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RESUMEN

El género Ipomoea comprende un grupo de plantas que estan distribuidas en
regiones tropicales y subtropicales del mundo. Son utilizadas en la medicina
tradicional, destacandose su efecto sobre el musculo liso, lo cual explica sus
propiedades hipotensivas, espasmoliticas y espasmogénicas, aunque también
tienen  propiedades antimicrobianas, analgésicas, psicotomiméticas vy
anticancerigenas. En México, abunda la especie endémica Ipomoea murucoides
Roem. & Schult., cominmente conocida como cazahuate, de la cual, no se tiene
informacion de su efecto sobre el musculo liso arterial o intestinal. En este estudio,
se evalu6 el efecto de los extractos de distinta polaridad de las hojas de I. murucoides
sobre el tono del musculo liso arterial e intestinal, mediante los ensayos de aorta y
de ileon aislados de rata. Los resultados indicaron que el extracto acuoso de las
hojas de I. murucoides produce un efecto vasoconstrictor sobre segmentos de aorta
aislados de rata [Emax = 100.8 £ 4.32 %, CEso = 40.17 (IC 95% 25.19 — 64.04) ug/ml],
sin embargo, no modifico las contracciones espontaneas de los segmentos de ileon
aislados de rata. En cambio, el extracto etanélico de esta planta no modificé el tono
del muasculo liso arterial de rata y no fue posible observar cambios significativos en
las contracciones espontaneas de los segmentos de ileon, debido a interferencias
causadas por el efecto del etanol. La informacidén generada con este estudio muestra
que I. murucoides es una fuente de compuestos vasoconstrictores, que podrian tener
una potencial aplicacion para tratar enfermedades cardiovasculares o como
herramientas de investigacion.



1. INTRODUCCION

El género Ipomoea (familia Convolvulaceae) comprende un grupo grande de
plantas que estan distribuidas en regiones tropicales y subtropicales del mundo.
Se conocen comunmente como campanitas, debido a la forma de sus flores. La
mayoria son enredaderas, pero algunas especies son arborescentes o
arbustivas. Estas especies son utilizadas en la medicina tradicional por sus
propiedades antimicrobianas, analgésicas, espasmoliticas, espasmogeénicas,
hipotensoras, psicotomiméticas y anticancerigenas (Meira y col., 2012; Castro,
2019; Akinniyi y col., 2022).

En algunos estudios farmacoldgicos, se ha evaluado la efectividad de las
propiedades hipotensoras y espasmoliticas de las especies del género Ipomoea.
Por ejemplo, las semillas de /. hederacea se usan en la medicina tradicional
para tratar la presion arterial alta; en un estudio, se encontré que el extracto
hidroetandlico de estas semillas mostré un efecto antihipertensivo e hipotensivo
en ratas mediante un posible mecanismo que involucra un bloqueo de
receptores adrenérgicos o la estimulacién de la éxido nitrico sintasa (NOS)
(Chaudhry y col., 2021). El extracto acuoso de la raiz de /. stans inhibio
significativamente la contraccion maxima inducida por noradrenalina en
segmentos de aorta aislados de rata (Perusquia y col., 1995). El extracto
metandlico de las hojas de [ batatas produjo un efecto vasodilatador,
dependiente de la concentracion, sobre segmentos de aorta aislados de rata.
Dicho efecto fue principalmente dependiente del endotelio vascular y se inhibio
significativamente en presencia de un inhibidor de la NOS (Runnie y col., 2004).
El extracto acuoso de las hojas de [ batatas presentd un efecto
anti-aterosclerosis en un modelo de aterosclerosis inducido en ratas con una
dieta alta en grasas, esto mediante un mecanismo que promueve el numero de
macrofagos y que modula la expresion del factor de crecimiento de endotelio
vascular y de la NOS endotelial (Waskito y col., 2022). En un estudio biodirigido,
se encontréo el glucdsido convolvulina, una resina asilada de la raiz de |I.
tyrianthina, que indujo un efecto vasodilatador dependiente de la concentracion

y dependiente de endotelio vascular en segmentos de aorta aislados de rata



(Leon-Rivera y col.,, 2011). En otro estudio, se encontraron tres nuevos
glucolipidos (tyrianthinas C, D y E) en el extracto metandlico de /. tyrianthina,
que presentaron un efecto vasodilatador significativo en segmentos de aorta
aislada de rata de una manera dependiente de la concentracion y dependiente

de endotelio vascular (Ledn-Rivera y col., 2014).

Hasta el momento, se sabe poco sobre las propiedades antiespasmodicas de
las especies del género Ipomoea, sin embargo hay estudios donde se muestra
que extractos tanto de |. imperati como el de [. pes-caprae inhiben
contracciones de segmentos de ileon aislado de cobayo inducidas por
acetilcolina e histamina (Pongprayoon y col., 1989; Paula y col., 2003), en el
caso de [. pes-caprae también presentdé un efecto inhibitorio sobre las
contracciones inducidas por bradiquinina y cloruro de bario, también se
encontraron los isoprenoides antiespasmaoddicos beta-damascenona y (E)-fitol en

un estudio biodirigido (Pongprayoon y col., 1992).

