utilizados en el tratamiento del asma 

Medicamento Indicaciones y 
Efectos adversos Recomendaciones 

Mecanismos terapéuticas 

Corticosteroides Indicaciones • Tos, disnea, candidiasis • La limpieza de la boca 
(Glucocorticoides) • Prevención de los síntomas a oral. después de la 

largo plazo; supresión y control • En altas dosis, los efectos inhalación disminuye 
Inhalados de la inflamación. sistémicos pueden ocurrir, los efectos 

Oipropionato de • Reducción de la necesidad de aunque los estudios no secundarios y la 

beclometasona corticosteroides orales son concluyentes, el absorción sistémica. 

Budesonida significado clínico de • Oexametasona no se 
Flunisolida Mecanismos estos efectos no ha sido incluye porque se 
Propionato de • Antiinflamatorio. Inhibe la establecido (insuficiencia absorbe altamente y 

fluticasona producción de ci!ocinas, renal, osteoporosis, tiene efectos 
Acetonido de activación de protelnas de supresión del crecimiento represivos secundarios 

Iriamcinolona adhesión y activación y Y fragilidad capilar) a largo plazo 

migración celular 

Orales 
Indicaciones • A corto plazo: • Utilizar dosis efectiva 
.Para corto plazo (3-10 dlas) anormalidades en el 

más baja. Para el uso Metilprednisolona En caso de ataque: para metabolismo de la 
Prednisolona obtener un rápido control del glucosa, aumento de 

a largo plazo, alternar 

Prednisona asma persistente. apetito, retención de 
en el dla, por la 
manana produce 

• Para la prevención a largo líquidos, aumento de 
menos toxicidad. Si se 

plazo de slntomas en el asma peso, cambios de humor, 
requieren dosis diarias, 

severa persistente. hipertensión, úlcera 
un estudio muestra 

péptica y raramente 
una mejor eficacia sin 

Mecanismos necrosis de fémur. 

• A largo plazo: supresión 
ningún aumento en la 

.EI mismo que los inhalados. supresión suprarrenal 
del eje suprarrenal, cuando se administra a 
supresión del las 3 de la larde en 
crecimiento, fragilidad lugar de la mariana. 
dérmica, hipertensión, 
diabetes, slndrome de 
Cushing, cataratas, 
debilidad muscular y, en 
casos raros, dano del 
sistema inmune. 

Cromolín sódico Indicaciones • Del 15 al 20 por ciento de • La respuesta 
y Nedocromil 

• Prevención de los síntomas a los pacientes se quejan terapéutica al cromolin 
Orales 

largo plazo. del sabor desagradable y el nedocromil a 

• Tratamiento preventivo para del nedocromil. menudo ocurre dentro 

antes de la exposición al de 2 semanas, pero a 

ejercicio o al alergeno las 4-6 semanas son 

conocido. necesarias pruebas 
para determinar el 

Mecanismos máximo beneficio. 

• AntHnflamalorio. Bloquean la 
fase inicial y tardla de la 
reacción alérgica. Inhiben la 
respuesta aguda al ejercicio, 
fria, aire seco, y 502 
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Medicamento 
Indicaciones y 

Efectos adversos 
Recomendaciones 

Mecanismos terapéuticas 

Agonistas P2- Indicaciones • Taquicardia, temblor del • No usar para tratar 
adrenérgicos • Prevención de los síntomas a músculo esquelético e síntomas agudos. 

largo plazo, especialmente los hipocalemia. • No debe ser utilizado 
Inhalado sín tomas nocturnos, como • Un efeclo broncoprotector en lugar de la terapia 

SaJmelerol terapia anliinflamaloria. disminuido puede ocurrir antiinflamatoria. 
• Prevención del dentro de 1 semana de • Puede proporcionar 

broncoespasmo inducido por lerapia crónica. El mejor control de los 
ejercicio. significado clínico no se slntomas si se anade a 

ha establecido. corlicosteroide 
Mecanismos inhalado 

• Broncodilatadores. • AJbuterol: agonista fh-
Relajación de músculo liso. adrénergico de acción 

• In vitro, inhibe la liberación de tardía con larga 

mediadores del maslocito, duración y menos 

disminuye la permeabilidad efectos secundarios 

vascular. que los agentes orales 

Melilxantinas Indicaciones • A dosis tóxicas: • Mantener las 

• Control a largo plazo y taquicardia, néusea y concentraciones del 
Orales prevención de slnlomas vómito, estimulación del suero en un estado 

Teofilina nocturnos. sistema nervioso central, constante entre 5 y 15 
dolor de cabeza, mg/mL. 

Mecanismos hematemesis, • No se recomienda 

• Broncodilatador. Relajación hiperglicemia e generalmente para 

del músculo liso. hipocalemia. exacerbaciones. Es 

• Puede afectar la infiltración A dosis terapéuticas: obligatorio registrar las 

de eosinófilos en la mucosa insomnio, malestar concentraciones en el 

bronquial y disminuye el géstrico, úlcera o reflujo, suero. 

número de linfocitos T en el hiperactividad en algunos 

epitelio bronquial. ninos, dificultad de orinar 

• Aumenta la contractilidad del en pacientes con 

diafragma. prostatismo. 

Modificadores 
Indicaciones 

• Sólo un caso de efecto • La administración con 
de leucotrlenos • Control y prevención de los adverso especifico a la comida disminuye 

síntomas a largo plazo en 
fecha. biodisponibilidad; 

Orales: asma persistente. 
• Hay un caso reportado de tomar 1 o 2 horas 

Zafirlukast Mecanismo hepatitis reversible e después de la comida . 
• Antagonista del receptor de hiperbilirubinemia; altas • Inhibe el metabolismo 

leucotrieno: Inhibidor concentraciones pueden de warfarina y aumenta 
competitivo selectivo de los causar deterioro del el tiempo de 
receptores de L TD4 Y LTE4 • hígado. protombina; es 

inhibidor competitivo 

Indicaciones de la isolima hepática 
Zileuton • Control y prevención de los CYP2C9. 

slntomas a largo plazo en Se ha reportado aumento Inhibe la CYP3A4 que 

asma persistente. de enzimas del hígado puede inhibir 
Los informes de hepatitis metabolismo de 

Mecanismo reversible e terfenadina, warfarina 

• Inhibidor de la 5 1ipooxigenasa 
hiperbilirubinemia son y teofillna. Monitoreo 
limitados. de enzimas hepáticas 

(Tomado de Murphy el al, 1997) 
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Tabla IV. Fármacos e:roe:uestos como nuevos agentes antiasmáticos 

Agentes Mecanismo Efectos adversos Referencia 

Metotrexato Anliinflamatorio Salpullido, hepatotóxico, Davies el al., 2000 
dolor abdominal, náusea, 
diarrea, estomatitis , dolor 
de cabeza. 

Troleandomicina Efecto sinérgico Aumento de peso, Moss, 1995 
cuando se administra retención de IIquidos, 
con cor1icosleroides intolerancia a la glucosa, 
orales. aumento de los niveles 

de colesterol y 
he~atotoxjcidad . 

Compuestos de oro Agente Diarrea, prurito, Niven y Argyros, 2003 
inmunomodulador. citopenia, ulcera bucal, 
Disminuye el nivel de proteinuria y slndrome 
prostaglandinas y nefrótico de Frank. 
leucotrienos. 

Ciclosporina Inmunomodulador, Nefroloxicidad Niven y Argyros, 2003 
disminuye la slntesis y dependiendo de la dosis, 
liberación de los temblor, hirsutísmo, 
mediadores hipertensión, hiperplasia 
inflamatorios de los y complicaciones con 
mastocitos ~ basófilos. infecciones. 

Gammaglobulina Disminuye los niveles Dolor de cabeza y Niven y Argyros, 2003 
intravenosa de IgE, Inhibe la náusea. 
(IVIG) activación de linfocitos 

y la producción de IL-2 
e IL-4. 

Heparina inhalada Inhibe la activación de Ningún efecto adverso Níven y Argyros, 2003 
linfocitos, quimiotaxis asociado. 
de neutrófilos, 
crecimiento del 
músculo liso y reduce 
la activación del 
com~ l e m e n lo . 

Anti-IL-5 Reducción de Ningún efecto adverso Boushey, 2003 
eosinófilos en esputo y asociado. 
san~re . 

7 Anticuerpo El anli-lgE previene la Benéfico solo en el Rosenwasser et al., 
Monoclonal IgE unión del IgE a los tratamienlo de asma 2003 

maslocitos y basófilos. alérgica. 
Inhibidores de Reduce el número de Efectos modestos anle Boushey, 2003 
Triptasa eosinófilos y niveles de un reto antigénico y 

IL-4 e IL-5 en el lavado ningún efecto en la 
bronquial. hiperreactividad 

bronquial. 
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F. Medicina tradicional y asma 

Las plantas medicinales forman parte importante de los recursos terapéuticos que se 

han empleado en la medicina tradicional mexicana desde tiempos precolombinos. 

Las comunidades indlgenas utilizan diferentes preparaciones a base de plantas para 

tratar un gran número de enfermedades, entre ellas el asma. 