Los antecedentes antes mencionados sugieren que las especies del género
Ipomoea presentan compuestos capaces de modular la contractilidad de las
células de musculo liso, lo que explica sus propiedades vasodilatadoras y
espasmoliticas. La busqueda de fuentes nuevas de compuestos con este tipo de
actividad, es importante para el desarrollo de nuevos prototipos de farmacos
utiles para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares e intestinales. Sin
embargo, aun falta explorar el potencial farmacolégico de muchas especies del
género Ipomoea. Una especie abundante y endémica de México es |I.
murucoides Roem. & Schult.,, comunmente conocida como cazahuate. En la
medicina tradicional, se emplea para tratar afecciones de la piel como el
salpullido y para el dolor y la inflamacién (BDMTM, 2009). Considerando que
hasta el momento no se tiene informacidn sobre sus propiedades
vasodilatadoras y antiespasmaddicas, se plante6 este estudio con el objetivo de
evaluar el efecto de los extractos de distinta polaridad de las hojas de I

murucoides sobre el tono del musculo liso arterial e intestinal de rata.



2. ANTECEDENTES

2.1.La familia Convolvulaceae y el género Ipomoea

La familia Convolvulaceae cuenta con aproximadamente 40 géneros, dentro de
los cuales se reconocen 1500 especies. Tienen una distribucidon amplia,
alcanzando una diversificacion mayor en latitudes tropicales, particularmente en
regiones que presentan ambientes secos (Meira y col., 2012). Una caracteristica
distintiva de las Convolvulaceaes es la presencia de células productoras de
latex, tanto en los tejidos foliares y en las raices de las plantas, éste latex
contiene alcaloides pirrolizidinicos y moléculas llamadas resinas glicosidicas a
las cuales se le atribuyen diversas actividades ecoldgicas (por ejemplo, la
defensa contra herbivoros) y usos etnobotanicos. (Rzedowski & Rzedowski,
2001; Valencia y col., 2022). Estas glicorresinas constituyen un marcador
taxondmico importante de esta familia (Wagner, 1973) y son responsables de las
propiedades purgantes de algunas especies de la familia Convolvulaceae
(Pereda & Bah, 2003; Meira y col., 2012).

El género Ipomoea es uno de los mas representativos de la familia
Convolvulaceae. Las especies de este género constituyen un grupo grande de
plantas que estan distribuidas en regiones tropicales y subtropicales del mundo,
que se conocen comunmente como campanitas debido a la forma de sus flores.
La mayoria son enredaderas, pero algunas especies son arborescentes o
arbustivas. Son un elemento importante en el ecosistema y una fuente de
compuestos con actividades insecticidas, herbicidas y etnofarmacoldgicas. Se
destacan porque presentan utilidad para los humanos, ya sea como alimento,
para uso ornamental, en la agricultura, o en la medicina tradicional por sus
propiedades antimicrobianas, analgésicas, espasmoliticas, espasmogénicas,
hipotensoras, psicotomiméticas y anticancerigenas (Meira y col., 2012; Akinniyi
y col., 2022; Valencia y col., 2022).

Dentro del género Ipomoea, se encuentran algunas especies llamadas

“cazahuates”, las cuales presentan un fenémeno ciclico cada verano, en el cual



el crisomélido Ogdoecosta biannularis consume sus hojas casi en su totalidad,
en especial . murucoides (Romero Napoles, 1990). En estas especies de
arboles de cazahuates, también se ha encontrado que posiblemente al
interactuar con plantas, ya sean de la misma especie u otra distinta, advierten
por via aérea cuando ocurre una amenaza como la herbivoria; de esta manera
las plantas cercanas activan mecanismos de defensa (Serrano Ocampo, 2020).
Estas interacciones pueden ocurrir incluso entre semillas si son de una misma
especie, como en el caso del cazahuate blanco (/. murucoides), donde sus
semillas autolimitan su germinacion cuando se encuentran a altas densidades,
posiblemente por medio de metabolitos secundarios de las semillas, lo cual
provocaria autotoxicidad (Aguilar-Franco y col., 2019); esta es una forma en que

algunas plantas pueden regular su tamafio poblacional (Singh y col., 1999).

A los cazahuates también se les confiere un valor etnobotanico. Se suelen
emplear infusiones de hojas, flores y corteza del cazahuate blanco para
disminuir los efectos de la picadura de alacran y la inflamacién causada por
golpes. La quema de hojas y corteza del I. murucoides también tiene un efecto
disuasorio en los mosquitos (Ledn y col., 2005). Los cazahuates también son
importantes en la comida regional del centro de México, ya que en época de
lluvias suelen hospedar al hongo comestible conocido como “orejas de
cazahuate” (Pleurotus ostreatus(Jacq. ex Fr.) Kumm., muy cotizado en dicha
region. En zonas rurales, el cazahuate también es fuente de lefia, es apreciado
como planta de ornato o empleado en ritos ceremoniales desde tiempos

precolombinos (Diaz Pontones, 2009)

2.1.1. Propiedades farmacoldgicas de las especies del género Ipomoea

En estudios previos, se ha demostrado que varias especies del género Ipomoea
poseen las siguientes propiedades: antimicrobiana, analgésica, espasmolitica,
espasmogeénica, hipotensora, psicotomimética y anticancerigena. Los
constituyentes biolégicamente activos mas comunes de estas plantas son
alcaloides de ergolina, nortropano e indolizidina, asi como compuestos

fendlicos, cumarinas, norisoprenoides, diterpenos, isocumarinas, bencenoides,



flavonoides, antociandsidos, glicolipidos, lignanos vy triterpenos (Meira y col.,
2012).