En la actualidad la aplicación de técnicas más exactas y sensibles en los 

estudios con plantas ha contribuido de manera notable al análisis biológico y químíco 

de las mísmas (Fabrícant y Farnsworth, 2001). Se estima que en nuestro planeta 

existen alrededor de 500 000 especies de plantas superiores. De éstas, solo 6% han 

sido evaluadas biológicamente y aproximadamente el 15% han sido sometidas a 

estudios químicos. 

Una parte esencial de la medicina tradicional, en casi todas las culturas es la 

preparación de infusiones o decocciones de plantas y hongos que se utilizan para 

prevenir y tratar las enfermedades. Los fármacos y suplementos derivados de 

plantas tienen un mercado importante en la mayorla de los países, inclusive en los 

industrializados (Linde et al., 2001). 

Numerosos compuestos aislados de las plantas han sido evaluados en 

modelos experimentales y en ensayos clínicos. Muchos de ellos parecen ofrecer 

beneficios bioquímicos y fisiológicos, pero sólo algunos han demostrado propiedades 

antiasmáticas especificas (Tabla V) (Hyland, 2003). 
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México cuenta con una gran diversidad florlstica. Las plantas medicinales son 

recursos terapéuticos que se han empleado en la medicina tradicional mexicana 

desde tiempos precolombinos. La etnobotánica estudia la interacción entre el hombre 

y las plantas a lo largo del tiempo y en diferentes ambientes, nos informa acerca del 

conocimiento popular sobre herbolaria, y por eso sienta las bases para las 

investigaciones fitoqulmicas y farmacológicas (Aguilar et al. , 1994). 

El potencial de las plantas medicinales de nuestro país ha sido poco explorado 

como posible fuente de nuevos fánmacos antiasmáticos. Entre las plantas que se han 

utilizado en nuestra medicína tradicional para tratar el asma se encuentran: 

Cymbopetalum penduliflorum, Heliotropium curassavieum, Pitheee"obium albieaule, 

Malvaviseus arboreus, Euealyptus globulus, Polypodium polypodioides, Datura 

diseolor, Solandra grandiflora Argemone mexicana, Argemone oehroleuea y 

Argemone platyeeras (Argueta et al., 1994). 

En particular la especie Argemone platyeeras es utilizada por las comunidades 

mazahuas y otomles del estado de México. Un té preparado con el botón de la flor, 

se utiliza para el tratamiento de pulmonía y bronquitis, también se usa para tratar el 

catarro, dolor de cabeza, de pulmón o de pecho y para problemas denmatológicos 

(Aguilar et al., 1994). 

2, Argemone platyceras Link & Otto 

Argemone platyeeras Link & Otto (Papaveraceae) se conoce popularmente como 

chicalota, cachilota, carlota, espina blanca y chayotero (Figura 3); se localiza en los 

estados de México, Hidalgo, Michoacán y Tlaxcala (Argueta et al., 1994). Mide de 
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30 cm a 1 m de altura, puede ser anual o durar más de 2 anos; las hojas son de color 

verde blancuzco con hendiduras y terminan en una espina fina; las flores son 

vistosas y de celar blanco al amarillo pálido; el fruto es grande, espinoso y con 

semillas negras y savia amarilla. Habita en clima templado, entre 1200 y 2400 msnm, 

se asocia a pastizal, bosques de encino y pino (Aguilar et al. , 1994). 

En la especie A. platyceras se han detectado varios alcaloides como reticulina, 

munitagina, argemonina, metilargemonina, norargemonina, platycerina, 0-

metilplatycerina y N-metosal de platycerina (Atta-ur-Rahman, 1994) (Figura 4). Sin 

embargo, ni esta especie ni sus alcaloides han sido objeto de investigación biológica . 

" 

Figura 3. Argemone platyceras Link & Otto 
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Tabla V. Plantas de las gue se han obtenido comE:uestos con actividad antiasmática 

Especie Compuestos Acción bio lógica Referencia 
{efecto) 

Acanthaceae Vasicinona Broncolítico, Oorsch y Wagner, 
Adhatoda vasica Ness. (Alca_) Inhibidor de la 1991 

síntesis de 
leucotrienos 

Araliaceae Ginsen6sidos Antialérgicos Chao et al., 2003 
Panax ginseng CA Meyer. 

Asteraceae Ternatina Antiinflamalorio Souza el al., 1992 
Egletes viscosa Less. (Flavonoide) 

Asleraceae Scoparona Relajante del Fang et al. , 2003 
Artemisia scoparia Waidsl. (Coumarina) músculo liso 

traqueal 

Asteraceae S· petasina, Relajante del Ko et al. , 2001 
Petasnes formosanus S·isopetasina músculo liso 

Kitamura. (Sesquiterpenos) traqueal. 

Buddlejaceae Mimengósido B Acción Emam et al., 1997 
Buddleja madagascariensis (Saponina) expectorante 

Lamk. 

Burseraceae Ácido Bosweliico Inhibidor de la 5- Milier, 2001 
Boswelfia serrata L. lipooxigenasa 

Fabaceae l3·feniletilaminas y Inhibidor de la Addy, 1992 
Oesmodium adscendens (Sw) tetrahidroisoquinolinas síntesis de 

D.C. (Alcaloides) prostaglandinas 

Ginkgonaceae Ginkgólidos Anliinflamatorio Huntley y Ernsl, 
Ginkgo bilaba L (Terpenos) 2000 

Labiatae Baicalina Antialérgico Liaw el al., 1999 
Scutellaria baicalensis Georgi. (Flavonoide) Antiinflamalorio 

Liliaceae Cepaenos Inhibidor de la 5- Oorsch y Wagner, 
Allium cepa L. lipooxigenasa 1991 

Magnoliaceae Magnolol Antiinflamatario Ka et al., 2003 
Magnolia obovata Thunb. Honokiol Relajante del 

(Compuestos fenólicos) músculo liso 
traqueal 

Malpighiaceae Ácido Anlialérgico Neszmelyi el al. , 
Gafphimia glauca Cavo Tetragallailquinico 1993. 

Rubiaceae Hispidulina Antiespasmódico Hazekamp etal. , 
Cferodendrum petasnes S. (Flavoooide) 2001 

Maare. 
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11. JUSTIFICACiÓN 

La idenlificación de algunos procesos involucrados en la respuesta inflamatoria en el 

asma ha llevado al conocimiento de nuevos blancos farmacológicos, éste es el caso 

de los leucotrienos que participan en la inflamación, hiperreactividad y obstrucción de 

las vías aéreas y consecuentemente, en su remodelación. Se ha demostrado que los 

antagonistas del receptor de leucotrienos pueden ínhíbir estos procesos. 

La búsqueda de agentes que inhiban los procesos en que participan estos 

mediadores puede ser la clave para un mejor control del asma. En este sentido las 

plantas constituyen una fuente inagotable de nuevas estructuras moleculares que 

pueden ser de gran utilidad para el control del asma. 

Se ha establecido la importancia de profundizar en el conocimiento del 

potencial terapéutico antiasmático de las plantas en nuestro país, para esto se deben 

realizar estudios sistemáticos que permitan conocer la composición química y 

evaluar la actividad farmacológica de extractos y compuestos obtenidos de las 

plantas de interés. 

Argemone platyceras se ha utilizado para tratar algunos síntomas del asma 

por lo que nos propusimos valorar las propiedades antiespasmódicas, antialérgicas y 

antiinflamatorias de la especie en un modelo experimental de asma. Este estudio 

contribuirá al conocimiento de las propiedades medicinales de esta especie botánica, 

que constituye un recurso natural de México. y se sumará a los esfuerzos de 

búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas para el control de la enfemnedad. 
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111. HIPOTESIS 

Argemone pla/yceras, contiene compuestos que tienen efectos antiespasmódicos, 

antialérgicos y antiinflamatorios sobre el músculo liso de tráquea de cobayo como 

modelo experimental de asma. 

IV. OBJETIVO GENERAL 

Estudiar los efectos antiespasmódicos, antialérgicos y antiinflamatorios de los 

extractos y fracciones obtenidos de Argemone pla/yceras sobre el músculo liso de la 

tráquea de cobayo 

1. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Valorar las propiedades de extractos y fracciones de las hojas y las flores de 

Argemone pla/yceras como: 

a) Agentes antiespasmódicos sobre la contracción inducida por carbacol e 

histamina en el músculo liso de tráquea de cobayo. 

b) Agentes antialérgicos sobre la contracción inducida por ovoalbúmina en el 

músculo liso de tráquea de cobayos previamente sensibilizados por un reto 

antigénico con ovoalbúmina. 

c) Agentes antiinflamatorios sobre la contracción inducida por LTD, en el 

músculo liso de tráquea de cobayo. 

2. Aislar y caracterizar los principios activos responsables de la actividad biológica. 
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V. MATERIAL Y METODOS 

1. Fitoquimica 

A. Colecta y clasificación botánica 

El material vegetal fue colectado en el verano del 2000 en el poblado de Santa Maria 

que se encuentra en la carretera Federal Toluca-Cuernavaca . la planta fue 

identificada como Argemone plalyceras Link & Otto en el Herbario del Centro Médico 

Nacional Siglo XXI del Instituto Mexicano del Seguro Social, por la M. en C. Abigail 

Aguilar Contreras. Un ejemplar quedó depositado con el número de registro 14496. 