Una propiedad interesante de las especies del género Ipomoea es su efecto
sobre el musculo liso, lo cual explica sus propiedades hipotensoras,
espasmoliticas y espasmogénicas que se les atribuyen en la medicina
tradicional. La efectividad de estas propiedades se ha comprobado en algunos
estudios farmacolégicos. Por ejemplo, las semillas de Ipomoea hederacea se
usan en la medicina tradicional para tratar la presion arterial alta y
enfermedades cardiovasculares. En un estudio, se encontré6 que el extracto
hidroetandlico de estas semillas y algunas fracciones mostraron un efecto
antihipertensivo e hipotensivo en ratas mediante un posible mecanismo que
involucra un bloqueo de receptores adrenérgicos a1l y B, o mediante la
estimulacién de la via del NOS/GMPc (Chaudhry y col., 2021). En otro estudio,
se encontrd que el extracto acuoso de la raiz de Ipomoea stans inhibid
significativamente la contraccion maxima inducida por noradrenalina en
segmentos de aorta aislados de rata (Perusquia y col., 1995). El extracto
metandlico de las hojas de Ipomoea batatas produjo un efecto vasodilatador
dependiente de la concentracion sobre segmentos de aorta aislados de rata;
dicho efecto fue principalmente dependiente del endotelio vascular y se inhibié
significativamente en presencia de un inhibidor de la enzima &xido nitrico sintasa
(NOS) (Runnie y col., 2004). En otro estudio, se encontré que el extracto acuoso
de las hojas de I. batatas presentd un efecto antiaterosclerético en un modelo de
aterosclerosis inducido en ratas con una dieta alta en grasas. En este efecto se
observo un incremento en el numero de macrofagos y la modulacion de la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular y de la NOS endotelial
(Waskito y col.,, 2022). En un estudio biodirigido, se encontré el glucésido
convolvulina, una resina asilada de la raiz de Ipomoea tyrianthina, que indujo un
efecto vasodilatador dependiente de la concentracion y dependiente de
endotelio vascular en segmentos de aorta aislados de rata (Ledn-Rivera y col.,
2011). En otro estudio, se encontraron tres nuevos glucolipidos (tyrianthinas C,

D y E) en el extracto metandlico de I. tyrianthina que presentaron un efecto



vasodilatador significativo, dependiente de la concentracion y de endotelio

vascular, en segmentos de aorta aislada de rata (Ledn-Rivera y col., 2014).

Hasta el momento, no se tiene mucha informaciéon sobre las propiedades
antiespasmaddicas de las especies del género Ipomoea. En un estudio, se
encontré que un extracto metandlico-acuoso de las hojas de Ipomoea imperati
inhibi6 las contracciones de segmentos de ileon aislado de cobayo inducidas por
acetilcolina e histamina (Paula y col., 2003); mientras que en otro estudio se
encontré que el extracto de Ipomoea pes-caprae presentd un efecto inhibitorio
sobre las contracciones inducidas por histamina, acetilcolina, bradicinina vy
cloruro de bario en segmentos de ileon aislado de cobayo (Pongprayoon y col.,
1989). De manera adicional, en estudio biodirigido de [ pes-caprae, se
encontraron los isoprenoides antiespasmaddicos beta-damascenona y E-fitol

(Pongprayoon y col., 1992).

2.1.2. Clasificacién taxondmica Ipomoea murucoides

Ipomoea murucoides Roem. & Schult., comunmente conocida como cazahuate,
es un arbol de 5 a 9 m de altura, de madera blanda, con presencia de latex, con
tallos floriferos longitudinalmente surcados, densamente lanuginosos de 5 a 8
mm de diametro. Es endémico de México y se caracteriza por sus hojas
alargadas con flores blancas en forma de campana, con frutos lisos con forma
de huevo que tienden a abrirse al secarse y con semillas cubiertas de pelos
blancos y suaves. Crece en climas que van de semicalido a templado en alturas
de los 600 a los 2400 m, asociada a bosque tropical caducifolio y a matorral
xerdfilo, siendo comun encontrarla en matorrales secos y espinosos
(Mila-Arango y col., 2014). En el Cuadro 1 se muestra la taxonomia de la
especie I. murucoides, mientras que en la Figura 1 se muestra una fotografia de

esta planta.



Cuadro 1. Datos taxonémicos de Ipomea murucoides. (IBUNAM, 2019 & Castro,
2019)

Reino Plantae
Phylum Tracheophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Convolvulaceae
Género Ipomoea
Especie Ipomoea murucoides B Jtﬂ sy
Figura 1. Fotografia de la flor y hojas
Nombre Ipomoea murucoides .
de Ipomea murucoides.
cientifico Roem. & Schult.