B. Preparación de extractos 

El extracto de las hojas de Argemone plalyceras se preparó con 500 g del material 

vegetal limpio, seco y molido, via maceración a temperatura ambiente con 2 litros de 

metanol (MeOH), durante 48 h. Para el extracto metanólico de las flores se utilizaron 

700 g de material y 2.5 litros de MeOH. los extractos fueron filtrados y el disolvente 

se eliminó con un rotavapor Büchi R-205. Este procedimiento se realizó, tres veces 

para cada extracto. 

C. Fraccionamiento químico 

El extracto metanólico de las hojas (5.6 g) disuelto en 30 ml de MeOH se sometió a 

partición liquido-liquido; con agua, diclorometano (CH2CI2) y acetato de etilo (AcOEt). 

El volumen obtenido fue el siguiente: 50 ml de la fracción acuosa, 170 ml de CH2CI2 

y 150 ml de AcOE!. los solventes se evaporaron por destilación a presión reducida, 

y la fracción acuosa se liofilizó. As! se obtuvieron las fracciones primarias. 
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Para separar los compuestos de la fracción de AcOEt de la hojas de 

Argemone platyceras, se realizó una cromatografia en placa preparativa . Para ello se 

aplicaron 108.6 mg de la fracción de AcOEt en un cromatofolio de silica gel (Merck) 

de 2 mm de espesor de 20 x 20 cm, utilizando como eluyente una mezcla de 

cloroformo-metanol (3: 1). Por este procedimiento se obtuvieron 7 fracciones 

secundarias (F, ), que de mayor a menor polaridad se designaron con números 

consecutivos del 1 al 7 (Figura 5) 

MATERIAL VEGETAL 

HOJAS de Argemone platyceras 

Metanol 1 maceración (48 h I 3 veces) 

CH, CI, 

EXTRACTO CRUDO 

Extracción j Partición 

AcOEt' 

Cromatografia preparativa 

F, F" 

¡ 
H,O 

FRACCIONES 
PRIMARIAS 

FRACCIONES 
F, SECUNDARIAS 

Figura 5. Procedimiento de fraccionamiento del extracto metanólico de 

las hojas de Argemone platyceras. *Fracciones con actividad biológica. 
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Para mejorar el rendimiento de estas fracciones se realizó una CC. Se 

preadsorbió la fracción de AcOEt (2 g) en celita 1 :3. Como fase estacionaria se utilizó 

silica gel 1 :20 (sílica gel 60, 0.2-0.50, Merck); se eluyó cambiando gradualmente la 

polaridad con una mezcla de CH,CI, y MeOH en diferentes proporciones. Se 

obtuvieron 176 fracciones, de las cuales las fracciones 123 a 125 contenían la 

fracción 6, Y las fracciones 139-148 y 149-155 correspondían a la fracción 7. 

Las fracciones 6 y 7 se sometieron a una CCF eluída con CH,CI,:MeOH 

(80:20) y revelada con sulfato cérico. Esto permitió determinar que en cada fracción 

teníamos un solo compuesto, por lo que se procedió a su purificación . 

D. Purificación y caracterización de los compuestos 

Los compuestos presentes en las fracciones 6 y 7 se purificaron mediante CC. 

Utilizando como fase estacionaria Oiaion HP-20 (1:4) y como sistema de elución 

MeOH (100%) Y AcOEt (100%). Así se eliminó la mayoría de impurezas y se 

procedió a la caracterización de los compuestos presentes en las fracciones. 

Los compuestos presentes en estas fracciones se determinaron por CCF en 

cromatofolios (Merck) de 0.25 mm de espesor GF'54 (con indicador fiuorescente al 

UV), como fase móvil se utilizó el sistema de elución CHCI3-MeOH (3: 1). Para 

visualizar los compuestos en las fracciones activas se utilizó luz ultravioleta de una 

lámpara UVGL-25 a 365 y 254 nm, y reacciones de coloración con sulfato cérico 

amoniacal y tricloruro de aluminio (agentes cromogénicos). Los puntos de fusión se 

determinaron en un aparato Fisher Johns. 

Am WGHI, II:li "rqylllil~ OE IfifORMA~11Ii1 
J ¡UQ It,'lO ItISTOIII QQ -
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Para caracterizar los compuestos se utilizó resonancia magnética nuclear de 

protón (RMN-'H) y de carbono 13 (RMN-13C), espectrometria de masas por impacto 

electrónico (EMIE), espectros de infrarrojo y ultravioleta. Para la RMN-' H se utilizó un 

espectrofotómetro Varian (Unity 300) de 300 MHz y Varian Gemini 2000 de 200 MHz, 

utilizando como solvente metanol deuterado y tetrametil silano como referencia 

interna. Los espectros de RMN-13C se determinaron en un equipo Varian Gemini XR-

300 a 75 mHz. Para los espectros de IR se utilizaron los espectrofotómetros Perkin 

Elmer 283-8 y Nicolet FT-JR 5 SX. Los espectros de UV se obtuvieron con un 

espectrofotómetro Perkin Elmer 552. La EMIE se realizó en un espectrómetro 

Hewlett-Packard 5985-8 y el espectrómetro de ionización de masa por electrospray 

se obtuvo en un espectrómetro Quattro 11, Micromass (UK). 

2. Experimentos fanmacológicos 

A. Animales 

En el estudio se utilizaron cobayos machos de la cepa Hartley criados en condiciones 

convencionales y con peso de 400-500 g. Los animales se dividieron en dos grupos: 

1) animales sensibilizados con ovoalbúmina y 2) animales no tratados. 

B. Procedimiento de sensibilización 

Los cobayos recibieron 120 ¡tg/mL de ovoalbúmina + 2 mg de hidróxido de aluminio 

disueltos en 2 mL de SSF, 1 mL se administró por vía Lp. y 1 mL por via S .C. , este fue 

considerado como día 1 de tratamiento. En el día 8 los animales fueron expuestos 

durante 7 minutos a un aerosol generado a partir de una solución de 3 ¡tg/mL de 

ovoalbúmina en SSF. El día 15 los animales fueron expuestos durante 3 minutos a 
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0.5 Ilg/mL de ovoalbúmina en SSF. Los aerosoles se generaron en un nebulizador 

Aspen, el diámetro de partlcula fue de 1-7 11m, y el fiujo de 0.6 mUmin. 

C. Obtención del tejido traqueal 

Los cobayos (sensibilizados y no sensibilizados) se anestesiaron con pentobarbital 

sódico (95 mg/Kg) vla i.p. Se disecó la tráquea cuidando de no exponerla a la sangre 

y se limpió de tej ido conectivo. Se obtuvieron preparaciones cilindricas de cuatro 

anillos cartilaginosos cada una que se colocaron en baños para órganos aislados con 

5 mL de Ringer Krebs-Bicarbonato (RKB) con la siguiente composición (mM): NaCI 

120, KCI 4.7, KH,PO. 1.2, MgSO. 1.2, NaHCO, 25, CaCl, 2.5 y glucosa 11. Los 

tejidos se mantuvieron a 3rC con burbujeo continuo con 5% CO,..95% O" pH=7.4. 

La tensión iso métrica se registró con un pollgrafo Grass modelo 7B via un 

transductor de tensión FT03C (Grass Instruments). Los tejidos se estabilizaron a 19 

de tensión durante 60 minutos, cada 15 minutos se lavaron con solución fresca, y se 

les aplicaron dos estimulas eléctricos (16 Hz, 100 mV, 10 ms, durante 10 s). Al final 

del periodo de estabilización los tejidos se estimularon con una solución de potasio 

60 mM preparada a partir de RKB por sustitución equimolar de KCI por NaCI, asi se 

valoraron la viabilidad y reproducibilidad de la respuesta tisular y se seleccionaron 

para el estudio aquellos tejidos que tuvieron dos respuestas consecutivas similares. 

D. Evaluación de la citotoxicldad de los extractos y fracciones 

Para valorar la posible toxicidad de los extractos o fracciones se observó la 

respuesta a KCI 60 mM después de 30 min de incubación con 1 00 ~ g/ m L de los 

extractos o fracciones. Una respuesta similar a la obtenida durante la selección de 
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los tejidos (antes de la incubación) fue considerada como indicadora de que los 

compuestos a ensayar no eran tóxicos. 

E. Evaluación del efecto antiespasmódico 

Se utilizaron anillos de tráquea aislados de cobayos no sensibilizados. Los tejidos 

seleccionados se incubaron, durante 30 mino con 10, 30 o 100 ~ g / mL de los 

extractos, las fracciones primarias o la fracciones secundarias de A. platyceras. A 

continuación se agregaron al baño de incubación concentraciones acumulativas de 

carbacol (1 x 10" a 1 x 10.sM) o histamina (1x10" a 1x10" M), cada 5 minutos se 

agregó una nueva dosis. El control se incubó con un volumen equivalente de 

vehlculo, DMSO:EtOH (3:2); el volumen total del solvente que se agregó al baño fue 

de 0.05%, el cual se sabe que es inocuo para el tej ido. Cada anillo de tráquea se 

utilizó para una sola curva concentración-respuesta. 