2.2. Estudios quimicos y farmacologicos de Ipomoea murucoides

En la medicina tradicional se emplea para tratar afecciones de la piel como el
salpullido y para el dolor e inflamacién causado por golpes o reumas. El
tratamiento consiste en administrar de forma externa el cocimiento de la flor,
hoja, tallo y corteza; este cocimiento se administra por via oral solamente para el
tratamiento de picadura de alacran (BDMTM, 2009). En algunos estudios, se ha
encontrado que el extracto de éter etilico de las hojas de I. murucoides presentd
actividad antifungica contra Alternaria alternata y Fusarium solani (Lira-De Ledn
y col., 2014). En el extracto de cloroformo de las flores se encontraron cinco
pentasacaridos del acido jalapindlico, las murucoidinas |-V, de las cuales la
murucoidina IV mostré actividad citotoxica (Chérigo y Pereda-Miranda, 2006).
De ese mismo extracto, se encontraron tres pentasacaridos del acido
11-hidroxihexandico (murucoidinas XVII-XIX) que mostraron un efecto

potenciador en algunos antibiéticos de uso clinico (Corona-Castafieda y col.,



2013), mientras que la murucoidina XIV si mostro actividad antibacteriana por si
sola sobre Staphylococcus aureus (Chérigo y col., 2009). Las hojas de |I.
murucoides al contener alcaloides pirrolizidinicos, tienen actividad insecticida,
especificamente contra el gusano cogollero del maiz (Spodoptera frugiperda (J.
E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae)), aunque estos compuestos también pueden
resultar toxicos para algunos mamiferos, como las cabras (Vera-Curzio y col.,
2009 & Mila-Arango y col., 2014)

2.3. Ensayos biolégicos para evaluar actividad sobre musculo liso

Los ensayos con tejidos aislados son una herramienta util para estudiar la
actividad farmacoldgica de moléculas nuevas (Enna y col., 2002 & Alm y col.,
2002). Estas técnicas ex vivo son ampliamente utilizadas en el area de la
etnofarmacologia para evaluar el efecto de extractos y moléculas obtenidas de
plantas. Estas técnicas presentan como ventajas que son poco costosas, se
requiere menor numero de animales en comparaciéon con los modelos in vivo y
permiten evaluar la actividad farmacoldgica de varias muestras en poco tiempo
(Gebhardt, 2000).

2.3.1. Ensayo de aorta aislada de rata

En el ensayo de aorta aislada de rata, se contrae el musculo liso, utilizando KCI
y fenilefrina. El KCI| se ha utilizado durante mucho tiempo como un estimulo
conveniente para inhibir receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y activar el
musculo liso mediante un mecanismo altamente reproducible y relativamente
"simple" que involucra la activacion de los canales de Ca®* operados por voltaje
que conduce a aumentos en el Ca?* libre citosdlico, activacion de la quinasa de
la cadena ligera de miosina (MLC, Myosin Light Chain) dependiente de Ca?*
-calmodulina y la fosforilacién de la MLC, lo que produce la contraccion del
musculo liso vascular. Este mecanismo de acoplamiento estimulo-respuesta
inducido por KCI es un conjunto de herramientas estandar que se utiliza en
estudios comparativos para explorar mas mecanismos complejos generados por

la activacion de receptores acoplados a proteinas G (Ratz y col., 2005).



En las arterias, los agonistas que actuan sobre el receptor a, adrenérgico, como
es el caso de la fenilefrina, inducen un aumento en la concentracién de calcio
intracelular. La estimulacion de este receptor por el agonista provoca la
activacion de una proteina Ggq que esta acoplada a la enzima fosfolipasa C
(PLC). Esta enzima actua sobre su sustrato fosfatidilinositol difosfato para
producir los segundos mensajeros inositol trifosfato (IP;) y diacilglicerol (DAG). A
su vez, el DAG activa a la proteina cinasa C (PKC), la cual activa a los canales
de Ca?" tipo L mediante fosforilacién. Ademas, las células de musculo liso de la
aorta tienen un importante reservorio de Ca** en el reticulo endoplasmico, por
ejemplo, en ausencia de Ca?* extracelular, los agonistas a1 producen aumentos
transitorios de Ca?" intracelular. Este aumento transitorio de calcio se asocia con
la liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmico por la activacion de canales

sensibles al IP; (Consolini & Ragone, 2017).

2.3.2. Ensayo de ileon aislado de rata o cobayo

Para evaluar la accién farmacoldgica que ejercen diferentes compuestos en el
musculo liso intestinal (contractilidad intestinal ex vivo) se utilizan porciones
aisladas de ileon de rata o cobayo en un proceso parecido al ensayo de aorta
aislada de la rata, solo que en este ensayo las porciones aisladas de ileon se
encuentran sujetos longitudinalmente en las camaras de bafo organico. Un
extremo esta fijo a un soporte y el otro a un transductor isométrico de fuerza, al
igual que con los anillos de la aorta, manteniendo la luz intestinal abierta para

facilitar la circulacion de solucion y la oxigenacién (Consolini & Ragone, 2017).

Paton y Schaumann fueron los primeros que demostraron en bafio aislado, que
la estimulacion eléctrica de segmentos de ileon de cobayo produce
contracciones, las cuales dependian de la liberacién de acetilcolina (ACh) de las
terminaciones nerviosas colinérgicas posganglionares (Marmol, 1988). La ACh
es el principal neurotransmisor excitatorio responsable del aumento del tono del
musculo liso intestinal, la cual actua sobre los receptores muscarinicos M3, que
estan acoplados a una proteina G,, la cual activa a la PLC, que hidroliza al

fosfatidilinositol difosfato en IP; y DAG. El IP; actua en sus receptores que se



encuentran en la membrana del reticulo endoplasmico para que se dé un
incremento de la concentracion intracelular de Ca?". El calcio liberado del
reticulo endoplasmico se une a la calmodulina, una proteina con 4 sitios de
union a Ca?, la cual actia como intermediario para la activacion de la cinasa de

miosina de cadena corta e inicie el proceso de contraccién muscular (Rang y
Dale, 2008).
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3. HIPOTESIS

Los extractos etandlico y acuoso de las hojas de Ipomoea murucoides contienen

compuestos capaces de modular el tono del musculo liso arterial e intestinal.
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4. OBJETIVOS

4.1.

4.2.

General

Evaluar el efecto de los extractos etandlico y acuoso de las hojas

de I. murucoides sobre el tono del musculo liso arterial e intestinal

de rata.

Especificos

Evaluar el efecto de los extractos sobre el tono del musculo liso
vascular, mediante el ensayo de aorta aislada de rata.

Evaluar el efecto de los extractos sobre las contracciones

espontaneas de segmentos de ileon aislados de rata.
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5. METODOLOGIA

5.1. Materiales

5.1.1. Material biologico y vegetal

e 9 ratas macho de la cepa Wistar con un peso aproximado de 250 g.

e Segmentos de aorta de rata.

e Segmentos de ileon de rata.

5.1.2. Material vegetal

Se colectaron hojas de I. murucoides en las areas verdes de la Facultad

de Ingenieria de la Universidad Autonoma de Querétaro, Campus

Centro Universitario. La identificacion de la especie fue realizada por el

M. en C. José Alejandro Cabrera Luna.

5.1.3. Reactivos

Extracto de I. murucoides acuoso en las concentraciones de 0.1, 1,
10, y 100 pg/ml.

Extracto de I. murucoides etandlico en las concentraciones de 0.1, 1,
10, y 100 pg/ml.

Etanol.

Solucién fisiologica de Krebs-Henseleit para aorta (pH 7.4; 126.8 mM
NaCl, 5.9 mM KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgSO,, 1.2 mM KH,PQO,,
30 mM NaHCO;, 5 mM dextrosa) gasificada constantemente con
carbogeno (95 % O,y 5 % CO,).

Krebs-Henseleit para ileon (pH 7.4; 118 mM NaCl, 4.7 mM KCI, 2.5
mM CacCl,, 1.2 mM MgSQO,, 1.2 mM KH,PO,, 25 mM NaHCO;, 11 mM
dextrosa).

KCI 100 mM.

Fenilefrina 1 yM (Sigma, St. Louis, Missouri, EUA, # PHR1017).
Acetilcolina 1 pM.
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5.2. Métodos

5.2.1.Animales de experimentacion

Las ratas fueron adquiridas en el Bioterio del Instituto de Neurobiologia
de la Universidad Nacional Autonoma de México, campus Juriquilla,
Querétaro. Todos los animales se mantuvieron por un periodo de 5 dias
de climatizacion en un espacio disefhado para mantenimiento de
animales de experimentacién en la planta baja del edificio 2 de la
Facultad de Quimica de la UAQ. Dicho espacio cont6 con equipo para
control del medio ambiente, de acuerdo con las especificaciones de la
NOM-062-Z00-1999 (apartado 6.1) para el mantenimiento de roedores.
Los animales se mantuvieron en jaulas de acrilico con condiciones de
agua y alimento ad libitum (alimento ABENE BDL-7100 para animales
de laboratorio en fase de mantenimiento), La limpieza de los
confinamientos se realiz6 cada 2 dias. Para los bioensayos, los
animales de experimentacibn se decapitaron con guillotina y
posteriormente se extrajeron los tejidos requeridos
(NOM-062-Z00-1999 apartado 9.5.3.3). El grado de molestia que se

causo a los animales de investigacion fue de categoria A.

5.2.2.Manejo de residuos bioldgicos y de sustancias quimicas

Los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos se procesaron de acuerdo
con lo  especificado en la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002 con un periodo menor a 30 dias. Los
residuos quimicos fueron manejados y almacenados de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-005-stps-1998. Periédicamente se solicitd
un servicio especial dedicado a la recoleccion, tratamiento y
procesamiento de los residuos que operaron bajo estas normas
(Transporte y Recolecciéon Integral de Residuos Peligrosos, S.A. de
C.\V.).
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5.2.3. Preparacion de los extractos

El material vegetal se secd a la sombra y a temperatura ambiente por 3
semanas. Una vez secas, las hojas se trituraron mediante un molino
manual. El material vegetal seco y triturado se puso a macerar por una
semana de manera consecutiva con etanol y agua. Los extractos de
etanol se secaron a presion reducida utilizando un rotaevaporador,

mientras que el extracto acuoso se secé mediante liofilizacion.