F. Evaluación del efecto antialérgico 

A los 25 dias de sensibilización, se disecaron los anillos de tráquea para montarlos 

en baños de tejidos aislados en las condiciones antes descritas. Tras el periodo de 

estabilización, los tejidos se incubaron con extracto de Hores (1 , 3, 10 ~ g / m L), 

extracto de hojas (3,10, 30 ~ g/ m L) , fracción 6 (3, 10, 30 ~ g/ mL ) o vehiculo (20 ~L ) . 

A los 30 min se realizó un reto antigénico único adicionando 3.74 ~g/m L de 

ovoalbúmina (OA) y la respuesta se registró durante 60 minutos. Para descartar la 

posible participación de los productos de la ciclooxigenasa en la respuesta a 

ovoalbúmina se realizó una serie idéntica de experimentos en presencia de 
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indometacina (1 x 10" M). Solamente las fracciones que previamente habian 

mostrado actividad antiespasmódica fueron evaluadas en este ensayo. 

G. Evaluación del efecto antiinflamatorio 

Se realizaron curvas concentración-respuesta a L TD4 en preparaciones de tráquea 

de animales no sensibilizados. Todos los experimentos se realizaron en presencia de 

indometacina (1x10"M). Para evitar la conversión de LTO, a LTE" los tejidos se 

incubaron con cistelna 6 mM (inhibidor de la aminopeptidasa) durante treinta 

minutos; a continuación se agregaron al bano de incubación 0.3, 1.0, 3.0 o 1 O ~g /mL 

de la fracción 6 o 20 ~L de vehiculo o 0.1 ~g/mL de zafirlukast que se utilizó como 

control positivo de antagonista de L TO., éstos se incubaron durante 30 minutos más. 

Al final de la incubación, se realizaron curvas acumulativas aLTO, (1x10'" a 1x10" 

M). La fracción 6 se seleccionó para esta evaluación porque previamente habia 

mostrado actividad antiespasmódica yantialérgica. 

3. Análisis estadistico 

Los resultados se expresan como promedio ± error estándar de la media de 4 a 5 

determinaciones. La respuesta inducida por KCI 60 mM se considera la respuesta 

máxima; las respuestas inducidas por carbacol, histamina y L TO, se expresan como 

porcentaje de la misma. La respuesta máxima (Em.,) Y el logaritmo negativo de la 

concentración efectiva 50 (p02) se calcularon por regresión lineal en base a la curva 

concentración-respuesta mediante el programa Sigma Plot versión 7. Los resultados 

se analizaron por análisis de varianza de una via y prueba de comparaciones 

múltiples de Bonferroni. Una P<0.05 se consideró significativa (Tallarida et al., 1988). 
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VI. RESULTADOS 

1. Efecto antiespasmódico 

A. Extractos 

Los extractos metanólicos de la flor (30 y 100 ~g l mL) y la hoja (10, 30 Y 100 ~ glmL) 

desplazaron a la derecha la curva concentración-respuesta a carbacol, como lo 

demuestra la disminución (P indicada en la tabla) en los valores pO, (Tabla VI). En 

cambio, la respuesta máxima no fue alterada por ninguno de los extractos. 

Por otra parte, el extracto de la flor (30 y 100 ~ glm L) disminuyó 

significativamente la respuesta máxima a histamina, sin modificar los valores pD2 

(Tabla VI). El extraclo de hoja no tuvo efecto sobre esta respuesta. 

Tabla VI . Respuesta Inducida por carbacol e histamlna en la tráquea 
aislada de cobayo en presencia de los extractos metanólicos de las 
holas y las flores de ArRemone platvceras 

Extracto Carbacol 

(~g l mL) pD, E"",, (%) 

Flores 

Control (n=4) 6.90 ± .06 208±11 

10 (n=4) 6.75 ± .06 101 ± 5 

30 (n=4) 6.39 ± .01" 143 ± 11 

100 (n=4) 6.41 ±.13" 131 ± 9 

Hojas 

Control (n=5) 7.13 ±.06 150 ± 9 

10 (n=4) 6.82 ± .02" 145 ± 6 

30 (n=4) 6.53 ± .10"" 141 ± 3 

100 (n=4) 6.23 ± .03"" 158 ± 7 
Los datos representan el promedio ± E. E. (0=4-5) 
"P<O.05, **P<O.OO1 en comparación con el control. 

pD, 

5.83 ± .23 

5.45 ± .02 

5.08 ± .28 

4.61 ± .47 

4.81 ± .43 

5.10 ± .21 

4.56 ± .28 

4.72 ± .33 

Histamina 

E_ (%) 

105 ± 16 

65 ± 12 

42 ± 8" 

28 ± S-

112 ± 80 

117 ± 10 

100 ± 20 

62 ± 50 
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B. Fracciones primarias 

Cuando se analizó el efecto de las fracciones de diclorometano, AcOEt yagua, 

observamos que solamente la fracción AcOEt (100 ~g/ mL ) obtenida de ambos 

extractos produjo una disminución significativa (P<0.01) en los valores pD, de la 

respuesta a carbacal y que no hubo efecto sobre la respuesta máxima (Tabla VII , 

Figura 6). No se muestran los datos de las fracciones de diclorometano yagua que 

fueron inactivas. Se descartaron las fracciones de diclorometano yagua y se 

seleccionó la fracción AcOEt para continuar el análisis . 

Tabla VII. Efecto de la fracción de acetato de etilo de l. 
flor y la hoja de A. platyceras sobre la respuesta inducida 
por ca rb I l ' I r d itá d b aco en e muscu o ISO e a raquea e co ayo 

Tratamiento pO, 
(ua/mLJ 

Fracción AcOEt de la flor 

Control 7.29 ± .08 

10 7.07 ± .02 

30 6.77 ± .09 

100 6.59 ± .06" 

Fracción AcOEt de l. hoja 

Control 7.09 ± .09 

10 6.80 ± .15 

30 6.51 ± .09 

100 6.05 ± .08" 
Los datos son el promediO ± E. E. (n- 4) 
""P<O.01 comparado con el control. 

E "". (-J.) 

11 0 ± 6 

100 ± 1 

105 ± 4 

101 ± 1 

11 5 ± 9 

120 ± 13 

109 ± 5 

99 ± 10 
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Figura 6. Efecto de la fracción de acetato de etilo de la HOJA 
de Argemone plalyceras sobre la respuesta inducida por 
carbaool en tráquea de cobayo. Cada uno de los puntos 
representa el promedio + E.E. (n= 4). 
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c. Fracciones secundarias 

Observamos que solamente las fracciones 6 y 7 disminuyeron los valores pD, de la 

respuesta a carbacol y que la fracción 6 tuvo mayor efecto que la fracción 7 (P<O.05). 

No hubo efecto sobre la respuesta máxima (Tabla VIII, Figura 7). 

Tabla VIII. Efecto de las fracciones secundarias activas 
de A. platyceras sobre la respuesta contráctil Inducida 

b l · á por car aco en el musculo liso de traauea de cobayo 

Tratamiento 
pO, 

(l'9/mL) 

Fracción 6 
Control 6.93 ±.16 

10 6.47 ± .07 

30 6.20 ± .OS 

100 6.00 ± .Ol"' 

Fracción 7 

Control 7.35 ± .05 

10 7.17 ±.06 

30 7.05 ±.04 

100 6.S3 ± .OS" 
-Los datos son el promedio ± E. E. (n-4) 

*P<O.05. **P<O.Ol comparado con el control. 
tP<O.05 comparado con la fracción 7 (100 ~glmL) . 

E mu (';.) 

1OO ± 6 

105 ± 4 

1oo ± 3 

101 ± 3 

110 ± 4 

105 ± 3 

104 ± 3 

10S ± 9 
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Figura 7. Efecto de las fracciones 6 y 7 aisladas de la fracción de acetato de 
etilo de las HOJAS de Argemone pfatyceras sobre las curvas concentración 
respuesta producidas por carbacol en traquea de cobayo. Cada uno de los 
puntos representa el promedio ± E.E. (n= 4). 
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2. Efecto antialérgico 

A. Extractos 

La respuesta al reto antigénico con ovoalbúmina en animales sensibilizados se 

caracteriza por tener dos fases, la inicial en que se presentan contracciones fásicas 

durante los primeros diez minutos y la tardla en que la contracción es sostenida. En 

los controles se observó este patrón de respuesta que disminuyó transcurrido el 

tiempo de registro. Asl se verificó que los animales estaban sensibilizados. 

En ausencia de indometacina el extracto metanólico de la flor de A. platyceras 

(3 Y 1 O ~g / mL) inhibió la respuesta tardla al reto antigénico con ovoalbúmina en el 

músculo liso de tráquea aislada de cobayos sensibilizados, entre 10 Y 40 min (Figura 

8, panel superior). En presencia de indometacina el extracto de la flor (10 ~g / mL) 

inhibió la respuesta temprana y tardía al reto antigénico con ovoalbúmina en el 

músculo liso de tráquea aislada de cobayos sensibilizados (Figura 8, panel inferior). 