5.2.4. Evaluacion de la actividad de los extractos sobre el musculo liso arterial

Se evaluo el efecto de los extractos de I. murucoides sobre el tono de
musculo liso arterial mediante el ensayo de aorta aislada (Diaz-Pena y
col., 2019). Este ensayo consisti6 en extraer la aorta toracica
descendiente una vez que se sacrificaba el animal de experimentacion.
La aorta se colocd en solucion fisiologica de Krebs-Henseleit para aorta
gasificada constantemente con carbdgeno. El interior de la aorta se lavo
con solucién de Krebs-Henseleit para evitar la formacion de coagulo y
se elimino el tejido conectivo. Se cortaron segmentos de aorta de 3 mm
de longitud y se colocaron en camaras de bafio con solucion de
Krebs-Henseleit oxigenada constantemente con carbogeno a 37 °C.
Todos los tejidos se estabilizaron durante 60 min a una tension de 1.5 g.
Durante este periodo, se hizo un recambio de la solucién de
Krebs-Henseleit cada 15 min. Posteriormente, los segmentos de aorta
se contrajeron con KCI (100 mM) para sensibilizar el tejido y después se
cambid la solucion tres veces para restablecer la tension de 1.5 g. A
continuaciéon, se contrajeron los tejidos con fenilefrina a una
concentracion de 1 uyM. Para evaluar un posible efecto vasodilatador, se
agrego6 cada extracto a concentraciones acumulativas (0.1, 1, 10, y 100
Mg/ml) sobre los tejidos que fueron previamente contraidos con
fenilefrina. Para evaluar su posible efecto vasoconstrictor, en otros
experimentos se cambio la solucidon tres veces mas después de la
contraccion con fenilefrina y se evalud el efecto de cada extracto, a las

concentraciones acumulativas antes mencionadas, sobre los tejidos
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estabilizados a la tensiéon basal. Los cambios en la tensiéon isométrica se
midieron con transductores de fuerza FTO3 acoplados a un poligrafo

Grass 7D de cuatro canales de registro.

5.2.5. Evaluacion de la actividad de los extractos sobre el musculo liso

intestinal

El efecto de los extractos de . murucoides sobre las contracciones
espontaneas del ileon aislado de rata se determin6é de acuerdo con un
disefio experimental previamente establecido y estandarizado en el
laboratorio (Samuelsson, 1991). Una vez sacrificado el animal de
experimentacion, se realizd una incisidon abdominal para extraer el ileon,
mismo que se coloco en un recipiente con solucion de Krebs-Henseleit
para ileon a 37 °C, gasificada constantemente con carbogeno. El ileon
se cortd en fracciones de 5 cm aproximadamente. Cada porcién se lavo
internamente con solucion de Krebs-Henseleit. Después de limpiar los
tejidos, se cortaron segmentos de 1 cm aproximadamente, los cuales se
montaron en camaras de bafio organico con solucién de
Krebs-Henseleit gasificada constantemente con carbdgeno. Las
contracciones espontaneas de cada tejido aislado se registraron
isométricamente por medio de transductores de fuerza acoplados a un
poligrafo de 4 canales, como en el ensayo antes mencionado. Todos los
tejidos montados se ajustaron a una tension basal de 1 g. Después de
un tiempo de estabilizacion de maximo 30 min, se registrdé un periodo
control de 10 min y después de este tiempo se aplico cada extracto a
una sola concentracién (100 ug/ml). El efecto de la sustancia evaluada
sobre las contracciones espontaneas del ileon se registré por un periodo
de 10 minutos aproximadamente. La magnitud de la respuesta de los
efectos inhibitorios se determiné comparando la tension y la amplitud de
las contracciones del ileon antes y después de agregar la sustancia. La
magnitud de la respuesta de los efectos contractiles se determiné

comparando con la fuerza de la contraccion de la acetilcolina 1 pM.
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5.2.6. Analisis estadisticos

Cada evaluacion se repitio al menos tres veces (n = 4) usando anillos de
aorta o segmentos de ileon de diferentes ratas. Para el caso del ensayo
de aorta se construyeron curvas concentracion-respuesta mediante un
ajuste no lineal, empleando el software estadistico PrismGraphPad
version 5.0 (GraphPad Software, Inc., USA). Los valores de
concentracion efectiva media (CE50) se expresaron como la media con
los intervalos de confianza de 95%. Los valores de efecto maximo
(Emax) se expresaron como la media * el error estandar de la media
(S.E.M.). En el caso de los experimentos con el ensayo de ileon, se
expresaron los valores como la media £+ S.E.M. Las comparaciones
multiples se realizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) de
una o dos vias, seguido de un analisis de Tukey para establecer las

diferencias significativas (p<0.05).
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6. RESULTADOS

Se evaluo el efecto de los extractos de . murocoides sobre el tono vascular de
segmentos de aorta aislados de rata. El extracto etandlico presentd un efecto
vasodilatador dependiente de la concentracion. Sin embargo, el etanol, que se
emple6 como vehiculo, a concentraciones logaritmicas hasta llegar a una
concentracion final de 4%, produjo un efecto vasodilatador similar al del extracto
etandlico (Figura 2). Esto indica que al parecer, el extracto etandlico presenta un
efecto vasodilatador moderado que no es posible apreciar debido a la
interferencia del etanol.