El nivel de significancia se indica en la figura. 

Por otra parte, el extracto metanólico de la hoja de A. platyceras (30 ~g / mL) , 

en ausencia de indometacina disminuyó las respuestas temprana y tardía a 

ovoalbúmina, en tráqueas aisladas de cobayos sensibilizados (Figura 9, panel 

superior). En presencia de indometacina el extracto de la hoja (30 ~g / mL) disminuyó 

la respuesta tardla, a partir de los 40 min, al reto antigénico con ovoalbúmina en 

tráqueas aisladas de cobayos sensibilizados (Figura 9, panel inferior). La 

significancia estadlstica se indica en la figura . 

'D XOCIIIMllCO SERVICIOS OE INfORMA&IUII 
ARCHIVO HISTORICO 
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B. Fracciones secundarias 

Se analizó el posible efecto antialérgico de la fracción 6 que fue la que presentó el 

mayor efecto antiespasmódico sobre la respuesta inducida por carbacol en músculo 

liso de tráquea de cobayo no sensibilizado. 

La fracción 6 obtenida de la fracción de AcüEt del extracto de hoja de A. 

platyceras (10 y 30 ~g/mL), en ausencia de indometacina inhibió la respuesta 

temprana y la respuesta tardla (10 a 40 min) al reto antigénico con ovoalbúmina en 

tráqueas aisladas de cobayos sensibilizados (Figura 10, panel superior). La inhibición 

inducida por la menor concentración del extracto (3 ~g/mL) sólo fue significativa a los 

20 mino La significancia estadlstica se senala en la figura. 

En presencia de indometacina, todas las concentraciones ensayadas de la 

fracción 6 de hoja de ACüEt (3, 10 y 30 ~g/mL) inhibieron la respuesta al reto 

antigénico con ovoalbúmina en tráqueas aisladas de cobayos sensibilizados. La 

inhibición de la fase temprana no alcanzó significancia estadística, en contraste, la 

inhibición de la respuesta tardla fue muy significativa (P<0.001) (Figura 10, panel 

inferior) 
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3. Efecto antiinflamatorio 

La fracción 6 obtenida de la fracción de AcOEt de hoja de A. plalyceras lue 

seleccionada para analizar el efecto antiinflamatorio por su capacidad de inhibir la 

contracción inducida por L TD, en músculo liso de tráquea de cobayos no 

sensibilizados. 

La fracción 6 (1, 3 Y 10 Ilg/mL) produjo un desplazamiento de la curva hacia 

la derecha respecto del control y una disminución de la Em" similar a la inducida por 

zafirlukast (0.1 Ilg/mL), que fue el control positivo. La mayor concentración de la 

fracción 6 (10 Ilg/mL) inhibió totalmente la respuesta contráctil (Tabla IX, Figura 11). 

Tabla IX. Efecto de la fracción 6 sobre la respuesta 
contráctil del músculo liso de la tráquea de cobayo 
inducida por LTD .. 

Tratamiento 
pO, E max (%) 

(~g/mL) 

Control 8.70 ± .05 93 ± 8 

Fracción 6 

0.3 8.86 ±.04 68 ± 9 

1 7.20 ± .50' 50 ± 6 

3 7.01 ± .25" 33 ± 13' 

10 O··· O"· .. 

Zafirlukast 

0.1 6.52 ± .29 ...... 16 ± S' 
Los datos representan el promedio ± E. E. (n-4-5) 
·P<O.05, "'P<O.01 y "·P<O.OO1 vs. el control. 
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4. Fraccionamiento químico 

Se obtuvieron 131.51 9 de extracto metanólico de las flores de A. platyceras, lo cual 

representa un rendimiento del 18.7%. Del extracto metanólico íntegro se tomaron 

6.41 9 Y se disolvieron en 30 mL de MeüH; se procedió a fraccionarlo mediante una 

extracción por partición, utilizando disolventes con diferente polaridad: CH,CI" ACüEt 

yagua, en diferentes proporciones. 

El rendimiento de las fracciones primarias obtenidas por partición fue el 

siguiente: 1.60 9 (24.9%) de CH,CI" de 0.17 9 (2.6%) de AcüEt, y 0.60 (9.3%) de la 

fracción acuosa. 

Del extracto metanólico de las hojas se obtuvieron 88.4 g, equivalentes a un 

rendimiento de 14.7 %. El rendimiento de las fracciones primarias obtenidas por 

partición del extracto metanólico de las hojas, fue el siguiente: 1.12 9 (20.0%) para 

CH,CI" 0.13 9 (2.3%) para AcüEt y 1.55 9 (27.6%) para la fracción acuosa. 

Para aislar los compuestos de la fracción activa de AcüEt de hoja de A. 

platyceras, se aplicaron diferentes pruebas quimicas de coloración que permitieron 

detectar la presencia de f1avonoides y alcaloides. Posteriormente se realizó una 

cromatografía en placa preparativa, de donde se obtuvieron 7 fracciones 

secundarias, que se designaron con números consecutivos del 1 al 7. 
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A. Purificación e identificación de los compuestos aislados 

De la fracción 6, que mostró efecto antiespasmódico, antialérgico y antiinflamatorio 

se obtuvo la isoquercitrina (C"H",012) (Figura 12) en forma de un polvo café con un 

punto de fusión 224°-227"C, sU peso molecular en el espectro de masas fue de 464; 

los datos obtenidos del espectro de RMN' H (Tabla X), RMN13C y correlación 

heteronuclear de enlace múltiple HMBC (Tabla XI) coincidieron con los descritos en 

la literatura (Markham et al. , 1978; Price y Rhodes , 1997; Un et al. , 1999). 

H 

3' " OH 

XI 
'<:::: 

HO 5' 
l ' #' 

13 
6' 

6~ 

5 , 
OH O 

50 o 
H 

H OH 

Figura 12. Estructura de la Isoquercitrlna 

52 



Por otra parte, de la fracción 7 se aisló la rutina (C2,H300 '6) (Figura 13) en 

forma de un polvo amarillo con un punto de fusión 184"-188"C, su peso molecular en 

el espectro de masas fue de 610; los datos del espectro de RMN'H (Tabla X, 

Espectro 1), RMN13C (Espectro 2), HMBC (Tabla XI), DEPT (Espectro 3), Cosy 

(Espectro 4) Y Hetcor (Espectro 5) confirmaron esta estructura, y coinciden con lo 

reportado previamente (Batterham y Highet, 1964 y Lin et al., 2000), 

HO 

H~H o 
.. H H3H 

H H 

H H 

, 
, ,:::r 9 o 2 

1" 13 , 
o 

Figura 13. Estructura de la rutina 

OH 

3' OH 
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1 5 ,. .4" 
6' 
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Tabla X. Datos de RMN 1H de Isoquercitrina y rutina 

'H ISOQUERCITRINA (F6) RUTINA (F7) 

DDm DDm 

6.20 d(J= 1.4) 6.40 d(J= 2.0) 
6 6.39 d(J= 1.4) 6.21 d(J= 2.0) 

8 7.71 d(J=2.1) 7.67 d(J= 2.1) 
2' 6.87 d(J= 8.5) 6.87 d(J= 8.5) 
S' 7.58 dd(J= 8.5, 2.1) 7.63 dd(J= 8.5, 2.1) 

6' 5.23 d(J= 2.3) 5.10d(J=8.1) 

G, 3.48 l(J= 9.5, 8.2) 3.48 dd(J= 9.0, 8.1) 

G, 3.43 t(J= 9.5, 8.5) 3.42 d(J= 4.2) 
G, 3.35 t(J= 9.8. 8.5) 3.27 s 

G. 3.22 ddd(J= 9.8, 5.4, 2.3) 3.33 s 
G, 3.71 d(J= 11 .9,2.3) 3.80 d(J= 10.6) 

G .. 3.57 d(J= 11 .9, 5.4) 3.39 d(J= 4.2) 

Gbo 4.52 d(J= 1.5) 
R, 3.63 dd(J= 3.4, 1.5) 
R, 3.53 dd(J= 9.6, 3.4) 
R, 3.28 s 

R. 3.45 d(J= 3.4) 
R, 1.12 d(J= 6.2) 

CH, 

- -G glucosa, R- ramnosa. La senal qulmlca en referenCia a TMS. 
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Tabla XI. Datos de RMN " e de Isoauercitrina v rutina 

ISOQUECITRINA (F6) RUTINA (F7) 

pm H8MC pm H8MC 

2 159.1 2'('J),6'('J) 166.1 2'('J),6'('J) 

3 135.7 G,(lJ) 104.8 G1(3J) 

4 179.6 179.5 

5 163.2 6('J) 163.1 6('J) 

6 100.0 8('J) 130.5 

7 166.1 8(' J),6('J) 159.5 8(' J ),6('J ) 

8 94 .8 6(' J) 95.0 6('J) 

9 158.6 8(' J) 158.6 8('J) 

10 105.8 8('J), 6('J) 105.7 8('J),6('J) 

l ' 123.2 2'(' J),5'('J ) 123.2 2'('J ), 5'('J) 

2' 117 .1 6'(' J) 117.8 6'(' J) 

3' 146.0 2'('J),5'('J) 145.9 2'('J), 5'(' J) 

4' 150.0 
2'('J),6'('J ), 149.9 

2'(' J),6'('J ), 
5'('J) 5'('J) 

5' 116.1 116.2 

6' 123.3 2'(' J ) 123.7 2'(' J) 

G, 104.4 G,(' J) 100.1 8(' J) 

G, 75.8 G,('J) 78 .3 G,{' J ), G.('J ) 

G, 78.2 G, ('J), G.('J) 77 .3 
Gb. \' J), 
G.( J) 

G. 71 .3 G,(' J) 72.3 R,('J ), R, (' J ) 

G, 78.5 G.(' J) 75.8 G,('J ) 

G, 62 .7 68.7 R,CJ) 

R, 102.5 Ga,('J) 

R, 72 .25 R,(' J ) 

R, 71.5 G,(' J) 

R, 74.0 
R, (' J), 

R,('J), R,('J) 
R 1CJ), 

R, 69.8 R,(' J), 
R,(2J) 

CH, 18.0 

-G- glucosa, R- ramnosB. Ser.al qulmlca con referencia a TMS. 
3 J, y'J indican acoplamiento l3e-1H a 2 y 3 enlaces respectivamente . 
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VII. DISCUSiÓN 

El músculo liso de las vías aéreas tiene propiedades y funciones que lo involucran en 

la patogénesis del asma. Experimenta cambios en sus propiedades contráctiles en 

respuesta a mediadores tales como histamina , cisteinil leucotrienos (L TC" L TD" 

L TE,), PGD, Y PAF, los cuales contribuyen a la inflamación, hiperreactividad, 

obstrucción y consecuentemente a la remodelación de las vias aéreas. 

Los extractos metanólicos de las hojas y flores de A. platyceras produjeron 

una inhibición de la respuesta centráctil inducida por carbacel y por un reto 

antigénice con ovoalbúmina en la tráquea de cobayo. Al realizar el fraccionamiento 

del extracto metanólico de las hojas se obtuvieron las fracciones 6 y 7 que centenían 

los f1avonoides: isoquercitrina y rutina, respectivamente. 

Este tipo de cempuestos ha sido detectados en otras especies, cemo Humulus 

lupulus (8handari, 1964), Psidium guaja va (Lozoya et al., 1994), Conyza fifaginoides 

(Mata et al., 1997). Theobroma cacao (Sánchez -Rabaneda et al., 2003) e Hypericum 

perforatum (Zou et al., 2004), pero no se hablan reportado en A. platyceras. 

Las diferentes concentraciones del extracto metanólice de las hojas, la 

fracción de AcOEt (Figura 6) y sus fracciones 6 y 7 (Figura 7 ) inhibieron la respuesta 

centráctil inducida por carbacel, efecto que se hizo evidente por un desplazamiento 

paralelo hacia la derecha de las curvas concentración-respuesta de las diferentes 

cencentraciones del extracto respecto al control. Este tipo de desplazamiento 

cencuerda cen el de un antagonista competitivo (Tallarida et al., 1988), y sugiere un 

efecto anticelinérgico, y una posible interacción de la fracción 6 (isoquercitrina) cen 
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los receptores de tipo muscarinico M3 presentes en el músculo liso de la tráquea de 

cobayo. Las investigaciones más recientes indican que la acetilcolina puede modular 

la contracción, proliferación y expresión de protelnas contráctiles del músculo liso de 

las vias aéreas; induciendo la remodelación de las mismas; de ahi que se afirme que 

los anticolinérgicos pueden inhibir el progreso de estos procesos (Gosens, 2004). 

Se ha observado que la isoquercitrina y la rutina, compuestos presentes en las 

fracciones 6 Y 7 respectivamente, inhiben la respuesta contráctil inducida por 

carbacol en el íleon de rata y de cobayo (Mata et al, 1997; Lozoya et al., 1994). Otros 

estudios han reportado actividad relajante en el músculo liso de aorta torácica de rata 

(Ajay et al., 2003), y actividad antiinflamatoria en diferentes modelos experimentales 

(ealixto et al., 2003; Morikawa et al., 2003). 

En el presente estudio se seleccionó la fracción 6 para evaluar el efecto 

antialérgico sobre el reto antigénico con ovoalbúmina en animales previamente 

sensibilizados y el efecto antiinflamatorio sobre la contracción inducida por L TD, 

pues fue la fracción que presentó mayor efecto antiespasmódico sobre la contracción 

inducida por carbacol en el músculo liso de tráquea de cobayo (Tabla VIII) . 

Al evaluar el efecto antialérgico de la fracción 6 sobre el reto antigénico con 

ovoalbúmina (modelo experimental de asma) se encontró que, en presencia de 

indometacina, inhibe de manera significativa la respuesta tónica o tardla. Se sabe 

que en este tipo de análisis, la respuesta contráctil del músculo liso de la tráquea de 

cobayo es mediada principalmente por los productos de la lipooxigenasa, 

esencialmente los leucotrienos (Addy y Burka 1988, 1990). Asi,los inhibidores de la 
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5-lipooxigenasa y los antagonistas de los receptores de los leucotrienos inhiben la 

fase tardía o tónica (Yamada et al, 1992). Estos datos sugieren que la fracción 6 

puede ejercer su efecto inhibitorio por esta vía y por eso decidimos evaluar su 

actividad sobre la contracción inducida por L TO, en el músculo liso de tráquea de 

cobayo y compararla con el efecto del antagonista zafirlukast. La respuesta contráctil 

de la fracción 6 (3 ~g/ mL ) fue similar a la del zafirlukast (0.1 ~g / mL), pero a la 

concentración de 1 O ~g/m L, la respuesta contráctil de la fracción 6 inhibió totalmente 

la respuesta aLTO,. Este resultado sugiere que la Isoquercitrina que es el 

compuesto presente en mayor proporción (95%) en la fracción 6 puede actuar como 

un antagonista del receptor de L TO, del músculo liso de las vías aéreas. 

La descripción de los mecanismos involucrados en la respuesta inflamatoria 

en el asma ha llevado a la identificación de nuevos blancos para el desarrollo de 

alternativas terapéuticas para el asma. Este es el caso de los leucotrienos, que en la 

actualidad se han identificado como potentes agentes broncoconstrictores que 

participan en el aumento de la hiperreactividad bronquial y en la remodelación de las 

vlas aéreas asociadas al asma. 

Un estud io reciente en un modelo murino de asma mostró que los 

antagonistas del receptor de leucotrienos pueden inhibir la remodelación, la 

movilización y desgranulación de eosinófilos, la liberación de citocinas, la hiperplasia 

y el aumento en la secreción de glándulas mucosas, la hiperplasia de las células del 

músculo liso, el depósito de colágeno y la fibrosis pulmonar (Holgate et al., 2003). 
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Los f1avonoides son compuestos a los que se les han atribuido diversas 

acciones y que tienen caracteristicas de agentes antioxidantes (Calixto et al., 2003). 

La isoquercitrina de la fracción 6 puede actuar como antiinflamatorio, a través de la 

inhibición del efecto de los leucotrienos, y modificar la progresión de la enfermedad. 

El hecho de que la fracción 6 modifique la respuesta contráctil inducida tanto 

por carbacol como por L T04 sugiere una interacción con los receptores de tipo 

muscarínico M3 y con los receptores CysL T de los leucotrienos. Esto es relevante ya 

que una misma molécula puede controlar el asma actuando simultáneamente en dos 

niveles, lo que se traduce en que su actividad sea antiinflamatoria y broncodilatadora. 

Actualmente el tratamiento del asma tiene un enfoque dual que busca 

administrar al paciente diferentes combinaciones de medicamentos que controlen la 

inflamación y el broncoespasmo. Para esto los médicos indican generalmente 

combinaciones de glucocorticoides y agonistas p-adrenérgicos, antagonistas de 

leucotrienos y antihistamínicos; o glucocorticoides y antagonistas de leucotrienos 

(Currie et al. , 2005). Asl, compuestos con propiedades anticolinérgicas y 

antiinflamatorias, como es el caso de la isoquercitrina, pueden ser de gran utilidad 

para el manejo adecuado de los síntomas del asma ya que pueden inhibir el proceso 

de remodelación de las vías aéreas. 

Nuestros datos, finalmente, presentan la primera evidencia farmacológica de 

la acción de compuestos aislados de A. platyceras en un modelo experimental de 

asma. Esperamos que estos hallazgos promuevan futuras investigaciones de fuentes 

naturales mexicanas para la búsqueda de nuevos fármacos antiasmáticos. 
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VIII. CONCLUSIONES 

1. Los extractos metanólicos de las flores y hojas de Argemone platyceras 

tuvieron actividad antiespasmódica observada por su efecto anticolinérgico. 

2. Los extractos metanólicos de las flores y hojas de Argemone platyceras 

mostraron actividad antialérgica observada por su efecto inhibidor de la 

respuesta al reto antigénico con ovoalbúmina en el músculo de la tráquea de 

cobayo. 