Por otro lado, el extracto acuoso de [. murucoides presentdé un efecto
vasoconstrictor dependiente de la concentracién; su efecto maximo fue 100.8 +
4.32 % de la contraccion inducida por fenilefrina a una concentracion de 1 uM,
mientras que su CEs, fue 40.17 (IC 95% 25.19 — 64.04) (Figura 3).
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Figura 2. Curva concentracion-respuesta del efecto vasodilatador del extracto
etandlico de I. murucoides sobre segmentos de aorta aislados de rata. Se
evalué el efecto vasodilatador del etanol a las respectivas concentraciones
logaritmicas hasta llegar a la concentracion final de 4%. La respuesta esta

expresada como % de relajacién sobre la contraccion inducida por fenilefrina 1

MM. n =4,
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Figura 3. Curva concentracion-respuesta del efecto vasoconstrictor del extracto
acuoso de [. murucoides sobre segmentos de aorta aislados de rata. La
respuesta esta expresada como % de contraccion con respecto a la contraccion

inducida por fenilefrina 1 pM. n = 4.

La evaluacién de los extractos de [|. murucoides sobre las contracciones
espontaneas de segmentos de ileon aislados de rata indico que el extracto
acuso no presentd actividad a la concentracion de 1000 pg/ml, mientras que el
extracto etandlico produjo un efecto inhibitorio de 600 + 57.74 mg de fuerza
sobre las contracciones espontaneas a la concentracion de 1000 pg/ml. Sin
embargo, el etanol, utilizado como vehiculo, por si solo también produjo un
efecto similar (483 + 148.1 mg fuerza) a la concentracion de 4%; el andlisis t de
Student no mostré diferencias significativas entre estos efectos. Nuevamente,
similar a lo ocurrido con el efecto vasodilatador, no fue posible observar el efecto
del extracto etandlico sobre las contracciones espontaneas de segmentos de
ileon aislados de rata por interferencia con el efecto del etanol. En estos
experimentos, se empled a la acetilcolina (0.003 M) como referencia de efecto
excitatorio, dando un aumento de 2,633 + 218.6 mg fuerza en el tono del
musculo liso intestinal. Como referencia de efecto inhibitorio se empled

verapamilo (0.003 M), dando una disminucion de 440 + 67.82 mg fuerza (Figura
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4). En la Figura 5 se muestran registros representativos de dichos efectos sobre

las contracciones espontaneas de los segmentos de ileon.
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Figura 4. Efecto de la acetilcolina (ACh, 0.003 M), verapamilo (V, 0.003 M),
extracto acuoso de . murucoides (EA, 1000 pg/ml), extracto etandlico de I.
murucoides (EE, 1000 ug/ml) y etanol (EtOH, 4%) sobre las contracciones

espontaneas de segmentos de ileon aislados de rata (n = 4).
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Figura 5. Registros representativos del efecto del extracto acuoso (EA) y del
extracto etandlico (EE) sobre las contracciones espontaneas de segmentos de
ileon aislados de rata. Se empled acetilcolina y verapamilo como farmacos de
referencia. Se muestra el efecto del etanol (EtOH) a la concentracion empleada

como vehiculo del extracto etandlico.
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7. DISCUSION

De acuerdo con estudios previos, se ha encontrado que algunos extractos de
especies del género Ipomoea producen efectos vasodilatadores vy
espasmoliticos (Meira y col., 2012; Castro, 2019; Akinniyi y col., 2022). La
especie comunmente conocida como cazahuate (. murucoides) es endémica de
México y se emplea en la medicina tradicional para tratar afecciones de la piel
(BDMTM, 2009). En estudios de laboratorio se ha encontrado que los extractos
con éter etilico de I. murucoides presentan actividad antifungica (Lira-De Le6n y
col., 2014), mientras que en un extracto con cloroformo de las flores se encontré
un pentasacarido del acido jalapindlico (murucoidina IV) con actividad citotéxica
(Chérigo y Pereda-Miranda, 2006). Otros pentasacaridos de esta misma especie
(murucoidinas XVII-X1X) mostraron un efecto potenciador en algunos antibioticos
de uso clinico (Chérigo y col., 2009; Corona-Castaneda y col., 2013). En este
estudio se evalu6 el efecto de los extractos etandlico y acuoso de las hojas de /.
murucoides sobre el tono del musculo liso arterial e intestinal para determinar su

uso potencial como fuente de compuestos bioactivos novedosos.