3. El fraccionamiento biodirigido del extracto metanólico de las hojas de 

Argemone platyceras condujo al aislamiento y caracterización de dos 

compuestos: isoquercitrina y rutina. 

4. La isoquercitrina mostró su efecto antiespasmódico, antialérgico y 

antiinflamatorio al inhibir la respuesta del músculo liso de tráquea de cobayo a 

carbacol, al reto antigénico con ovoalbúmina y a LID" respectivamente. 

5. Este trabajo demuestra que Argemone platyceras contiene fracciones y 

compuestos con actividad anticolinérgica y antileucotrieno O,. 
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AMl nlel 

A"gcII/o/l1! p{utyceras i5 used in Mell ico as a Temed)' for cough. bronchitis and pncumonia. Thc prcsent sludy was perfonned 10 investigate the 
phannacological anli' lsthmatic propcnies of Arg~monl! plQtyt:t>ra.J on .irways and 10 identify ilS aClive principies. Methanol cxtraclS of lcaves Ind 
tlowers. subscqucnl organic 1M aqllCOUS extraelion phases, Ind silica ¡el chromatography frad;OIls \Vere assayed 00 lhe carbachol-induced 
response:. andlO( on ovalbumin Intigenic ehatlenge, and 011 leukotriene D ~·i nduccd response: of traeheae from sc:nsi tized IInd noo-sensili7.ed 
guinca-pigs. Mcthanol extr.tels. ethyl-aceta¡e phase. and ilS fractions 6 and 7 inh ibited Ihe caroachol·induced conlrnctite response:. lsoqucrcitrin 
Ind rulin were Ihe main compounds found in fraclions 6 aOO 7 ll.'Spectively. Isoqucrcitrin (fraclion 6) abolishcd the response 10 ovalbumin, and 
dccn:ased the contnlctile response 10 Icukolricnt D~ _ Bcause of ils effcc1 on carbachol·iMUCcd oontraetilc response_ on lhe late-phase: response 10 

ovalbumin. ilOd on leukotriene D4-induccd contnlCli le response. isoquereitrin mighl be highty useful in trcatmcnt of ISlhma. 
e 2005 Elscvier B. V, AII rights rescrvcd. 

1. Inlrodu clioll 

Asthma is a disease of Ihe airways wilh sn underlying 
inflammatory component. The prevalence and healthcare 
burdcn of asthma are rising and it is predicted thal Ihis rise will 
continue throughout!he currenl century (Belvisi el al. , 20(4). 
Recenl asthma research is focusro on chronie inflammation and 
remodeling of the airways as manifestcd by airway thiekening. 
airway smoolh muscle hypcnrophy, subepilhelial fi brosis and 
malrix protein deposition. epithelial eell damage Ilnd hy-
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perplasia of goblet cell s, in liltrntion of cosinophils in cpilhclium 
and submucosa, and cylokine produclion. 

Cysleinyl leukotrienes (C~. D~. and E.) can be generatcd 
by cosinophils. mast cells and alveolar macrophages. The 
actions of cysleinyl leukOlriencs are mainly due lO intemetion 
wilh the cystcinyl Icukotriene·1 fttCplor. wh ich can lcad 10 

airway smooth muscle contrnclion. leukocyte chcmOlaxis. and 
vascular pcnncability ¡ncrease (Lemanskc and Busse, 2(03), 
Cysteinyl Icukotricnes may lakc pan in the asthmatic 
remode1ing proccss by thei r dircct effccts on smooth muscle 
cells, eosinophils, cpilhclial cells. and likely other cell types 
(Hui and Funk , 2(02). 

Leukolriene production is incrcased in asthma. and blood 
eosinophils from asthmalic patients synthesizc S- to IO·fold 
grcaler amounlS ofleukotrienes Ihan Ihose from normal subjecls. 
Studies in guinea pigs suggesl Ihat thesc mcdiators can 
potentiatc Ihc releasc of acelyJchol ine and tachykinins from 
vagal nc!Ve endings and capsaicin-scnsitivc affcrenl C fi bers. 
rcspcclivcly (Salvi el al., 200 1). Thcreforc it is expcclcd that 
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1.2; NaHCOJ 25; CaCll 2.5, and gluoosc 11 . This solulion was 
maintaincd al 37 oC, pH 7.4 and bubbled with 5% CO2- 95% 
O2. lsomelric lension was recorded by n\ellns of a Gmss 
polygmph model 70 via a Grass FT03C Irnnsducer. Tissues 
were plaeed under a resting tension of I g (maintained 
IhroughoUI the expcrimcllls) and allowcd 10 equilibrate for 60 
min; during this timc, lissucs were washed with fresh Krebs 
bicarbonate solulion al 15-min intelVals. To funher standardizc 
tissue responses. IWO conscculive eleclric stimuli (16 Hz, 100 
mV. 10 ms for 10 s) wcrc applicd. Atlhe end oflhe equilibralion 
periodo lissues wcrc stimulatcd twice with 60 mM KCI. Only 
tissues with two similar consccutive responses lo KCI were 
included in the sludy. 

Cumulativc conccntration-response cUlVes 10 Ihe agonislS 
carbachol (1 x 10- 11- 1 x 10- 6 M) and histamine (1 x 10- 6 _ 

1 x 10- · M) were conSlructcd (Van Rossum, 1963). ExtraclS, 
phascs and fraclions ofleaves and flowcrs of A. p/atyceras (10. 
30 and 100 'Ig/ml) or the vehicle were addcd 30 min prior to the 
firsl dos<: of agonist. ExtraclS, phases and fractions wcrc 
dissolvoo in dimethyl sulfoxide :ethanol (5 :2) in such a way 
thal final vehic1e coneenlration in the organ bath was S 0.15%. 
whieh preved to be innocuous. Only one concentration­
response curve was obtaincd frOIll eaeh tissue. Al the end of 
expcriments. a maximally elTcctivc ooncenlralion of KCI (60 
mM) was added 10 each balh lo assess lissue viability. 

1.4. Antigen chal/elige experimenls 

One group ofani mllls was sensilized at day O with 120 Jlg of 
ovalbumin mixed wilh 2 mg AI(OI-l)) dissolvcd in 2 mi ofsaline 
solulion which werc administered Lp. and s.c. ( 1 mi each way). 
On day 8, guinea pigs werc cxposcd lo an aerosol gcncraled 
from a solulion of] mglml ovalbumin in saline delivered byan 
A$PEN nebulizer (partiele diamcler 1-7 )Jm, flow 0.6 mVmin) 
for 7 mino On day 15, animals were exposcd (aerosol) to 0.5 Jlg/ 
mi ovalbumin in saline solulion for 3 mi no On day 25 , unimals 
were killcd and lrachcae werc obtaincd and processcd as 
dcscribcd. Traeheae wcre pre-incubatcd with extracts, phases or 
fraetions of A. /Jlalyceras flowc r ( 1.3, and 10 IIg/ml) or leaf(3, 

[O. and 30 Jlg/ml) or vehicle during 30 min; Ihen. tissues were 
ehallenged with 3.74 Jlg/ml ovalburnin and responses rccorded 
ovcr 60 mino To di slinguish the contribution ofcyclooxygenase 
prodUCIS 10 contraclile response. a series of experimcnls was 
earried out in Ihe absenee or in the presenee of 1 x 10- 6 

M indomclhacin. previously addcd 10 the Krebs bicarbonale 
sulution. 

2.5. Alllj-/ellkolrielle effecls 

Bccause fraetion 6 eompletely inhibitoo late response 10 
ovalbumin. which is causcd primarily by leukolrienes (Yamada 
el al.. 1992), the likcly antilcukolriene efTccl Oflhis fmetion was 
invcstigatcd. For this, cumulative oonccnlration-responsc 
eurves for leukOlriene D. (1 x 10- " lo I x 10- 1 M) in guinea­
pig lracheal rings were oonslructed in prcscnce of indomethacin 
(1 x 10- 6 M). To inhibil conversion of Icukotricne D. into 
leukotriene E.. tissues were incubatcd wilh 6 mM cysleinc 
(inhibilor of amino pePlidasc); subscquently. fmclion 6 was 
addcd 30 min before elaboration of Ihe cumutalive con­
centration-response cUlVe 10 leukotricne D •. A positive anli-
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w,,1l nKtll.nol C.Jl1nd o(,lle Ro~ of A'I{t""IOII ~ pkJty«ras in the.bKno;:e (A) 

DI'" pr-ewnc:e lB) o( indomclhlcin. Exh poinl rqwesenlS rran y.luc.iS.E.M. 
I~H.::.I linn) of four c~pcrimcnt5 . ·P< O.OS. ··P<O.O l. ···P<O.OOl . 
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mi ) s ignificantly inhibitcd both carly and lote phascs (3- 40 min) 
oflhc conlractilc response 10 ovalbumin (Fig. lB) (P valucs as 

in Fig. 1). 
Rcgarding ¡he lear mclhanol extracto in ¡he abscnce of 

indomclhacin 30 I.g/ml decreascd carly and late response lo 
ovalbumin (P <O.OI Dnd P < O.05. respcctively) (Fig. 2A). In Ihe 
presence ofindornclhacin , only ¡he highest conccntration of¡hc 
lcaf ex lrael (30 ,.g/ml) significantly inhibitcd contractilc 
response 10 ovalbumin from 40 min onward (P<O.05) (Fig. 
2B). As mClhanol cxlracts from nowcrs and Icaves did nOI 

display any ClTcel on the pOl valucs of histaminc-induced 
response, ful1hcr cxpcrimcnts on histaminc response werc 
discarded. 