En primera instancia, se determind que el extracto etandlico disminuyo el tono
del musculo liso arterial y las contracciones espontaneas del ileon de rata. Sin
embargo, el etanol, utilizado como vehiculo a una concentracion de 4% para
permitir la solubilidad del extracto, presentd por si solo efectos similares a los
del extracto. Por esta razon, estos resultados no permiten establecer si el
extracto etandlico de las hojas de [ murucoides presenta un efecto
vasodilatador o espasmolitico. En estudios previos, se ha demostrado que el
etanol a bajas concentraciones produce relajacion del musculo liso arterial, tanto
en la aorta toracica como en la arteria mesentérica de rata, mientras que a altas

concentraciones provoca un efecto vasoconstrictor (Ru y col., 2008).
Por otra parte, el extracto acuoso de las hojas de I. murucoides produjo un

efecto vasoconstrictor dependiente de la concentracion, el cual fue similar al de

la fenilefrina, un agonista que actua sobre los receptores alfa-1-adrenérgicos de
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las células de musculo liso arterial que se utiliz6 como control. La interaccion de
la fenilefrina con su receptor acoplado a proteina G activa a la enzima
fosfolipasa C para asi producir inositol trifosfato y diacilglicerol, provocando la
despolarizacion de la membrana plasmatica y el ingreso de Ca?* extracelular por
apertura de canales de calcio tipo L dependientes de voltaje, ademas de la
liberacion de Ca?* de los almacenes intracelulares a través de los receptores de
inositol trifosfato (Jackson, 1988; Oishi, 2002; Okazaki, 2003; Haddock & Hill,
2005). Cabe resaltar que el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto
acuoso de las hojas de . murucoides es contrario a lo observado en estudios de
otras especies del género Ipomoea; por ejemplo, el extracto hidroetandlico de
las semillas de I. hederacea presentd un efecto hipotensor mediante un posible
bloqueo de receptores adrenérgicos o la estimulacién de la NOS (Chaudhry y
col., 2021); el extracto acuoso de la raiz de /. stans inhibi6 significativamente la
contraccion maxima inducida por noradrenalina en segmentos de aorta aislados
de rata (Perusquia y col.,, 1995) y el extracto metandlico de las hojas de I.
batatas indujo un efecto vasodilatador sobre segmentos de aorta aislados de
rata (Runnie y col., 2004). También se han encontrado compuestos con efecto
vasodilatador en especies del género Ipomoea: el glucésido convolvulina de /.
tyrianthina indujo un efecto vasodilatador que depende de endotelio vascular en
segmentos de aorta aislados de rata (Ledn-Rivera y col., 2011) y los glucolipidos
tyrianthinas C, D y E de [ tyrianthina presentaron un efecto vasodilatador

dependiente de endotelio vascular (Ledn-Rivera y col., 2014).

Por otro lado, el extracto acuoso de las hojas de I. murucoides no presentd
actividad sobre las contracciones espontaneas de los segmentos de ileon
aislados de rata. En estudios previos con otras especies del género Ipomoea, se
encontréo que el extracto metanol-agua de las hojas de I. imperati inhibio las
contracciones de segmentos de ileon aislado de cobayo inducidas por
acetilcolina e histamina (Paula y col., 2003), mientras que el extracto de /.
pes-caprae presentd un efecto inhibitorio sobre las contracciones inducidas por
histamina, acetilcolina, bradiquinina y cloruro de bario en segmentos de ileon

aislado de cobayo (Pongprayoon y col.,, 1989). Resulta interesante que el

23



extracto acuoso de las hojas de I. murucoides induce un efecto vasoconstrictor
en segmentos de aorta, pero no produce cambios en el tono del musculo liso
intestinal. Los segmentos de ileon presentan dos capas de musculo liso y dos
plexos nerviosos del sistema nervioso entérico, mientras que los segmentos de
aorta presentan una capa de musculo liso y una capa de endotelio vascular
(Consolini y col., 2007; Villalobos y col., 2009; Consolini & Ragone, 2017,
Quispe, 2017); es probable que el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto
de las hojas de I. murucoides involucre la participacién del endotelio vascular, lo
que explicaria la falta de efecto sobre el musculo liso intestinal. Estos resultados
muestran que . murucoides constituye una fuente importante de compuestos
interesantes con actividad sobre el tono del musculo liso arterial. Por lo que es
importante continuar con un estudio quimico y farmacoldgico del extracto
acuoso de las hojas de I. murucoides para conocer los mecanismos de accién
involucrados en el efecto vasoconstrictor y determinar la identidad de los

compuestos responsables de este efecto.
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8. CONCLUSIONES

El extracto acuoso de las hojas de [|. murucoides contiene compuestos
vasoconstrictores, pero no produce efecto sobre las contracciones espontaneas
del ileon. No fue posible observar el efecto del extracto etandlico de |.
murucoides sobre el musculo liso arterial e intestinal debido a la interferencia del
etanol que se empled como solvente. La informaciéon generada en este estudio
muestra que el extracto acuoso de /. murucoides constituye una fuente de
compuestos vasoconstrictores y, por lo tanto, es recomendable continuar con el
estudio de esta planta para identificar los componentes responsables de dichos

efectos y determinar los mecanismos de accién involucrados.
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