J.1. EffeclS of erhyl-acetare phase on agonist upe";ments 

Thrce exlraclion phascs wcrc oblaincd from methanol extraet 
of A. platyceras Icaves and nowers: elhyl-acetale; dichlo­
romethanc. and water phases. Only the ethyl-acetate phasc 
(100 .. g/mi) of leaves and flowers significantly dccrcascd 
pOl of eontraetile response induced by carbaehol (P< O.OI) 
(Table 2). 
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fi¡. l . Tnnponl COUl1C of Ihc rontfadile response indU«d by anligen 
(ovalbumin) in InCline from KnSi,ited gu inea pigs afta- lO-min incube,ion 
... ith fnlction 6 in!he.bsmce (A) or pramtt (B) of indomefhac:in. EadI point 
reproentI mnn value:t.S.E.M . (venicallines) of foor elI:penmenlS. · P<0.05. 
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Fill. 4. Effcd of frIClion 6 aOO ufirlukut on (~tnllion - responsc C\lIVU 
produce<! by leukotriene D. in lhe PfUCocc of indomcl llacin in guint'll-pi¡ 
isol.'e<! '",chate. Reaultsart uprcssed as petttntagc oflUpOllse lo 60 mM KCI 
and are mean *S.E.M. (verticallines)orfoorot.crv.tions.. P v.Jues as iOOicated 
in T.bIe l . 

3.4. Effecls offractions on agonist exlJerimenls 

Thc frnClionalion ofthe ethyl-acetate phase fmm lcaves and 
flowers rendered scven flllctions on column ehromalography. 
Only fractions 6 and 7 (100 .. g/mi) inhibited eontraclile 
response induced by carbachol. response in guinea-pig trachea! 
rings, but fraclion 6 was more polenl than fraelion 7 (P<0.05) 
(Tab!e 2). Thereforc, fraelion 6 was se!ecled for further analysis. 

3.5. Effecls offruclions O" untigen challenge experiments 

Fraction 6 inhibited conllllelile response 10 ovalbumin of 
lraehcae from sensitized guinea pigs simí larly 10 the whole 
melhanol-extract effect Whcreas in the absence of in­
domelhaein, frael;on 6 (10 and 30 .. g/mi) signi fi cantly inhibiled 
bolh phascs of conlractile response 10 ovalbumin (Fig. 3A, 
P values indie81ed in figure), in Ihe presenee of indomethaein 
(raetíon 6 significanlly ínhibited contraclile response lO 
ovalbumin al aU eonccntralions assayed (P< O.OO I) (Fig. 3B) . 

T.ble 1 
LeukOlriene D.·imJU«d response of ilOl.,ed guinea-pig trICheae in !he presence 
of fraclion 6 o f A. ph¡tyurIJS 

Frxtion 6 (,,;lml) pO, Muimal 

""""'" "') 
Control 1I.10±0.05 93±8 
O, 1I.86±0.04 "., 
I 7.20J.0.SO" SOH , 7 . 01 .t. 0 . 2S ~ ))± 1). 

10 (f (f 

b lirtukast (0. 1) 6.$2 ±0.29" 16 ±$· 

Dall.re IlX'II1$ ± S.E.M. (11 - 4- ,) . 
• P < O.OS. h P < O.OI •• OO · P < O.OOI llIi compared with tontrol ¡¡mul' . 
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powdcr. mp 182-184 oC (rcported 184- 188 oC. Bhandari, 
1964); UV (methanol) Á .... ~ 358, J03, 209 nm; ES I-MS miz 610 
1M)' , 609(100), 30 1(40); {IU]_NMR (mcthanol , 75 MHz) 
(Table 4); [1lC)-NMR (rncthanol. 300 MHz) (Table S). 

J.8. Assessment 01 cyloto;cicily 

To c\laJuate cytotoxicity of ¡he exlmelion pha.'iCS and 
chromalography (metions of A. platycftras (100 ¡!g/ml), 
contracti lc responses of guinea-pig trachcae 10 60 mM KCI 31 
¡he cnd of ¡ncubalio" wcrc comparcd with ,hose recorded prior 
10 ¡"cubalion . No changc was obscrved. 

4. Oiscussion 

Thc prcscnt data show the following: 

1) MClhanol eXlracts of flowc rs and lcaves of A. platycerQs as 
wcll as ethyl-accl8tC phasc. and subsequent fraclions 6 and 
7 displaced concentration- response curves lO carbachol in 
a parallel rightward manner in tracheae isolated fmm non­
sensitized guinea pigs. 

2) Fraclion 6 abolished response 10 anligen challengc wilh 
ovalbumin in tracheac fmm sensilized guinea pigs, and 
caused a decrease of bolh pD2 and maximal response values 
of leukOlriene D .. -induced response in tracheae fmm non­
sensitized animals. 

3) lsoquereilrin and rutin are the main glycosilaled fl avonoids 
idcnlified in ITactions 6 and 7, respectively. 

lsoqucreitrin and rulin have nol been reponed previously in 
A. plat)'aras, but have becn found in other species such as 
Humulus lupulus (Bhandari, 1964), Psidium guajal'O (Lozoya el 

al., 1994), Conyzajilaginoides (Mata el al., 1997), TJreobroma 
cacao (Sanchez-Rabaneda el al., 2(03), Hypericum perforatum 

(Zou et al. , 2(04). 
The present data on inhibilory aclions offractions 6 and 7 on 

caroachol-induced response of guinea-pig tracheae are in 
agreement wilh previous resul ts showing Ihat isoquercitrin and 
rutin are able to inhibit carbachol-induced contradi le response in 
isolatcd ral and guinea-pig ileum (Mata el al., 1997; Lozoya el 

aL, 1994). Other studies have reponed vasorelaxant efrcets on 
isolated ral thoradc aona (Ajay el al.. 2(03), as well as anti­
inflammatory activily in dilrerenl cxperimental modcls (Calixto 
et al., 2003; Morikawa et al.. 2003). The fraction 6-induced 
inhibition of carbachol response in lracheae from gu inea pigs 
suggcslS a likely inleraction belween isoquercilrin and 
muscarinic (M}) reeeplors. 

Anligen-challenge guinea-pig model has proved 10 be a good 
asthma model as it displays sorne similarilies with human 
asthma in response to several eontraclile and relaxant sub­
stanccs (Campos and Church. 1992). Allergen challenge causes 
bronchoconlltriction characterized by early and late phascs. 
lhe ¡alter associated with the lipoxygenase palhway and 
leukotrienes. 

Cysteinyl leukolriencs playa central role in promotion of 
:lirway inflarnmation and modulation ofairway smooth muscle 

cell function (Holgatc et al.. 2003), and are implicated in 
bmnchoconSlriction induccd by antigcn challenge and in 
specific bmnchial hypcrrcaclivity in both intrinsic and extrinsic 
as thma (Breschi el aL, 2002). 

In the allergic as thma model assayed. fraction 6 completely 
inhibitcd late response induced by anligen challenge, sug­
gcsling thal this ITaction exens ils clrcct mainly on Ihe late 
innammalory reaction wh ich involvcs leukolrienc reJease. 
Trachcae werc incubatcd with indomethacin lo avoid con­
Iribulíon of cyclooxygenase produCIS 10 conlraclile response 
and make leukolrienes the main conlractilc medialOrs in Ihe late 
response. Whcn compared wÍlh Ihe clrcet o ( zafirlukast, ITaction 
6 displaycd similar activily on antigen response late phase. 
However, zafirlukast. a well known cysleinyl leukotrienc 
reccptor antagonisl, inhibits both early and late phascs of 
anligcn-induced bronchoconSlriction as wcl1 8.'1 dccrcascs 
airway scnsil ivity lo mcthacholinc (Aharony, 1998). The 
selective and total inhibilion of fraetion 6 (10 ~g1ml) on 
concentration-response curve to leukotriene-D .. , as well as the 
relalive polency between zafirIukast (0.1 ~ g/ ml) and fraclion 
6 (3 flg/ml) might be relaled 10 an inleraction of isoquereitrin 
with Icukotricnc-D4 receptors. Duc 10 Ihe dual effect on 
carbachol-and IcukOlriene-induced responses, fraction 6 might 
be useful in lrealment of aslhma. and the reputation of 
Argemollc IJlatyceras as an anli-asthmatic remcdy seems to be 
justified. 

Our data prcsent lhe first pharmacological evidence of the 
aclion of compounds isolated from Argemolle plutyceras on an 
allergic aslhma model. Funher invesligations on natural sourccs 
for anti-aslhmatic drug..'1 should be cncouragcd. 
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